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RESUMEN:

La expectativa de vida en el mundo se esta incrementando rapidamente. En Cuba, més del
19% de la poblacion tenia mas de 60 afios en el afio 2014. Las enfermedades infecciosas,
el Alzheimer, la ateroesclerosis y el cancer estan asociadas al envejecimiento y
comprometen la calidad de vida de este grupo etario. En particular, el cancer constituye una
de las principales causas de muerte a nivel mundial y ain no se comprenden con claridad
los fallos en los mecanismos inmunes que provocan su mayor incidencia en la vejez.
Numerosas evidencias sugieren la existencia de anticuerpos naturales contra antigenos
tumor asociados en individuos sanos y pacientes con cancer. Un antigeno muy atractivo
para la terapia del cancer es el gangliosido NeuGcGM3, ya que no se expresa naturalmente
en los tejidos humanos normales pero si se sobre-expresa en tumores de colon, mama,
pulmoén y melanoma. El presente trabajo se propuso estudiar la existencia de anticuerpos
naturales contra este antigeno tumoral, identificar las células que los secretan y los cambios
gue sufren con el aumento de la edad. Los resultados obtenidos evidencian, en un alto
porcentaje de individuos sanos, la existencia de anticuerpos anti- NeuGcGM3, capaces de
reconocer y eliminar células tumorales. Los niveles séricos de estos anticuerpos decrecen
significativamente con el avance de la edad y no se detectan en pacientes de cancer de
pulmon de células no pequefias. Un resultado importante fue la identificacion de las células
B-1 como responsables de la secrecion de dichos anticuerpos. Se conocia la participacion
de estas células en la defensa contra infecciones y en el mantenimiento de la homeostasia,
sin embargo, los resultados del presente trabajo las vinculan, por primera vez, con la
vigilancia contra los tumores. También se demostr6 que con el avance de la edad
disminuyen los niveles de células B-1, asi como su capacidad de secretar anticuerpos
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naturales y la variabilidad de su repertorio. Estos resultados ponen de manifiesto el efecto
de la inmunosenescencia en una rama efectora del sistema inmune no descrita
anteriormente, cuyo mal funcionamiento puede contribuir a la mayor incidencia del cancer,
pero también de enfermedades infecciosas y autoinmunes en individuos envejecidos, y
pueden traducirse en el disefio de tratamientos mas eficaces para este segmento de la
poblacién. Esta es una tarea fundamental en una sociedad como la cubana, que cuenta en
la actualidad con una expectativa de vida de las mas altas del mundo. Ademas contribuyen
a profundizar en los mecanismos de accidn de agentes terapéuticos que tienen como diana
al NeuGcGMa3. La identificacion de las células B-1 como productoras de anticuerpos anti-
NeuGcGM3 permite su utilizacion como un predictor de respuesta clinica en pacientes
tratados con vacunas que inducen respuestas de anticuerpos contra este antigeno y
posibilita el disefio méas racional de terapias dirigidas especificamente a activar estas
células. Por otra parte, abre el camino para la obtencion, a partir de linfocitos B-1, de
anticuerpos humanos antitumorales, que se pueden convertir en futuros productos para el
tratamiento del cancer. Los resultados de la presente investigacion se encuentran
publicados en tres articulos cientificos aparecidos en revistas internacionales de alto
impacto, en una tesis de Diploma y una tesis de Doctorado. También han sido presentados
en 12 eventos nacionales e internacionales.

COMUNICACION CORTA DEL RESULTADO
Antecedentes:

La expectativa de vida se incrementa rapidamente a escala mundial. En Cuba, més del 19%
de la poblacion tenia mas de 60 afios en el afio 2014 (1). A pesar del incremento de la
expectativa de vida, aun enfermedades como el Alzheimer, las infecciones, la
ateroesclerosis y el cancer estan asociadas al envejecimiento y comprometen la calidad de
vida de este grupo etario. En particular, el cancer constituye una de las principales causas
de muerte a nivel mundial por lo que se hace necesario profundizar en las bases
moleculares y celulares que facilitan el desarrollo de esta enfermedad en las edades
avanzadas. Numerosas evidencias sugieren que el sistema inmune tiene la capacidad de
reconocer y eliminar las células malignas. Varios estudios han demostrado la existencia de
anticuerpos naturales (AcNs) contra antigenos tumorales, tanto en individuos sanos como
en pacientes con cancer (2). No obstante, no se ha estudiado a profundidad el
comportamiento de estos AcNs con el avance de la edad.

Entre las moléculas de naturaleza sacaridica consideradas de mayor interés para la
inmunoterapia del cancer se encuentran los gangliosidos N-glicolilados tales como el
NeuGcGMS. Estos glicoesfingolipidos no se expresan naturalmente en las células normales
humanas, sin embargo se sobre-expresan en tumores de colon, mama, pulmoén y melanoma
(3). No se han estudiado los niveles y capacidad citotoxica de anticuerpos anti-NeuGcGM3
en individuos sanos y pacientes con cancer de diferentes grupos etarios. Tampoco se han
identificado las células que secretan este tipo de anticuerpos.

Las células B-1 son fundamentales en las respuestas contra antigenos no proteicos. Una
de sus funciones principales es la secrecion de AcNs, los cuales se detectan
independientemente de una inmunizacion y reconocen antigenos propios, alterados y
agentes patdgenos. Los AcNs y las células B-1 que los producen son importantes para la
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defensa contra las infecciones, en enfermedades autoinmunes y cardiovasculares,
patologias cuya incidencia aumenta en individuos envejecidos. No obstante, hasta el
momento no se conoce si las células B-1 reconocen antigenos tumorales, como el
NeuGcGMS, participando asi en la inmunovigilancia contra el cancer, ni se ha estudiado el
comportamiento de esta poblacién celular con el avance de la edad.

Los objetivos de este trabajo fueron, primeramente, evaluar la existencia de AcNs anti-
NeuGcGM3 citotoxicos sobre células tumorales en individuos sanos y pacientes con cancer
de pulmén de células no pequefias (CPCNP). También estudiar la capacidad de los
linfocitos B-1 de secretar este tipo de anticuerpos, en comparacion con otras células B.
Finalmente, analizar el efecto de la edad sobre los niveles de anticuerpos anti-NeuGcGM3
citotdxicos anti-tumorales y en la frecuencia y funcionalidad de los linfocitos B-1, en base a
su capacidad para secretar anticuerpos y la diversidad de su repertorio.

Resultados:

Los individuos sanos poseen anticuerpos anti-NeuGcG M3 capaces de reconocer e
inducir la muerte de células tumorales que expresan NeuGcGMs3.

La existencia de anticuerpos reactivos por el antigeno tumoral NeuGcGM3, se confirmo en
65 de los 100 sueros de individuos sanos analizados. De estos 65 sueros, 40 fueron
capaces de reconocer células tumorales de mieloma L1210, que expresan altos niveles de
NeuGcGM3. De los 40 individuos cuyos sueros reconocieron la linea L1210, 38 poseian
anticuerpos capaces de inducir mas de un 20% de citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) sobre estas células tumorales. Ademas, se observo que 11 de las 38
muestras de suero que mostraron CDC indujeron la muerte de las células L1210 también
en ausencia del complemento. Esta citotoxicidad estuvo mediada por un mecanismo de
necrosis oncotica, un tipo de muerte celular inmunogénica, que puede potenciar la
respuesta inmune contra el tumor. Este trabajo muestra por primera vez que los anticuerpos
anti-NeuGcGM3 existentes en individuos sanos son capaces de inducir la muerte de las
células tumorales por un mecanismo independiente de la activacion del complemento. Por
primera vez también se demuestra la capacidad de anticuerpos de isotipo IgM de mediar la
muerte celular por un mecanismo de este tipo.

Los niveles de anticuerpos anti-NeuGcGM3 presentes en los sueros de los individuos
sanos disminuyen con el avance de la edad y en paci  entes de cancer de pulmén de
células no pequefias.

Los niveles séricos de anticuerpos anti-NeuGcGM3, asi como el numero de individuos con
anticuerpos capaces de reconocer e inducir citotoxicidad independiente del complemento
sobre células tumorales disminuyeron significativamente con el avance de la edad. Debido
al potencial efecto antitumoral de los anticuerpos anti-NeuGcGM3 presentes en los
individuos sanos, se estudiaron sus niveles en 53 pacientes de CPCNP que no habian
recibido tratamiento previo, detectdndose solamente anticuerpos anti-NeuGcGMS3 en seis
de los pacientes y en niveles significativamente menores que los detectados en individuos
sanos de edades similares.

Las células B-1 secretan anticuerpos anti-NeuGcGM3 capaces de reconocer células
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tumorales que expresan este antigeno.

A continuacion se realizaron experimentos enfocados en determinar qué poblacién de
células B secretaba estos anticuerpos. Tanto en ratones como en humanos se demostro
gue la reactividad contra el gangliésido NeuGcGM3 esta concentrada fundamentalmente
en la poblacion de linfocitos B-1. Estas células secretan anticuerpos anti-NeuGcGM3
capaces de reconocer y eliminar células tumorales que expresan este antigeno. Estos
resultados evidenciaron por primera vez la participacion de las células B-1 y los AcNs
secretados por ellas en la vigilancia inmunolégica contra los tumores.

La frecuencia, la capacidad de secretar espontdneam ente IgM y la diversidad del
repertorio de los linfocitos B-1 humanos disminuyen con el avance de la edad.

Una vez identificadas las células B responsables de la secrecion de los anticuerpos anti-
NeuGcGM3 y teniendo en cuenta que los niveles de estos anticuerpos disminuyen con el
avance de la edad se analiz6 el comportamiento de estas células en individuos sanos de
diferentes edades. Primeramente, se comprobé que la frecuencia de linfocitos B-1
disminuyé con el avance de la edad. Ademas, se demostré por primera vez que el
porcentaje de linfocitos B-1 capaces de secretar espontaneamente IgM, una de las
funciones principales de estas células, fue significativamente menor en el grupo de
individuos de edad avanzada en comparacion con los sujetos jovenes. En los linfocitos B-1
provenientes de individuos envejecidos, se observd menor expresion de los genes
promotores de un fenotipo secretor de inmunoglobulinas Blimpl y Xbpl, mientras que los
niveles de Pax5, factor de transcripcion inhibidor del fenotipo secretor, fueron
significativamente mayores. Este resultado, junto a la disminucion con la edad de la
frecuencia de los linfocitos B-1, podrian explicar los menores niveles de anticuerpos IgM
anti-NeuGcGM3 con capacidad citotoxica sobre células tumorales en individuos
envejecidos.

Adicionalmente, al analizar el repertorio de las regiones variables de las IgM de las células
B-1 de individuos envejecidos se aprecio una disminucion de la variabilidad con respecto al
de los individuos jovenes. Ademas, en los individuos envejecidos se observé un incremento
en la frecuencia de uso de los genes VH3-23 y VH4-34, los que se han asociado con
enfermedades autoinmunes y malignidades hematopoyéticas (4,5). Por otra parte, en las
células B-1 de individuos envejecidos se aprecido una disminucion significativa en el
porcentaje de secuencias VH3-33, las que han sido vinculadas con funciones de
mantenimiento de la homeostasis del organismo (6).

En conjunto los resultados de este trabajo reafirman la importancia de la inmunidad natural
en la vigilancia inmunoldgica contra los tumores. Debido a la capacidad citotoxica sobre
células tumorales de los anticuerpos anti-NeuGcGM3 secretados por los linfocitos B-1, la
disminucion de sus niveles en sangre pudiese contribuir al incremento en la incidencia de
cancer en los individuos de edad avanzada. Ademds, teniendo en cuenta las otras
reactividades descritas en la literatura para las células B-1, los cambios que ocurren con la
edad en esta poblacion de linfocitos pueden aumentar la susceptibilidad de los sujetos
envejecidos a otras enfermedades tales como infecciones, enfermedades autoinmunes y
cardiovasculares. Estos resultados ponen de manifiesto el efecto de la inmunosenescencia
en una rama efectora del sistema inmune no descrita anteriormente
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Ademas del aporte tedrico, el presente trabajo tiene importancia practica e impacto social.
Primeramente contribuye a la comprension de los mecanismos de accion de vacunas del
CIM que generan una respuesta de anticuerpos contra el gangliésido NeuGcGM3. La
identificacion de las células B-1 como productoras de anticuerpos anti-NeuGcGM3 sugiere
gue esta poblacion pudiera ser utilizada como un predictor de respuesta clinica en pacientes
tratados con vacunas que inducen respuestas de anticuerpos contra este antigeno. Las
mediciones de los niveles de anticuerpos anti-NeuGcGM3 y la frecuencia y funcionalidad
de las células B-1 se estan validando actualmente como valores prondstico y predictores
de eficacia en un ensayo clinico con pacientes de cancer de células no pequefias tratados
con la vacuna Vaxira en el Hospital de Oncologia y Radiologia de Ciudad de la Habana. Ya
se ha demostrado en estudios clinicos que la induccién de anticuerpos como los descritos
en el presente trabajo se correlaciona con una mayor supervivencia de los pacientes. Estos
resultados abren el camino al desarrollo de preparados vacunales dirigidos especificamente
a activar este tipo de células. Por otra parte, este estudio sugiere la posibilidad de obtener,
a partir de linfocitos B-1, anticuerpos humanos con propiedades antitumorales que se
pueden convertir en futuros productos para el tratamiento del cancer. Los conocimientos
derivados de este trabajo pueden traducirse en el disefio de tratamientos mas eficaces no
solo para el cancer, sino también para otras enfermedades de alta incidencia en el adulto
mayor, como son las infecciones y la aterosclerosis.
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