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RESUMEN

Introduccidn: Los cambios en el sistema inmune relacionados con la edad se han denomina-
do inmunosenescencia. Objetivos: investigar el efecto de la edad y el sexo en las poblaciones
de linfocitos de personas sanas y de pacientes con cancer de pulmaén para evaluar el valor
predictivo de los marcadores de en relacién con la eficacia clinica de la vacuna terapéutica
CIMAvax-EGF, asi como evaluar si la administracion de un factor timico influye en la distri-
bucién de los marcadores de inmunosenescencia y las poblaciones del sistema inmunitario.
Métodos: Se estudiaron los marcadores de inmunosenescencia en personas ‘aparentemen-
te sanas” de todas las edades y en pacientes con cancer de pulmon de células no pequefias
(CPCNP). Resultados: En los sanos, los linfocitos T CD4+ y las células B disminuyeron con
la edad y aumentaron las células T terminalmente diferenciadas, con diferente manifestacion
en los dos sexos. La intervencion de ancianos con infecciones respiratorias recurrentes con
el factor timico Biomodulina T indujo la expansion de linfocitos T CD4+ virgenes, CD4+ re-
cientemente emigrados del timo y CD8+ de memoria con caracteres de células madre, junto
a la disminucion de las células T que expresan el receptor de muerte celular programada
(PD1), sin modificacién de la frecuencia de las células T reguladoras. La evaluacién de los
marcadores de inmunosenescencia en pacientes con CPCNP mostro que en los pacientes
con cancer disminuyeron los linfocitos B y el indice CD4/CD8, mientras que el empleo de
quimioterapia basada en platinos incremento los niveles de IL-6 y las células T CD28 nega-
tivas. La frecuencia de linfocitos T CD4+ por encima de 40 %, la frecuencia de células T dife-
renciacion terminal CD8+CD28- por debajo de 24 % y la razén CD4/CD8 por encima de dos,
predicen el beneficio clinico de los pacientes con cancer de pulmon tratados con la vacuna
terapéutica CIMAvax-EGF, lo que convierte a estos marcadores en potenciales predictores de
la eficacia de esta vacuna. Este estudio mostré por primera vez el patrén de los marcadores
de inmunosenescencia en la poblacion cubana y sugiere que estos marcadores pueden ser
modificados por la edad, el sexo, el cancer y la quimioterapia basada en platinos.
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INTRODUCCION

Immunosenescence markers: relationships with lung
cancer

ABSTRACT

Introduction: The changes that occur in the immune system with aging are commonly
termed immunosenescence. Objective: To investigate the effect of age and gender on
lymphocyte populations in healthy humans and patients diagnosed with lung cancer, to
evaluate immunosenescence biomarkers to predict clinical efficacy of CIMAvax-EGF can-
cer vaccine and to evaluate whether the administration of a thymic factor influences the
distribution of immunosenescence biomarkers and populations of the immune system.
Methods: an evaluation was made of immunosenescence markers in healthy people of
all ages and in patients diagnosed with non-small cell lung cancer (NSCLC). Results:
In the healthy volunteers, CD4+ T lymphocytes and B cells decreased with age, while
terminally differentiated T cells increased. There were different patterns of immunose-
nescence with respect to sex. The treatment of elderly patients diagnosed with recurrent
respiratory infections with the thymic factor Biomodulina T (BT) induced the expansion
of naive CD4+ T cells, CD8+ stem cell-like memory (SCM) and CD4+ recent thymic emi-
grants (RTE), whereas CD4+ and CD8+ T cells expressing PD1 decreased after the treat-
ment with BT. Moreover, BT did not increase CD4+ Tregs. The absolute count of CD19+
and the CD4/CD8 ratio were significantly lower in NSCLC patients than in age-paired
controls, while IL-6 serum concentration and terminally differentiated T cells increased
in NSCLC patients treated with platinum-based chemotherapy. Vaccinated patients with
frequency <24 % of CD8 + CD28- T cells, >40 % of CD4 T cells and CD4/CD8 ratio higher
than two at the beginning of immunotherapy achieved a 20-month increase in median
survival regarding control patients. This study showed for the first time the pattern of
immunosenescence markers in the Cuban population and suggests that these markers
can be modified by age, sex, cancer and platinum-based chemotherapy.

mas descritos corresponden con la disminucién de las células

Durante los ultimos 50 afios el numero de individuos
mayores de 65 afos se ha triplicado en todo el mundo. Cuba
exhibe una de las poblaciones mas envejecidas de América
Latinay se espera que para el afio 2030 la poblacién mayor de
60 aflos podria alcanzar el 30 % (2.

El envejecimiento se relaciona con cambios en ambas ra-
mas del sistema inmune, innata y adquirida. Los cambios en el
sistema inmune relacionados con la edad se han denominado
inmunosenescencia. La existencia en esta etapa de la vida, de
un entorno inflamatorio caracterizado por inflamacion créni-
ca de bajo grado, conocido por su nombre en inglés inflam-
maging, complementa el fendmeno de la inmunosenescen-
cia. Los ultimos veinte afos de investigacion han mostrado la
estrecha relacion entre estos fendmenos que acompafan al
envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la edad
como las cardiovasculares, cerebrovasculares, degenerativas
y el cédncer @,

La inmunosenescencia afecta practicamente todos los
componentes del sistema inmune. Sin embargo, los cambios

T virgenes y el incremento de las células T de memoria, termi-
nalmente diferenciadas, caracterizadas por la pérdida de mar-
cadores de superficie como el CD28 *9. Estos cambios son en
esencia atribuidos a la involucion del timo ©, a la estimulacion
antigénica cronica (principalmente el citomegalovirus [CMV]) @
y la desregulacion de algunas vias hormonales ¢,

Al desarrollarse la mayor parte de las enfermedades neo-
plasicas en ancianos, resulta de alta relevancia conocer las
caracteristicas del sistema inmune en esta etapa de la vida y
especialmente las relaciones que se establecen entre la res-
puesta inmune y el cancer en el contexto del envejecimiento.
La poblacion cubana presenta la inusual combinacion de lar-
ga expectativa de vida y alta carga antigénica, a la cual esta
sometida por encontrarse en el cinturdn tropical. Por lo tanto,
su estudio podria ayudar a comprender nuevos aspectos de la
asociacion entre enfermedades relacionadas con la edad, la
inflamacion cronica de bajo grado y la inmunosenescencia (9.

El presente trabajo describe los primeros resultados del
estudio de la inmunosenescencia en Cuba. Hace referencia a
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las manifestaciones de este fendmeno en una poblacién apa-
rentemente sana, en pacientes con cancer de pulmony a los
resultados de su tratamiento.

METODOS

Para la realizacion de este trabajo se estudiaron 209 pa-
cientes y personas sanas, en tres etapas experimentales (fi-
gura 1).

Inicialmente se condujo el estudio de algunos marcadores
de inmunosenescencia y subpoblaciones celulares en perso-
nas sanas de todas las edades. En otro momento experimen-
tal se evalud la modificacién de los marcadores de inmuno-
senescencia con la administracién de un factor polipeptidico
timico desarrollado en Cuba (Biomodulina T). Por ultimo, se
estudiaron algunos marcadores de inmunosenescencia y
subpoblaciones celulares en pacientes con cancer de pulmaon
de células no pequefas antes y después de recibir tratamiento
de primera linea con quimioterapia basada en platinos, asi
como la relacion entre los marcadores de inmunosenescencia
y la supervivencia de pacientes con CPCNP, tratados con la
vacuna terapéutica CIMAvax-EGF.

En todos los casos se realizd la determinacion de las sub-
poblaciones celulares mediante la técnica de citometria de flujo.

La deteccion de anticuerpos anti-citomegalovirus de cla-
se IgG, y la determinacion de la concentracion sérica de IL-6,
se realizaron empleando el suero de los pacientes y personas
sanas, mediante un ensayo inmunoenzimatico con el empleo
de estuches comerciales.

Se calcularon los estadigrafos descriptivos de las va-
riables inmunolégicas y se realizaron graficos de datos
agrupados. Todos los andlisis se realizaron empleando los
programas estadisticos SPSS para Windows, version 19.0 y

GraphPad Prism version 6.0. Se compararon las variables in-
munoldgicas utilizando prueba de Friedman cuando se com-
pararon mas de dos muestras relacionadasy la prueba de los
rangos con signo de Wilcoxon cuando se compararon dos
muestras relacionadas. En el caso del analisis de muestras
no relacionadas, se utilizaron la prueba de Kruskal-Wallis o la
prueba de Mann-Whitney, segun fuera pertinente. Ademas, se
emplearon pruebas de comparacion a posteriori (prueba de
Dunn).

En todos los casos se trabajé para un nivel de confianza de
95 %, a valores p <0,05, se considerd significacion estadistica.

RESULTADOS Y DISCUSION

El incremento de las células T terminalmente
diferenciadas en cubanos “sanos” esta influenciado
por la edad y el sexo

Este estudio, realizado en cubanos aparentemente sanos
de todas las edades, confirmo la alta prevalencia de anticuer-
pos contra CMV en Cuba y demostro el efecto de la edad y
el sexo en la dinamica de las poblaciones de células T du-
rante el envejecimiento. De este modo, aunque las poblacio-
nes de células T terminalmente diferenciadas CD8+CD28- y
CD8+CDS57+ se incrementaron con la edad, este incremento
fue estadisticamente significativo solamente en los hombres.
Las mujeres conservaron la frecuencia de estas poblacio-
nes practicamente constate con el paso de los afios (figura
2A, 2B). Las células T terminalmente diferenciadas CD8+C-
D45RA+CD28- se incrementaron con la edad solo en las mu-
jeres, pues los hombres exhibian una alta frecuencia de esta
subpoblacion desde edades tempranas (figura 2D, 2E). Los lin-
focitos T terminalmente diferenciados CD4+CD45RA+CD28-
mostraron un incremento relacionado con la edad en ambos

Individuos estudiados
n=209
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Fig. 1. Descripcion de los grupos experimentales y sus participantes. Leyenda: CPCNP, cancer de pulmoén de células no pequefias; QT, quimioterapia.
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sexos (figura 2C, 2E), aunque los hombres exhibian altas pro-
porciones de esta subpoblacion desde la juventud 1017,

Las células T de diferenciacion terminal juegan un impor-
tante papel en varias enfermedades o condiciones relaciona-
das con la inflamacion cronica, asociadas con la estimulacion
sostenida del sistema inmune como en el caso del cancer, las

infecciones crénicas de curso intracelular, las enfermedades
pulmonares crénicas y las enfermedades autoinmunes (9.

La diferencia de comportamiento entre los sexos que
se manifestd en los resultados de este estudio, justifican
las diferencias en la respuesta inmune entre mujeres y hom-
bres descritas en la literatura, fundamentalmente sustenta-

Fig. 2. Frecuencia de células T terminalmente diferenciadas en personas sanas de todas las edades. A) Regresion lineal de la frecuencia de células T
CD8+CD57+ en toda la poblacion estudiada (linea negra, p = 0,03), en los hombres (linea azul, p=0,02) y en las mujeres (linea roja). B) Regresion lineal
de la frecuencia de células T CD8+CD28- en toda la poblacién estudiada (linea negra, p = 0,057), en los hombres (linea azul, p = 0,014) y en las mujeres
(Iinea roja, p=0,997). C) Regresion lineal de la frecuencia de células T CD4+CD45RA+CD28- en toda la poblacion estudiada (linea negra, p = 0,0046),
en los hombres (linea azul, p = 0,0488) y en las mujeres (linea roja, p=0,0179). D) Regresion lineal de la frecuencia de células T CD8+CD45RA+CD28-
en toda la poblacion estudiada (linea negra, p = 0,123), en los hombres (linea azul, p = 0,569) y en las mujeres (linea roja, p = 0,02). E) Frecuencia de
las células CD45RA+CD28- en linfocitos T CD4+ y CD8+ seguin grupo de edad y sexo (mujeres (barra gris clara) y hombres (barra gris oscura). Los
asteriscos indican diferencias significativas, (*) p <0,05. El gréfico C representa la media y el intervalo de confianza 95 %, prueba de Mann Whitney.
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das en la existencia de diferencias genéticas y hormonales
(2 El predominio de células T terminalmente diferenciadas
CD45RA+CD28- en los hombres cubanos desde su juventud,
podria deberse a la exposicion a altas cargas antigénicas
(entre otros al CMV) desde edades tempranas, unido a la dis-
minucion de la salida de linfocitos del timo, apoyado por la
involucién mas marcada de este 6rgano en los hombres (9,
Ademas, como los andrégenos se relacionan con involucion
del timo y con menor activacion de la respuesta inmune, los
hombres podrian tener un sistema inmune menos protector
que el de las mujeres y podrian aparecer rasgos de inmunose-
nescencia desde la juventud.

La Biomodulina T restaura transitoriamente
poblaciones de células T CD4+y CD8+

Generar un microambiente timico funcional es de suma
importancia para el mantenimiento del compartimiento de

células T con adecuada diversidad de repertorio (1419 El res-
tablecimiento del microambiente timico pudiera resultar un
enfoque prometedor para evitar la disminucion del nimero de
células T virgenes y desacelerar la acumulacion de células T
terminalmente diferenciadas, durante el envejecimiento. Por
lo tanto, podria contribuir con la preservacion o el restableci-
miento de la proteccién inmunoldgica y potenciar la calidad
de la respuesta inmune contra infecciones y contra el cancer
(1519 '|o que resultaria de una alta relevancia para la poblacion
gue envejece.

La administracion de la fraccién polipéptidica Biomodu-
lina T a personas entre 65y 85 afios, con historia de infec-
ciones respiratorias recurrentes y no otra enfermedad cronica
diagnosticada, indujo la expansion temporal de linfocitos T
CD4+ virgenes (figura 3A), de linfocitos T CD4+ recientemente
emigrados del timo (figura 3b) y de células T CD8+ de me-
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Fig. 3. Valores relativos de células T CD4+y T CD8+ en pacientes tratados con Biomodulina T. A) Frecuencia de células T CD4+ virgenes. B) Fre-
cuencia de células T CD4+ recientemente emigradas del timo (RTE). C) Frecuencia de células T CD8+ de memoria con caracteristicas de células
madre (SCM). D) Frecuencia de células T CD4+y T CD8+ que expresan PD1. E. Frecuencia de células T CD4+Ki67+. F) Frecuencia de células T
CD4+ productoras de IFN-y. G) Frecuencia de células T reguladoras. Se representa la media y el intervalo de confianza 95 %. Los asteriscos indi-
can diferencias significativas, (*) p <0,05, prueba de Wilcoxon, prueba de Friedman, prueba de Dunn a posteriori. (Antes BT) antes del tratamiento,
(Fin BT) al finalizar el tratamiento, (4 semanas post-BT) 4 semanas después de concluido el tratamiento con Biomodulina T.
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moria con caracteres de células madre (figura 3C). También
disminuy0 la expresion de células T CD4+PD1+y T CD8+PD1+
(figura 3D), lo que resalta el valor anti-agotamiento de este po-
lipéptido timico cubano. La expresion de Ki67, evaluada como
marcador de proliferacion celular (figura 3E), y de interferén
gamma (IFN-y) intracelular (figura 3F) fue significativamente
superior después del tratamiento con Biomodulina T en las
células T CD4+. Todos estos beneficios al sistema inmune,
con el empleo de Biomodulina T, ocurrieron en un contexto
de no modificacion de las células T reguladoras (figura 3G),

por lo tanto, dada la importancia de restablecer la compe-
tencia inmunolégica en pacientes con cancer avanzado que
han recibido tratamiento con terapias convencionales y que
pudieran ser tributarios de inmunoterapia, podria sugerirse a
la Biomodulina T como una estrategia potencial para la inmu-
nomodulacién en ancianos con cancer 7).

La aplicacion de estrategias terapéuticas para revertir los
cambios del sistema inmune con la edad, debe ser cuidadosa-
mente analizada ©¢'%. No obstante, como no es esperable que
la evolucion pueda fijar rasgos en la etapa post reproductiva,

Fig. 4. Linfocitos T (CD4+ y CD8+) y células B (CD19+) en pacientes con CPCNP y personas sanas y concentracion sérica de IL-6 en pacientes
y personas sanas. A) Conteo absoluto de células B. B) indice CD4/CD8. C) Frecuencia de células T CD4+CD28-. D) Frecuencia de células T
CD8+CD28-. E) Concentracion en suero de IL-6 en pacientes y personas sanas. Se representa la media y el intervalo de confianza 95 %. Los as-
teriscos indican diferencias significativas, (**) p <0,07, ANOVA, prueba de Dunn a posteriori. Vol. Sanos: personas sanas; Pac.Can: pacientes con
CPCNP; Pac.Can+QT: pacientes con CPCNP tratados con quimioterapia; CPCNP: cancer de pulmon de células no pequefias; QT: quimioterapia.
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las estrategias de intervencion sobre la inmunosenescencia
pudieran contribuir positivamente con la restauraciéon inmu-
ne para potenciar la respuesta contra agresores. Asimismo,
pudieran preparar el escenario inmunoldgico para mejorar la
eficacia de la inmunoterapia en pacientes con cancer.

La quimioterapia basada en platinos induce
el incremento de poblaciones T CD4+y CD8+
terminalmente diferenciadas

La edad es el factor de riesgo mas importante de la car-
cinogénesis (¥ El elemento mds importante pudiera ser sim-
plemente el paso del tiempo que permite la acumulacién de

dafos por radicales libres, virus, carcindgenos u otros agen-
tes que pueden causar mutaciones y favorecer el desarrollo
de procesos oncoproliferativos (819 El conocimiento de la
contribucion de la inmunosenescencia al desarrollo y la pro-
gresion del cancer, podria propiciar mejores intervenciones
terapéuticas contra esta enfermedad en los ancianos @9

En nuestra investigacion realizada en pacientes diagnos-
ticados con cancer de pulmon de células no pequefias (CPC-
NP) avanzado se demostré disminucion de los linfocitos B
(figura 4A) y del indice CD4/CD8 (figura 4B) en los pacientes
con cancer, virgenes de tratamiento. Asi como, incremento de

Fig. 5. Funciones de supervivencia con relacion a marcadores de inmunosenescencia en pacientes con CPCNP vacunados con CIMAvax-EGF
y no vacunados. A) Funcién de supervivencia para pacientes vacunados y no vacunados con frecuencia de células T CD4+>40 % (p = 0,01). B)
Funcién de supervivencia para pacientes vacunados y no vacunados con frecuencia de células T CD4+<40 %. C) Funcidn de supervivencia para
pacientes vacunados y no vacunados con indice CD4/CD8 >2 (p = 0,04). D) Funcién de supervivencia para pacientes vacunados y no vacunados
con indice CD4/CD8 <2. E) Funcion de supervivencia para pacientes vacunados y no vacunados con frecuencia de células T CD8+CD28-<24 %
(p = 0,03). F) Funcién de supervivencia para pacientes vacunados y no vacunados con frecuencia de células T CD8+CD28->24 %. CPCNP: cancer
de pulmon de células no pequefias
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la concentracion sérica de interleuquina 6 (IL-6) (figura 4E) y
de las células T terminalmente diferenciadas CD4+CD28- y
CD8+CD28- (figura 4C y 4D) en los pacientes que habian re-
cibido tratamiento de primera linea con quimioterapia basada
en platinos. Lo que sugiere el efecto del cancer y la quimio-
terapia sobre los marcadores de inmunosenescencia evalua-
dos. La reduccion de las células By del indice CD4/CD8 en los
pacientes con cancer, virgenes de tratamiento, apunta hacia
un efecto de la enfermedad tumoral. Por otra parte, los niveles
elevados de IL-6 en suero y el incremento de las poblaciones
CD28 al emplearse quimioterapia basada en platinos, apun-
tan a un efecto de la quimioterapia y a la observacion de que
la quimioterapia basada en platinos pudiera generar la induc-
cion de rasgos de inmunosenescencia en los pacientes que
la reciben (1021,

Marcadores de inmunosenescencia como
predictores de la eficacia clinica de CIMAvax-EGF

La frecuencia de células T CD8+CD28-, de células T CD4+
y el indice CD4/CD8 evaluados después de concluir la primera
linea de quimioterapia y antes del inicio del tratamiento con
la vacuna terapéutica CIMAvax-EGF, impactaron en el bene-
ficio clinico de los pacientes con CPCNP vacunados. Los pa-
cientes vacunados con células T CD4+ mayor de 40 %, indice
CD4/CD8 mayor que 2y frecuencia de células T CD8+CD28-
por debajo de 24, alcanzaron supervivencias superiores en
20 meses en comparacion con los pacientes no vacunados
(figura 5). Estos resultados sugieren la utilidad de los marca-
dores de inmunosenescencia como predictores de la eficacia
clinica de la vacuna terapéutica CIMAvax-EGF (1027,

La vacuna terapéutica CIMAvax-EGF, creaday desarrollada
en nuestro pais, sobresale entre las alternativas inmunotera-
péuticas para tratar pacientes con CPCNP. Disefiada para indu-
cir anticuerpos capaces de neutralizar el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) circulante, ha mostrado su seguridad y efica-
cia durante méds de 20 afios de investigacion clinica 2.

Conclusiones

Una mirada de conjunto a los resultados contenidos en
este articulo, permite identificar que en los cubanos ocurren
cambios en el sistema inmune dependientes de la edad, del
sexo, del cancer, de la quimioterapia y que los cambios que
se generan por la edad son susceptibles de intervencion. Este
es el primer estudio del fenédmeno de la inmunosenescencia
en Cuba, y como todo camino que se inicia, contiene todavia
mas preguntas que respuestas.

Los resultados de este trabajo sugieren que, en los cuba-
nos, en un contexto de alta prevalencia de anticuerpos contra
CMV, varias subpoblaciones linfocitarias y marcadores de in-
munosenescencia se modifican por la edad y el sexo en su-

jetos sanos; asi como por la enfermedad tumoral y el empleo
de quimioterapia de primera linea en pacientes con cancer
de pulmon. La recomendacion del uso de marcadores de in-
munosenescencia como posibles biomarcadores predictivos
de la eficacia clinica de la vacuna terapéutica CIMAvax-EGF,
evidencia su utilidad para personalizar el tratamiento de los
pacientes y administrar la inmunoterapia a aquellos pacientes
que recibiran un mayor beneficio clinico.

Finalmente, este estudio sugiere la posibilidad de rever-
tir rasgos de inmunosenescencia a partir de la intervencién
con el factor timico Biomodulina T y orienta el camino hacia
la posible utilizacion de este medicamento en combinacion
con otras inmunoterapias como la propia vacuna terapéutica
CIMAvax-EGF, con el fin de incrementar el potencial del siste-
ma inmune como parte de la terapéutica contra el cancer. No
obstante, la descripcién y clasificacion de los cambios del sis-
tema inmune relacionados con la edad dista mucho de estar
completa. En los proximos afios asistiremos a la ampliacion
de la cantidad de marcadores y su categorizacion seguin su
significacion bioldgica y su valor prondstico. De este modo, la
evaluacion de nuevas intervenciones terapéuticas, tendra que
irse amoldando al nuevo panorama que surja de los estudios
basicos sobre la inmunosenescencia.
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