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From sprinkler splashes to fireplace ashes
I gave my blood, sweat, and tears for this

I looked around in a blood-soaked gown
And I saw something they can't take away

'Cause there were pages turned with the bridges burned
Everything you lose 1s a step you take

Take the moment and taste it
You've got no reason to be afraid

You're on your own, kid
Yeah, you can face this

Taylor Swift
You’re on Your Own, Kid
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Resumen

Las células supresoras de estirpe mieloide (MDSC) son una poblacion heterogénea de células
mieloides inmaduras con capacidad inmunosupresora que se acumulan en condiciones de
inflamacién cronica no resuelta. Se distinguen tres subpoblaciones de MDSC atendiendo a su
densidad, morfologia y marcadores fenotipicos: monociticas o0 M-MDSC, definidas como
CD33*CD11b"CD14*CD15HLA-DR ¥, polimorfonucleares o PMN-MDSC, identificadas
como CD33"CD14 CDI5'HLA-DR" y una tercera subpoblacion mas inmadura denominada
early-stage o eMDSC y definida como CD33*CD11b"CD14 CD15HLA-DR".

Gracias a un amplio repertorio de mecanismos inmunosupresores, las MDSC juegan un papel
fundamental en la evasion tumoral del sistema inmunitario impidiendo, sobre todo, la funcion
de linfocitos T pero también la de linfocitos B, células Natural Killer y células dendriticas a la
vez que favorecen poblaciones supresoras como linfocitos T reguladores o macréfagos
tolerogénicos. En hepatocarcinoma (HCC), la presencia de MDSC se ha asociado con una mayor
progresion tumoral, peor prondstico y resistencia a tratamientos. Por tanto, una caracterizacion
detallada de las subpoblaciones de MDSC en HCC y su relacion con la progresion de la

enfermedad podria ofrecer herramientas diagndsticas y terapéuticas relevantes.

Por el contrario, en el contexto del trasplante renal las MDSC surgen como una poblacion
potencialmente beneficiosa que favorece un ambiente tolerogénico evitando asi el rechazo
inmunolégico. Sin embargo, uno de los principales factores de mortalidad en pacientes
trasplantados es el desarrollo de neoplasias, intimamente relacionado con la inmunosupresion.
En estudios previos, las M-MDSC han emergido como un posible factor de riesgo para la

aparicion de cancer en fases tempranas del post-trasplante.
En este contexto, los objetivos de la presente Tesis Doctoral fueron:
1. Evaluar la presencia y funcionalidad de CD25 en la poblacién de eMDSC.
2. Analizar el papel de las MDSC circulantes en pacientes con hepatocarcinoma.

3. Evaluar el papel de las M-MDSC como factor de riesgo de aparicion de neoplasia en el

post-trasplante renal tardio.
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Resumen

En cuanto al primer objetivo, la significativa reduccion de eMDSC en pacientes tratados con
basiliximab, anticuerpo monoclonal dirigido frente a CD25, permitié identificar una nueva
poblacion de eMDSC que expresa la cadena o del receptor de IL-2 o CD25. El bloqueo de esta
molécula por basiliximab media la deplecion de las eMDSC por un mecanismo no dependiente
de la activacion del complemento. Ademas, se demostré que las eMDSC, a diferencia de los
monocitos, M-MDSC o PMN-MDSC, presentaban las tres cadenas (o, B y y) del receptor
completo de IL-2, y que este es funcional. En receptores de trasplante hepatico con HCC, se

observaron niveles elevados de eMDSC CD25%, los cuales aumentaban en el post-trasplante.

En relacion con el segundo objetivo, los pacientes con HCC mostraron un entorno
inmunosupresor mas marcado que los controles sanos y los pacientes con
hepatocolangiocarcinoma. Este ambiente inmunosupresor estaba caracterizado por expansion de
las tres poblaciones de MDSC: M-MDSC, PMN-MDSC y eMDSC, junto con la nueva poblacion
eMDSC CD25", y por la presencia de factores solubles inmunosupresores, como la actividad
arginasa-1 y la IL-10 circulantes. Las MDSC mostraron capacidad supresora de la proliferacion
linfocitaria in vitro, siendo las M-MDSC la subpoblacion mas relacionada con la
inmunosupresion mientras que las eMDSC CD25" correlacionaban con mayor proliferacion
linfocitaria. Asimismo, los pacientes con HCC avanzado — con mayor nimero de ndédulos, mayor
estadio TNM o mayores niveles séricos de alfa-fetoproteina — presentaban mayores proporciones
de M-MDSC, eMDSC y eMDSC CD25". Ademas, el nimero de nddulos correlaciono

directamente con la supresion linfocitaria dependiente de MDSC.

Finalmente, en cuanto al tercer objetivo, se evalu6 la asociacion entre variables clinicas y niveles
de M-MDSC con la aparicién de neoplasias hasta 9 afios después del trasplante renal. La edad y
niveles elevados de M-MDSC en el periodo peritrasplante surgieron como los tnicos factores de
riesgo independientes de aparicion de neoplasia. Al estratificar segun el tipo de tumor, las M-
MDSC, junto con la edad, también resultaron un factor de riesgo independiente de aparicion de
carcinoma cutaneo epidermoide o tumores profundos, pero no se asociaron a la aparicion de
carcinoma cutaneo basocelular. Las M-MDSC se comportaron como un factor protector frente a

episodios de rechazo.
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Resumen

En resumen, las MDSC constituyen una poblacion clave en el microambiente tumoral del HCC
con predominio de las M-MDSC y eMDSC. Desde el punto de vista funcional, las M-MDSC
mostraron una potente capacidad inmunosupresora y las M-MDSC y eMDSC se asociaron con
una mayor progresion tumoral. Se identificé por primera vez la subpoblacion eMDSC CD25*
que presenta un receptor de IL-2 completo y funcional. Cabe pensar que la eliminacién de esta
poblacion mieloide, sobre todo las M-MDSC, mejoraria la supervivencia de los pacientes con
HCC. En el ambito del trasplante renal, las M-MDSC se posicionaron como un biomarcador
predictivo de aparicion de neoplasias y eventos de rechazo en el post-trasplante. Este marcador
precoz permitiria identificar pacientes en riesgo de aparicion de cancer en el post-trasplante

estableciendo un seguimiento mas estrecho y minimizando la inmunosupresion.
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Abstract

Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) are a heterogeneous population of immature myeloid
cells with immunosuppressive capacity that accumulate under conditions of unresolved chronic
inflammation. Three main MDSC subsets are distinguished based on their density, morphology,
and phenotypic markers: monocytic MDSC (M-MDSC), defined as CD33"CD11b"CD14°CD15
HLA-DR"°%; polymorphonuclear MDSC (PMN-MDSC), identified as CD33"CDI14
CDI15"HLA-DR"; and a more immature subset known as early-stage MDSC (eMDSC), defined
as CD33*CDI11b"CD14CD15HLA-DR".

Thanks to a wide range of immunosuppressive mechanisms, MDSC play a key role in tumor
immune evasion, mainly by inhibiting T cell function, but also affecting B cells, Natural Killer
cells, and dendritic cells, while simultaneously promoting suppressive populations such as
regulatory T cells and tolerogenic macrophages. In hepatocellular carcinoma (HCC), the
presence of MDSC has been associated with increased tumor progression, poor prognosis, and
resistance to treatment. Therefore, detailed characterization of MDSC subsets in HCC and their

role in disease progression could provide valuable diagnostic and therapeutic tools.

Conversely, in the context of renal transplantation, MDSC appear as a potentially beneficial
population that promotes a tolerogenic environment, thereby helping to prevent immune
rejection. However, malignancy is one of the main causes of mortality among transplant
recipients, closely related to immunosuppressive therapy. Previous studies have identified M-

MDSC as a potential risk factor for early post-transplant cancer development.
In this context, the objectives of this Doctoral Thesis were:
1. To evaluate the presence and functionality of CD25 in the eMDSC population.
2. To analyze the role of circulating MDSC in patients with hepatocellular carcinoma.

3. To assess the role of M-MDSC as a risk factor for the development of late post-transplant

malignancies.
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Regarding the first objective, the significant reduction of eMDSC in patients treated with
basiliximab, a monoclonal antibody targeting CD25, led to the identification of a novel eMDSC
population expressing CD25, the a-chain of the IL-2 receptor. CD25 blockade by basiliximab
mediated depletion of eMDSC through a mechanism independent of complement activation.
Furthermore, it was shown that eMDSC, unlike monocytes, M-MDSC, or PMN-MDSC, express
all three subunits (a, B, and y) of the complete IL-2 receptor, which was functional. In liver
transplant recipients with HCC, elevated levels of CD25" eMDSC were observed, which further

increased after transplantation.

Regarding the second objective, HCC patients displayed a more pronounced immunosuppressive
environment compared to healthy controls and patients with cholangiocarcinoma. This
immunosuppressive environment was characterized by the expansion of all three MDSC subsets:
M-MDSC, PMN-MDSC, and eMDSC, along with the newly identified CD25* eMDSC, and
increased levels of soluble immunosuppressive factors such as circulating arginase-1 activity and
IL-10. MDSC demonstrated suppressive capacity of lymphocyte proliferation in vitro, with M-
MDSC being the subset most strongly associated with immunosuppression, while CD25*
eMDSC correlated with higher lymphocyte proliferation. In addition, patients with advanced
HCC, defined by a higher number of tumor nodules, advanced TNM stage, or elevated serum
alpha-fetoprotein levels, showed increased proportions of M-MDSC, eMDSC, and CD25*
eMDSC. The number of nodules correlated directly with MDSC-dependent suppression of
lymphocyte proliferation.

Finally, regarding the third objective, the association between clinical variables, M-MDSC
levels, and the development of malignancies up to 9 years post-renal transplantation was
evaluated. Age and elevated M-MDSC levels during the peritransplant period emerged as the
only independent risk factors for the development of cancer. When stratifying by tumor type, M-
MDSC, along with age, were also found to be independent risk factors for the development of
squamous cell carcinoma and non-cutaneous tumors, but not for basal cell carcinoma. M-MDSC

acted as a protective factor against rejection episodes.

Collectively, MDSC represent a key population in the tumor microenvironment of HCC, mainly
composed of M-MDSC and eMDSC. Functionally, M-MDSC exhibited strong
immunosuppressive capacity, and both M-MDSC and eMDSC were associated with greater
tumor progression. For the first time, the CD25* eMDSC subset was identified, characterized by

the presence of a complete and functional IL-2 receptor. It is reasonable to consider that targeting
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and eliminating this myeloid population, particularly M-MDSC, could improve the survival of
patients with HCC. In the context of renal transplantation, M-MDSC emerged as a predictive
biomarker for the development of post-transplant malignancies and rejection episodes. This early
biomarker could help identify patients at risk of post-transplant cancer, allowing for closer

monitoring and minimization of immunosuppressive therapy.
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Introduccion

Distinguir entre lo propio y lo ajeno es quizas la principal propiedad del sistema inmunitario. El
sistema inmunitario es capaz de reconocer, responder y eliminar una amplia variedad de
antigenos externos, sin embargo, gracias a mecanismos de tolerancia inmunolédgica no ataca a lo
propio. Defectos en la tolerancia a lo propio o en el reconocimiento de lo ajeno se relacionan con
enfermedades autoinmunes o inmunodeficiencias, respectivamente. Por el contrario, las células
tumorales aprovechan la tolerancia para impedir el reconocimiento inmunitario favoreciendo la
supervivencia del tumor. En el trasplante, en cambio, el rechazo ocurre porque el injerto es

identificado como extrafio y desencadena una respuesta inmunitaria.

La defensa frente a patdgenos y otros agentes extrafios estd mediada por respuestas secuenciales
y coordinadas, denominadas inmunidad innata y adaptativa. La inmunidad innata actia como
primera linea de defensa mediante barreras fisicas, células fagociticas — neutréfilos, macréfagos
y células dendriticas (DC, Dendritic Cells) —, células Natural Killer (NK) y proteinas
plasmaticas'. Ademas de contener la infeccion inicial, esta respuesta influye en la activacion y
perfil de la inmunidad adaptativa®3. La inmunidad adaptativa, mediada por linfocitos Ty B y
altamente especifica, orquesta respuestas gracias a un amplio repertorio de receptores
antigénicos generado por procesos de reordenamiento somatico. Los linfocitos T se activan por
el reconocimiento del antigeno presentado en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC,
major histocompatibility complex), o antigeno leucocitario humano (HLA, human leukocyte
antigen), de forma que los linfocitos T CD8* reconocen péptidos presentados por MHC de clase
I y los linfocitos T CD4" por MHC de clase IT *°. La respuesta adaptativa se caracteriza por: i)
ser altamente especifica y diversa gracias a la seleccion clonal y la hipermutacion somaética; ii)
tener memoria; iii) no reaccionar frente a lo propio (tolerancia); y iv) ser sistémica®’. La
tolerancia inmunoldgica no consiste en una ausencia de respuesta, sino que se trata de un estado
activo antigeno-especifico que genera memoria®!°. El principal mecanismo para la tolerancia
tiene lugar durante la maduracion celular en el timo, donde los timocitos dobles positivos,
CD4"CDS8, sufren una seleccion basada en la afinidad del receptor de linfocitos T (TCR, T cell
receptor) de forma que aquellos que reconocen antigenos con alta afinidad mueren por apoptosis
en un proceso conocido como seleccion negativa, que constituye el mecanismo esencial de

tolerancia central'!. Algunos de estos clones autorreactivos no son eliminados sino que se
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diferencian a linfocitos T reguladores (Treg) que migran a tejidos periféricos contribuyendo a
mantener la tolerancia inmunologica'?. Los linfocitos Treg son una subpoblacion de linfocitos T
CD4" cuya principal funcion es suprimir la respuesta inmune. Estas células se caracterizan por
la alta expresion de la cadena alfa del receptor de la interleuquina (IL)-2 (IL-2Ra) (CD25) y del
factor de transcripcion forkhead box P3 (FOXP3), ambos esenciales para su desarrollo,

mantenimiento y funcion, y regulados por la presencia de IL-213:14,

En la periferia, mecanismos complementarios como anergia, supresion y delecion clonal,
aseguran la tolerancia periférica. La ausencia de co-estimulacion durante el reconocimiento del
antigeno induce un estado de anergia en los linfocitos T!>!'6. Adicionalmente, el sistema
inmunitario cuenta con moléculas co-inhibidoras que regulan negativamente la activacion de los
linfocitos T. Entre las mds relevantes se encuentran el Antigeno 4 del linfocito T citotoxico
(CTLA-4, Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), que compite con CD28 por los ligandos B7, y la
proteina de muerte celular programada 1 (PD-1, Programmed cell death protein 1), cuya
expresion se incrementa tras la estimulacidn antigénica sostenida como mecanismo

regulatorio!”-3,

En los afios 50 se establecid que una de las funciones fisiologicas del sistema inmunitario era
reconocer y destruir clones de células transformadas o tumorales. A este fendémeno se le
denominé inmunovigilancia!”!?. En la actualidad la relacion entre tumor y sistema inmune se
explica mejor por el concepto de la inmunoedicidn, proceso por el cual el sistema inmunitario es
capaz tanto de contener como de promover el crecimiento tumoral, en tres fases sucesivas: 1)
eliminacion, las células tumorales son reconocidas y eliminadas; ii) equilibrio, con crecimiento
tumoral limitado pero que debido a la presion selectiva, junto con la inestabilidad genética,
provoca la supervivencia de clones tumorales resistentes a la eliminacion; y iii) escape, con
crecimiento tumoral incontrolado y reclutamiento de multiples poblaciones inmunosupresoras —
linfocitos Treg, células mieloides supresoras, macréfagos anti-inflamatorios, DC tolerogénicas
— al microambiente tumoral (TME, tumor microenvironment). Asi, durante las tres fases, la
inmunogenicidad tumoral se edita y se adquieren mecanismos inmunosupresores que favorecen
la progresion tumoral?®2!, Las células tumorales, junto con las células mieloides supresoras y los
linfocitos Treg, inducen la expresion de CTLA-4 y PD-1 impidiendo la funcion anti-tumoral de
los linfocitos T en el tumor y producen citoquinas anti-inflamatorias y moléculas pro-
tumorales??. Ademas, las células tumorales reducen tanto la expresion de antigenos

inmunogénicos como la de MHC de clase I para no ser detectadas por los linfocitos T CD8" 2324,
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Actualmente, las estrategias de inmunoterapia anti-tumoral buscan contrarrestar estos
mecanismos de evasion. En la practica clinica, el tratamiento mas consolidado es el uso de
inhibidores de checkpoints inmunoldgicos, como los anticuerpos monoclonales anti-CTLA-4,
como ipilimumab, los dirigidos contra PD-1, por ejemplo, pembrolizumab y nivolumab, o contra
otros reguladores inmunitarios negativos®. La transferencia adoptiva de linfocitos infiltrantes de
tumor (TIL, Tumor-infiltrating lymphocytes) fue una estrategia pionera, aunque con resultados
modestos debido a la capacidad del tumor de esconder o mutar los antigenos reconocidos?®. Para
superar estas limitaciones, se desarrollaron linfocitos T modificados genéticamente, primero
mediante la ingenieria de su TCR y posteriormente mediante la incorporacion de receptores
quiméricos de antigeno (CAR, Chimeric Antigen Receptor), dando lugar a los linfocitos CAR-
T?. Las vacunas terapéuticas contra el cancer, disefiadas para inducir inmunidad especifica
frente a células tumorales, aunque con potencial terapéutico no han acabado de establecerse

como una opcion clinica?’.

En su mayoria, las estrategias se centran en restaurar la funcionalidad de los linfocitos T, sin
embargo, son muchas las poblaciones mieloides que también favorecen la evasion inmune.
Estrategias dirigidas a potenciar las poblaciones mieloides inflamatorias o eliminar aquellas
c¢lulas inmunosupresoras podrian representar un avance significativo en la eficacia terapéutica.
En este sentido, se ha observado que los anticuerpos frente al ligando de PD-1 (PD-L1) pueden
restaurar la funcion anti-tumoral de las DC asociando mejoria clinica y mayor supervivencia?®.
En el caso de los linfocitos Treg, los anticuerpos dirigidos frente a CTLA-4 o el receptor de
quimioquinas C-C tipo 4 (CCR4, C-C chemokine receptor type 4) han demostrado deplecionar
linfocitos Treg eficientemente®®. Asimismo, multiples estudios preclinicos indican que la
deplecion o inhibicion de las poblaciones mieloides supresoras podria tener beneficio clinico.
Las principales dianas son el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF, macrophage
colony-stimulating factor) junto con el ligando de la quimioquina (motivo C-C) tipo 2 (CCL2,
chemokine (C-C motif) ligand 2) y el receptor de quimioquinas CCR2, responsables del
reclutamiento de las células mieloides al TME?3%-33, Sin embargo, a pesar de los multiples ensayos
clinicos evaluando el bloqueo de M-CSF, no se ha reportado eficacia clinica®®. La inhibicion del
eje CCL2/CCR2, aunque menos estudiado, ha resultado méas prometedor con respuesta parcial

33,34

en combinacidén con quimioterapia en adenocarcinoma de pancreas aunque otros ensayos

clinicos no pudieron objetivar respuesta anti-tumoral®>3.
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Por el contrario, en el trasplante, el rechazo del injerto podria prevenirse mediante la induccion
de tolerancia a aloantigenos del donante. Lograr tolerancia en este contexto permitiria una
inhibicién inmunitaria aloespecifica, es decir, especifica para los antigenos del injerto, en
contraposicion a la inmunosupresion generalizada inducida por los farmacos inmunosupresores
empleados — globulina anti-timocitica, anticuerpos monoclonales contra el receptor de IL-2
como basiliximab, o inhibidores de calcineurina como tacrolimus o de la diana de rapamicina en
células de mamifero (mTOR, mammalian Target of Rapamycin) como sirolimus, entre otros —
los cuales llevan asociado un aumento del riesgo de infecciones y neoplasias®’. Las principales
estrategias tolerogénicas implican la inhibiciébn de la co-estimulacién, la induccién de

quimerismo mixto o la infusion de células supresoras:

(a) La inhibicion de la co-estimulacion de los linfocitos T busca imitar mecanismos de la
tolerancia periférica de forma que los aloantigenos presentados por células presentadoras de
antigeno (APC, Antigen-presenting cells) en ausencia de co-estimulacién generen tolerancia
donante-especifica. Se han evaluado multiples dianas terapéuticas, con especial interés en los
ejes CD28-B7, CD40-CD154 y OX40 y su ligando OX40L. Aunque se ha observado que el
bloqueo combinado de estos ejes prolonga la supervivencia del injerto en ratones o primates no

humanos?38-42

, muchos farmacos no han superado los ensayos clinicos. En la practica clinica, el
unico agente aprobado hasta la fecha es Belatacept — proteina de fusion CTLA-4 con
inmunoglobulina G1 (IgG1) que se une a CD80/CD86 —, aunque su uso esta limitado al trasplante

renal®#4,

(b) El quimerismo mixto consiste en establecer una coexistencia estable de células
hematopoyéticas del donante y del receptor mediante el trasplante combinado de progenitores
hematopoyéticos y el 6rgano solido, junto con un acondicionamiento no mieloablativo. Esta
situacion favorece la delecion clonal y la anergia de linfocitos T alorreactivos, permitiendo la
aceptacion del injerto sin inmunosupresion cronica. Hasta el momento, ha sido posible establecer
tolerancia a injertos renales trasplantados en trasplantes HLA incompatibles con protocolos
basados en el quimerismo en un nimero muy reducido de pacientes**°. Aunque prometedor, su
aplicacion clinica enfrenta desafios como la optimizacion del acondicionamiento y la prevencion

de complicaciones hematologicas™.

(c) La infusion de poblaciones celulares inmunorreguladoras también se ha postulado como

estrategia para inducir tolerancia. Estudios preclinicos en modelos animales con infusion de

52,53

linfocitos Treg>!, DC tolerogénicas derivadas de monocitos del donante®?>® o células mieloides
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supresoras>* han demostrado que la transferencia de estas células prolonga la supervivencia del
injerto  significativamente incluso en presencia de dosis reducidas o ausencia de
inmunosupresion. Sin embargo, esta estrategia es dificil de llevar a la practica clinica al no
tratarse de un producto ya preparado para infundir. A pesar de esto, estudios con linfocitos Treg
en trasplante cardiaco pediatrico®, trasplante hepatico® o renal®’, o DC tolerogénicas y células
mesenquimales en trasplante hepatico>® han resultado ser seguros y han reportado supervivencia

del injerto a corto plazo.

A pesar de los avances en inmunoterapia y trasplante, persisten desafios clave en la comprension
y manipulacién de la tolerancia inmunolédgica. En céncer, es crucial definir con mayor precision
los mecanismos de evasion inmune y desarrollar estrategias mas efectivas para bloquearlos. En
trasplante, el reto continua siendo inducir una tolerancia especifica y duradera que permita la
aceptacion del injerto sin necesidad de inmunosupresion cronica. En este escenario, las células
supresoras mieloides surgen como un elemento comun, con un papel favorecedor en la evasion
inmune de los tumores, y por su potencial induccion de la tolerancia al injerto. Es imprescindible
comprender mejor estas células, mediante investigacion basica y clinica, para postular nuevos

tratamientos anti-oncologicos y de tolerancia de los trasplantes.

En la década de 1960 se encontraron células mieloides en ratones portadores de tumores que
inducian una reaccion leucemoide e infiltraban el tumor, asociandose a mayor tamafio tumoral®”.
Posteriormente se identificaron células mieloides anormales con capacidad de inhibir la
produccion de anticuerpos, asi como la proliferacion y citotoxicidad de linfocitos T. Estas células
se definieron como células supresoras naturales, células veto — células inmunitarias con
propiedades inmunomoduladoras — o células nulas, segun el estudio, ya que no presentaban
marcadores fenotipicos de linfocitos T, B, células NK o macrofagos®®6!, A finales de los 90, se
identificaron por primera vez marcadores de superficie que, aunque no exclusivos de estas
células, permitieron la caracterizacion inicial de poblaciones mieloides con actividad
inmunosupresora: CD34 y CD14 en humanos®*%, y Gr-1 junto con CD11b en raton®®. Como
resultado de diversos estudios que demostraron la presencia de células mieloides con fenotipos

atipicos y capacidad supresora en la circulacién de pacientes oncoldgicos, en el ano 2000 estas
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células pasaron a denominarse células mieloides inmaduras o células mieloides supresoras®. En
2007, un grupo de expertos, encabezado por Dmitry Gabrilovich propuso el término “Myeloid-
derived Suppressor Cells” (MDSC), haciendo referencia tanto al origen y estado inmaduro de
las células como a su funcién inmunosupresora®. Desde entonces, este término ha sido el

aceptado por la comunidad cientifica para referirse a esta poblacién mieloide.

Las MDSC se definen como una poblacion heterogénea de células mieloides inmaduras con
capacidad inmunosupresora, principalmente frente a los linfocitos T, que se acumulan en
condiciones de inflamacion crénica no resuelta. Aunque presentes en diferentes patologias, el

conocimiento de las MDSC proviene principalmente del estudio de su papel en cancer.

Debido a la heterogeneidad dentro de la poblacién de MDSC y su similitud con otras poblaciones
mieloides como monocitos, macrofagos y neutrofilos, V. Bronte et al. propusieron una
estandarizacion para la identificacion y clasificacion de las MDSCY’. Fenotipicamente las MDSC
se identifican como células mieloides CD33* CD11b* con baja o nula expresion de HLA de clase
IT (HLA-DR), en humanos, y como Gr-1" CD11b", en raton. Se dividen en tres subpoblaciones:
monociticas (M-MDSC), polimorfonucleares (PMN-MDSC) y una tercera subpoblacion mas
inmadura definida como “early-stage” MDSC (eMDSC) (Tabla 1). A pesar de las diferencias,
las tres poblaciones de MDSC se han asociado a progresion tumoral, metastasis y resistencia a

68-70

tratamiento®’", si bien en funcién de la enfermedad y tipo de tumor se observa predominio de

una u otra subpoblaciéon de MDSC.

Tabla 1. Identificacion fenotipica de las subpoblaciones de MDSC en humano y raton de acuerdo con V.

Bronte et al. ©’
Subpoblacion Fenotipo en humano Fenotipo en ratéon
MDSC totales  CD33" CDI11b" HLA-DR™" Gr-1"CD11b"
M-MDSC CD14" CD15 HLA-DR™ CD11b" Ly6C" Ly6G
PMN-MDSC CD14 CD15'/CD66b" CDI11b" Ly6C"* Ly6G*
eMDSC Lin (CD3/14/15/19/56) CD33" HLA-DR™" No definido

Las M-MDSC, fenotipicamente similares a los monocitos, se identifican como CDI14", en
humanos, y Ly6C", en raton (Tabla 1). Su baja o nula expresion de HLA-DR las diferencia de

monocitos, macrofagos y DC.

Las PMN-MDSC, parecidas a los neutrofilos, se identifican como CDI15" o CD66b", en
humanos, y Ly6G*, en raton (Tabla 1). Aunque los neutréfilos y las PMN-MDSC comparten
marcadores, pueden distinguirse por su morfologia de forma que las PMN-MDSC, que son

menos complejas, pueden aislarse en gradiente de baja densidad (1,077 g/mL) mientras que la
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purificacion de neutrofilos requiere gradiente de mayor densidad (1,2 g/mL). El receptor de la
lipoproteina de baja densidad oxidado tipo lectina 1 (LOX1, lectin-type oxidized LDL receptor
1) se ha definido como un marcador especifico de PMN-MDSC circulantes e infiltrantes de

tumor’!73,

Las eMDSC carecen de marcadores monociticos o granulociticos al ser células en un estadio
mas indiferenciado que las otras subpoblaciones. En raton la poblacion equivalente no ha sido
establecida por el momento, aunque W. Zhang et al. identificaron la subpoblacion de CD11b*
Gr-1"F4/80- MHCII" como la poblacion precursora de Gr-1" CD11b* en un modelo de cancer de
mama’4. Se trata de una poblacion poco abundante en sangre periférica y muy poco estudiada

hasta el momento por lo que la informacion disponible es a veces contradictoria.

Seglin las recomendaciones de V. Bronte et al., la correcta identificacion de las MDSC requiere
la validacion funcional de su capacidad inmunosupresora. Aunque estas células pueden suprimir
diversas poblaciones inmunitarias, el criterio méas empleado es su capacidad para inhibir
linfocitos T en ensayos in vitro. Esta funcion puede evaluarse cuantificando la inhibicion de la
proliferacion o la reduccion en la produccion de interferon gamma (IFN-y) de linfocitos T
estimulados con estimulos policlonales, como anti-CD3/anti-CD28, fitohemaglutinina (PHA) o

concanavalina A (ConA)®’.

A pesar de la relativa similitud fenotipica, se ha comprobado que M-MDSC y PMN-MDSC
aisladas de bazo y tumores de un modelo de ratdon de cancer de mama tienen una firma génica
que las distingue de monocitos y neutrofilos”. La bisqueda de nuevos marcadores continiia y
recientemente se ha identificado que CD84 o la molécula de adhesion de unién like (JAML,

Jjunction adhesion molecule like) podrian ser buenos candidatos para la identificacion tanto de

M-MDSC como PMN-MDSC7>77,

La inflamacién aguda conlleva la movilizacion rapida de monocitos y neutrdfilos provenientes
de la medula 6sea. Las células mieloides se activan en respuesta a patrones moleculares
asociados a dafio o lesion (DAMP, damage-associated molecular patterns) y patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMP, pathogen-associated molecular patterns)
reconocidos por receptores de tipo toll (TLR, toll-like receptors). Con la activacion, se aumenta

la capacidad fagocitica, el estallido respiratorio, la produccion de citoquinas proinflamatorias, la
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formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NET, Neutrophil extracellular traps) y la
expresion de HLA de clase II y de moléculas co-estimuladoras. Se trata de una activacion corta

que termina al eliminar la amenaza’®7°,

Sin embargo, en condiciones de inflamacién crénica, debido a procesos tumorales, enfermedades
autoinmunes, dafo tisular o infecciones croénicas, hay una estimulacién persistente del
compartimento mieloide debido a la presencia continuada de factores inflamatorios. Aunque las
sefiales inflamatorias varian con la patologia subyacente, en general, se trata de sefiales débiles
pero mantenidas en forma de factores de crecimiento — factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor),
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, granulocyte colony-stimulating factor)y

M-CSF — u otros mediadores inflamatorios’°.

El desarrollo de las MDSC se ha definido como un proceso con dos fases, una primera fase donde
tiene lugar la expansion de células mieloides inmaduras (IMC, immature myeloid cells) seguida

de una fase de activacion patologica:

(a) En la primera fase, factores provenientes del tumor o del estroma de la medula 6sea —

incluyendo GM-CSF, G-CSF, M-CSF, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGEF,

80.81 _ median la expansion

vascular endothelial growth factor) y acidos grasos poliinsaturados
de las IMC via el transductor de sefal y activador de la transcripcion 3 (STAT3, signal transducer
and activator of transcription), la proteina potenciadora de uniéon a CCAAT o (C/EBPa,
CCAAT/enhancer-binding protein ) y el factor regulador de interferon 8 (IRFS8, Interferon

regulatory factor 8)%* (Figura 1).

(b) La fase de activacion de las IMC para dar lugar a las MDSC esta promovida por
citoquinas inflamatorias — [FN-y, IL-1p3, IL-4, IL-6, IL-13 y factor de necrosis tumoral oo (TNF-
o, tumor necrosis factor o) — asi como la prostaglandina E2 (PGE2) y las proteinas de enlace a
calcio S100A8 y S100A9. Estos factores sefializan a través de STAT1, STAT6 y el factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB, Nuclear factor

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)?* (Figura 1).

Mas recientemente, incorporando informacién sobre el patron migratorio de las MDSC, N.
Karin propuso un modelo dividido en cuatro etapas en el que a las dos primeras ya descritas se
unirian una fase III de reclutamiento de las MDSC al tumor y una fase IV de retencion de las

MDSC en el tumor®. Estas dos fases estarian mediadas fundamentalmente por quimioquinas y
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explicarian por qué el perfil de MDSC difiere entre tumores ya que las M-MDSC son reclutadas
via el ligando 1 de la quimioquina (motivo C-X3-C) (CX3CL1, chemokine (C-X3-C motif) ligand
1) y CCL26% mientras que las PMN-MDSC se reclutan por los receptores de quimioquinas CXC
tipo 1 y 2 (CXCR1/2, CXC chemokine receptor type 1/2)% (Figura 1).

Este proceso da lugar a células mieloides morfologicamente inmaduras con baja capacidad
fagocitica, mayor capacidad de produccion de o6xido nitrico (NO) y radicales libres, alta

expresion de arginasa-1 (Arg-1) y citoquinas con perfil anti-inflamatorio.

Por ultimo, ademas de la generacion de MDSC por la mielopoyesis de emergencia, se ha
postulado una generacion de MDSC en tejidos periféricos, como el bazo, a la que han
denominado mielopoyesis extramedular®®. Asimismo, se ha observado que las eMDSC son
precursoras de las M-MDSC?®, que los monocitos pueden reprogramarse a M-MDSC via
STAT3%® y que las M-MDSC pueden diferenciarse a PMN-MDSC mediante el silenciamiento
del gen del retinoblastoma (RB1). La diferenciacion de las MDSC a otros tipos celulares tiene
lugar en tejidos periféricos o en el tumor y seria muy dependiente del TME. Las M-MDSC
pueden diferenciarse a macroéfagos asociados a tumor (TAM, tumor-associated macrophages) en
condiciones de hipoxia®®, y las PMN-MDSC reclutadas en el tumor podrian diferenciarse a

neutrofilos asociados a tumores inmunosupresores (TAN, tumor-associated neutrophils)®°.
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GM-CSF, G-CSF, M-CSF

[5:]
[+}]
[72
o
s HSC IMC
=
<
@
E : @
e - -
LT < . GMP @
b MDP ’ MB ;
Lo VEGF, IL-1B, IL-6, E
E : S100A8/A9, -
Lo CCLs, CXCLs :
1] 1 = / :
2 o MDSC-like MDSC-ike i Fosmoiio
£ :
T : L Rb1 R
o ' Basofilo
s ; Monocito M-MDSC PMN-MDSC Neutroﬁlo
[ Do
VY & a
Célﬁla \' Macréfago @
Dendritica PMN-MDSC
CSFs, VEGF,
PGE2, IL-1B,
IL-4, IL-10, IL-6,
TNF-a, TGF-B,
( CCLs, CXCLs
"Q S100A8/A9 oo N2
5 Célula TAM  M-MDSC “ A
E  Dendritica Hipoxia '/
I  Supresora \‘«“
M1 M2

Figura 1. Esquema del desarrollo, reclutamiento y diferenciacion de las MDSC. En la médula 6sea,
los progenitores mieloides comunes (CMP, common myeloid progenitors) derivados de las células madre
hematopoyéticas (HSC, hematopoietic stem cells) dan lugar a la expansion de los progenitores de
granulocitos-macrofagos (GMP, granulocyte-macrophage progenitors). Los GMP se diferencian
posteriormente en progrenitores de macréfagos/células dendriticas (MDP, macrophage/dendritic cell
progenitors) y mieloblastos (MB). Este proceso de mielopoyesis esta regulado por factores de crecimiento
como GM-CSF, G-CSF, M-CSF, entre otros. En condiciones fisioloégicas normales (indicado con linea
punteada), los MDP proliferan y se diferencian a monocitos, macrofagos y DC. Por su parte, los MB se
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diferencian a granulocitos, incluyendo basofilos, eosindfilos y neutrofilos. En condiciones de inflamacion
cronica (indicado con linea continua), la poblacion de IMC se activa de forma patologica y se expande.
Posteriormente, se diferencia en M-MDSC y PMN-MDSC en presencia de factores derivados del tumor
como VEGF, IL-6 e IL-1p, entre otros. En etapas tempranas del tumor, las células con caracteristicas
bioquimicas similares a las MDSC no presentan actividad supresora y se denominan células tipo MDSC
(MDSC-like cells). Las MDSC también pueden originarse parcialmente por reprogramacion de
monocitos y células polimorfonucleares ya diferenciadas. Las M-MDSC pueden diferenciarse en PMN-
MDSC mediante el silenciamiento transcripcional del gen RBI. Las MDSC son reclutadas a tejidos
periféricos y el TME bajo la quimiotaxis de diversos factores como CCL2, CXCL y S100A8/A9, entre
otros. En el TME, las M-MDSC pueden diferenciarse a TAM, los cuales pueden adquirir fenotipos M1 o
M2. Los TAN se clasifican en subtipos inhibidores del tumor N1 y promotores del tumor N2. Creada en

Biorender.com y adaptada de K.Li et al.*’.

Son multiples los mecanismos — inmunoldgicos y no inmunoldgicos — que las MDSC emplean
para inhibir el sistema inmunitario y favorecer la progresion tumoral. De nuevo, cabe destacar
que el conocimiento de las MDSC proviene del campo del cancer por lo que los mecanismos se

han estudiado mayoritariamente en relacion con la inmunidad anti-tumoral y la metastasis.

Las MDSC juegan un papel en la evasion tumoral del sistema inmunitario impidiendo, sobre
todo, la funcién efectora de los linfocitos T. Para ello, uno de los mecanismos principales es la
expresion de checkpoint inhibidores. Asi, las MDSC expresan PD-L1, cuya interaccion con PD-
1 en linfocitos T induce un estado de anergia. Ademas, se ha reportado la expresion de CTLA-4,
cuyo bloqueo, en estudios de pacientes con melanoma metastatico, se ha relacionado con
disminucién de la actividad de la molécula inmunosupresora Arg-1°!. Las MDSC también
expresan PD-L3, el Supresor de Inmunoglobulina de dominio V de la Activacion de célula T
(VISTA, V-domain Ig-containing suppressor of T-cell activation), galectina-9 (Gal-9) y CD155.
La expresion de VISTA en pacientes con leucemia mieloide aguda se ha asociado a expresion de
PD-1 en linfocitos T°2. La union de Gal-9 a la Inmunoglobulina de linfocitos T que contiene
dominio de mucina-3 (TIM-3, T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3) induce
la expansion de MDSC y supresion de linfocitos T%3. La interaccion entre CD155, reconocido
por la Inmunoglobulina de células T 'y dominio ITIM (TIGIT, T cell immunoreceptor with Ig and

ITIM domains), también esta implicada en el agotamiento de los TIL*. El bloqueo de estos
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checkpoint inhibidores en modelos animales se asocia a disminucion de la capacidad

inmunosupresora de las MDSC®>%¢ (Figura 2).

Las MDSC deplecionan aminoacidos esenciales — arginina, cisteina y triptofano — para el
metabolismo de los linfocitos T. Multiples factores del TME — el factor 1 inducible por hipoxia
(HIF-1, Hypoxia-inducible factor I), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-f,
transforming growth factor beta), IL-4, IL-10 e IFN-y —inducen la expresion del trasportador de
aminodcidos catidnicos 2B (CAT-2B) y Arg-1. La L-arginina extracelular es importada por CAT-
2B y degradada por Arg-1°7%. La deficiencia de L-arginina provoca pérdida de la cadena CD3(
e inhibicion de la proliferacion de los linfocitos T%°. Ademas, Arg-1 puede liberarse al medio
extracelular contribuyendo al consumo de L-arginina!®, Las MDSC también toman cistina del
medio extracelular, metabolizdndola a cisteina, que no puede ser transportada al exterior,
privando de este aminoacido a los linfocitos T!°!. La eliminacion del triptofano, degradado por
la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), provoca autofagia, parada del ciclo celular y muerte de los

linfocitos T'? (Figura 2).

Sumado a esto, las MDSC secretan especies reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species)
y de nitrogeno (RNS, reactive nitrogen species). La 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS,
inducible nitric oxide synthase) cataliza la conversion de L-arginina en L-citrulina y NO, que
interfiere en la sefializacion del IL-2R y provoca la nitracion del TCR!'%*1%4, La isoforma 2 de la
NADPH oxidasa (NOX-2, NADPH oxidase isoform 2) es la enzima responsable de la produccion
de ROS, anion superoxido (O27), hidroxilo (OH") y peroxido de hidrégeno (H20), en MDSC. La
produccion de ROS contribuye al estrés oxidativo y cataliza la nitracion de moléculas TCR/CD8
impidiendo la interaccion con moléculas de MHC!®, Ademas, O, se combina con NO para
producir RNS, como el peroxinitrito (ONOO"), responsable de la nitracion y nitrosilacion de las
moléculas TCR/CD8!%¢197 'y de la modificacion post-traduccional de CCL2, reduciendo la

afinidad por CCR2 de forma que se compromete el reclutamiento de los TIL!%® (Figura 2).

Los altos niveles de Adenosin Trifosfato (ATP) generados a consecuencia de la hipoxia en el
TME son degradados gracias a CD39, que cataliza la conversion de ATP a Adenosin Difosfato
(ADP) y/o Adenosin Monofosfato (AMP), y CD73, que convierte AMP en adenosina. Las
moléculas de adenosina son reconocidas por receptores de adenosina — A2AR, A2BR, A1R, A3R
—mediando la inmunosupresion de linfocitos T, células NK y DC. Estos receptores no solo estan

presentes en MDSC sino en células tumorales y linfocitos Treg credndose una retroalimentacion
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positiva que aumenta la capacidad inmunosupresora de las MDSC a la vez que impide la funcion

de células anti-tumorales'®-!'? (Figura 2).

Las MDSC impiden el reclutamiento de linfocitos T mediante la expresion del dominio
desintegrasa y metaloproteinasa 17 (ADAMI17, disintegrin and metalloproteinase domain 17)
que escinde el ectodominio de la L-selectina (CD62L) en los linfocitos T naive inhibiendo su
migracion a ganglios linfaticos regionales o al tumor!!3. E1 NO producido por las MDSC también
disminuye la expresion de CD44 y CD162 en linfocitos T, dificultando su extravasacion'!4, y de
E-selectina en los vasos sanguineos tumorales, impidiendo el trafico de linfocitos T al tumor!!>

(Figura 2).

Las MDSC también suprimen mediante produccion de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10
y TGF-B. Las MDSC son una de las principales fuentes de IL-10 en el tumor y su bloqueo se ha
asociado a mayor actividad de los linfocitos T, menor progresion tumoral y mayor eficacia
118-121

terapéutica!'®!!7, Este mecanismo también se ha documentado en el contexto de infeccion

(Figura 2).

Aunque menos estudiado, las MDSC inhiben a las células NK via TGF-B1, NO o interaccion
con el receptor NKp30!22-124 En relacion con las DC, las PMN-MDSC son capaces de bloquear

125 y las M-MDSC inhiben su maduracion en pacientes con melanoma'26.

la presentacion cruzada
Las MDSC impiden tanto la diferenciaciéon como la funcidon de los linfocitos B mediante
modulacion de la sefializacion de STAT5'?’. En un modelo de raton de cincer de mama, las
MDSC aumentaban la expresion de PD-L1 y favorecian la diferenciaciéon a linfocitos B

reguladores (Breg), que a su vez contribuyen a la inmunosupresion de los linfocitos T'?® (Figura
2).

Por otro lado, las MDSC también favorecer otras células supresoras. Las MDSC atraen —
mediante expresion de ligandos de CCR5'Y — e inducen la proliferacion y diferenciacion de
linfocitos Treg gracias a la interaccion célula-célula asi como por multiples factores como IL-
10, TGF-B, Arg-1 e IDOP!132, Las interacciones entre macrofagos y MDSC generan una
respuesta pro-tumoral, mediada por el aumento de la produccion de IL-10 por parte de las MDSC
y disminucion de IL-12 en los macrofagos!?. Los mediadores S1I00A8/A9, secretados tanto por
las células tumorales como por las MDSC, median la acumulaciéon de MDSC en el TME y la

polarizacion a macrofagos pro-tumorales M2'3* (Figura 2).
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Ademas de la modulacion de la respuesta inmunitaria anti-tumoral, las MDSC también
contribuyen a la formacién del nicho pre-metastasico. Inducen la angiogénesis, asi como la
invasion tumoral secretando directamente VEGF y la metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9) al
TME!. En un modelo de raton de cancer colorrectal se observaron altos niveles del ligando de
quimioquinas CXC tipo 1 (CXCL1, CXC chemokine ligand 1) en el higado pre-metastésico,
favoreciendo el reclutamiento de MDSC CXCR2" para formar el nicho pre-metastasico y a su
vez promover metastasis hepatica. E1 TGF-f3 es otro factor importante en la generacion de
metastasis, promoviendo fibrosis via el inhibidor de metalopeptidasas 1 (TIMPI,
metallopeptidase inhibitor 1)'*°. Los mediadores SI00A8/A9, secretados primero por las células
tumorales y luego por las MDSC, reclutan MDSC al nicho pre-metastasico y érganos linfoides
secundarios. Adicionalmente, se ha observado que las MDSC favorecen el mantenimiento de la
potencialidad de las células madre tumorales en pacientes con carcinoma ovarico al reprimir el
gen CTBP?2 en las células tumorales'*S . Ademas, en especimenes de cancer de mama las MDSC

correlacionaron con la presencia de células madre tumorales'®’ (Figura 2).

M-MDSC y PMN-MDSC, aunque solapantes en muchos casos, presentan particularidades. En
general, se considera que las M-MDSC tienen mayor capacidad supresora, mediada por Arg-1,
NO, IL-10 y TGF-p, inhibiendo tanto respuestas antigeno-especificas como no especificas. Las
PMN-MDSC median la inmunosupresion gracias a altos niveles de ROS y RNS requiriendo
proximidad a la célula diana®"-!*%!3 En relacion con las eMDSC, algunos estudios indican que

al ser una fraccion mas inmadura tienen mayor capacidad inhibitoria’!02

, sin embargo, otros
reportan que su capacidad inmunosupresora es inferior o inexistente!*’. Estas eMDSC, en
glioblastoma, aumentaban su metabolismo adaptidndose al ambiente hipdxico del TME
permitiendo su funcidn y proliferacion. Asimismo, las eMDSC parecen crear una simbiosis con
las células tumorales de glioblastoma en la que estas favorecen la acumulacion y proliferacion

de las eMDSC y las eMDSC a su vez mantienen el crecimiento y potencialidad de las células

madre tumorales®’.
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Introduccion

Figura 2. Mecanismos inmunosupresores y pro-tumorales de las MDSC. Las MDSC suprimen la
actividad de los linfocitos T a través de diferentes mecanismos: expresion de moléculas co-inhibidoras,
deplecion de aminoacidos esenciales para la biologia de los linfocitos T, produccion de NO, ROS y RNS,
generacion de adenosina y bloqueo del trafico de los linfocitos a ganglios y al tumor por modificacion de
receptores. Las MDSC inducen la diferenciacion y expansion de los linfocitos Treg mediante la
produccion de IDO, Arg-1, adenosina y citoquinas como TGF-B e IL-10. Las moléculas S100A8 y
S100A9 median la quimiotaxis de MDSC y otras células mieloides. Este efecto esta mediado en parte por
la activacion de RAGE. Las MDSC inhiben la funcion de las células NK, las DC y los linfocitos B
mediante adenosina, NO, TGF-B, IL-10 e IL-17. Las MDSC inducen macrofagos (M¢) en el TME
mediante aumento de IL-10. Las MDSC participan en la angiogénesis, invasion tumoral y metastasis via
MMP-9, VEGF y TGF-B. Akt, Proteina quinasa B, Protein kinase B; ASC, Trasportador de aminoacidos
de tipo asc, asc type amino acid transporter; ERK, Quinasa regulada por sefales extracelulares,
extracellular-signal-regulated kinase; RAGE, Receptor para Productos Finales de Glicacion Avanzada,
receptor for advanced glycation end-products; Xc, Trasportador cisteina-glutamato, cystine—glutamate
transporter; Zap70, Proteina asociada a zeta de 70 kDa, zeta-associated protein 70. Creada en
Biorender.com y adaptada de K. Li et al. y D. Gabrilovich et al *'%.

Son maltiples los estudios que han reportado la asociacion inversa entre la cantidad de MDSC

circulantes y la supervivencia de los pacientes, en cancer pancreatico'*!, carcinoma de células

142-144

escamosas de esofago'!, hepatocarcinoma , cancer gastrico'*!, cancer colorrectal'®, cancer

146-148 150

de mama'#’, melanoma , cancer de vejiga'®, cancer de prostata'>® y carcinoma de pulmon

no microcitico (NSCLC, Non Small-Cell Lung Cancer)'®132, No obstante, persiste la
controversia respecto a qué subpoblacion de MDSC, M-MDSC o PMN-MDSC, tiene mayor
relevancia clinica. Algunos estudios observan que mayores niveles circulantes de M-MDSC se
146-148,150,153-156

asocian a peor pronostico

la poblacion de PMN-MDSC!O157.158 T .33 eMDSC, mucho menos estudiadas, se han asociado a

mientras que otros encuentran la misma asociacion para

peor prondstico y menor supervivencia global en cancer de mama!**-1%0, linfoma no Hodgkin!®!
y glioblastoma®’. En pacientes con carcinoma renal de células claras, el tratamiento con sunitinib
y temsirolimus redujo los niveles de eMDSC!'®2, Estas diferencias podrian deberse a una
polarizacion hacia una poblacion concreta de MDSC en funcion del contexto tumoral. Todos los
estudios coinciden en asociar altos niveles circulantes de MDSC con menor supervivencia. Sin
embargo, hasta el momento, no se han establecido puntos de corte comunes y son necesarios

estudios con mayor tamafio muestral.

Las MDSC se han propuesto como biomarcador de respuesta a inmunoterapia. Niveles elevados

de M-MDSC se han asociado con menor supervivencia general y peor respuesta a ipilimumab
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147.163 y en cancer de prostata resistente a la castracion!™?,

en pacientes con melanoma avanzado
Igualmente, en pacientes con melanoma tratados con nivolumab o pembrolizumab, las M-MDSC
correlacionaban inversamente con el beneficio clinico y los pacientes con peor supervivencia

164,165 Estos resultados también se

general presentaban mayores niveles de esta poblacion
encontraron en NSCLC metastésico, donde altos niveles de M-MDSC afectaban negativamente
a la eficacia de los anti-PD-1'%, Menores niveles de MDSC totales se asociaron con mejor
pronostico en pacientes con NSCLC y cancer de prostata tratados con atezolizumab o
durvalumab, ambos anti-PD-L1'67-19% Adicionalmente, en linfoma B refractario tratado con

CARC-T, altos niveles de M-MDSC, IL-6 y ferritina se asociaron a ausencia de respuesta!®’

y el
aumento de PMN-MDSC se asocid a recaidas y no respuesta en pacientes con neuroblastoma
tratados con CAR-T!7°, Hasta la fecha, no se han descrito asociaciones clinicas relevantes para

la subpoblacion de eMDSC.

Por sus multiples mecanismos inmunosupresores, su participacion en la angiogénesis,
crecimiento tumoral y metéstasis, asi como su mas que constatada relevancia clinica, se ha
postulado que terapias dirigidas a la eliminacion de las MDSC mejorarian la supervivencia de
los pacientes. Actualmente se estan evaluando clinicamente multiples estrategias terapéuticas,
con el objetivo de: 1) inhibir la expansion y el reclutamiento con VEGF, S100A8, IL-18 y el eje
CCL2/CCR2 como dianas terapéuticas; ii) promover la diferenciacién a células mieloides
maduras mediante la inhibiciéon de STAT3 o la estimulacion de TLR7; iii) inhibir la funcion de
las MDSC con inhibidores de la fosfodiesterasa 5 (PDES, Phosphodiesterase 5) que disminuyen
Arg-1 e iNOS o el factor nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2, Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2) que atentia el estrés oxidativo; iv) inhibir el metabolismo de las MDSC; o v) deplecionar
las MDSC con agonistas del ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL, TNF-
related apoptosis-inducing ligand) o gemtuzumab, anticuerpo monoclonal anti-CD33%!7!, Estas
estrategias buscan eliminar las MDSC en su totalidad, no centrdndose en una subpoblacion
concreta. Esto es posible debido a las similitudes biologicas que comparten las tres
subpoblaciones. Dado que las eMDSC representan la poblacion mas inmadura, y que una
proporcion considerable de las M-MDSC y PMN-MDSC podria derivar de ellas, es razonable
pensar que su deplecion podria traducirse en una reduccion indirecta de las otras subpoblaciones.
No obstante, debe considerarse que tanto las M-MDSC como las PMN-MDSC también pueden

originarse a partir de monocitos o neutr6filos desdiferenciados.
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El carcinoma hepatocelular o hepatocarcinoma (HCC) es el tumor maligno generado en los
hepatocitos. Se trata de la causa mas frecuente de cancer hepatico, con un 90 % de los casos, y
la principal causa de muerte de las personas con cirrosis hepatica'’2. A nivel mundial, es el sexto

cancer mas comun y la tercera causa de muerte por cancer con mas de 750.000 muertes al afio!”>.

La incidencia de HCC es muy variable dependiendo de la localizacién geografica, por la
diferente exposicion a virus de la hepatitis, el sexo y la edad. Las regiones con mayor incidencia
son el este de Asia y el Norte de Africa donde se reportan el 78 % de los casos!”. La incidencia
de HCC aumenta con la edad, alcanzando el maximo en torno a 70 afios, y es mds frecuente en
hombres!’*. Esta incidencia esta ademas en aumento en Europa, seguramente relacionado con el

aumento de esperanza de vida en paises desarrollados.

En Espafa, de acuerdo con la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, en 2024 el HCC
represento el 2 % de los casos de cancer con una incidencia estimada de 6856 casos, 5334 en
hombres y 1522 en mujeres, una supervivencia a cinco afios del 17 % y una mortalidad estimada

del 8,4 % suponiendo la quinta causa de muerte por cancer en hombres!”.

Los factores de riesgo también dependen de la zona geografica, aunque en general los principales
son las infecciones cronicas por el virus de la hepatitis B (VHB) o C (VHC), la enfermedad de
higado graso no alcohdlico (NAFLD, Nonalcoholic Fatty Liver Disease) o esteatohepatitis no

176 Otros factores

alcohdlica (NASH, non-alcoholic steatohepatitis) y la hepatopatia alcoholica
de riesgo menos prevalentes que provocan cirrosis son la colangitis biliar primaria, la

hemocromatosis hereditaria o la deficiencia de o1-antitripsina!’®.

El VHB supone el 60 % de los casos de hepatocarcinoma en Asia y Africa, pero solo el 20 % en
paises occidentales. Se trata de un virus de DNA que puede integrarse en el genoma induciendo
mutagénesis llevando a la activacion de oncogenes!”’. Ademas, la exposicion a la aflatoxina B1,
presente en Africa, puede aumentar el riesgo de HCC al actuar sinérgicamente con el VHB!S,
La hepatitis C cronica es la principal causa en Norteamérica, Europa y Japon. El uso de

antivirales para reducir la carga viral ha reducido el riesgo de HCC significativamente!”.
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En los ultimos afios, han disminuido los HCC por hepatitis viral cronica y aumentado los
relacionados con alcohol y enfermedades metabdlicas'®. El alcohol se ha asociado a
mecanismos pro-tumorigénicos y su consumo continuado puede aumentar el riesgo de aparicion
de HCC en relacion con otras etiologias como la infeccion por VHB!®!, La NASH, estado
anterior al HCC en pacientes con diabetes u obesidad, ha aumentado significativamente en los
ultimos afios suponiendo hasta el 20 % de los casos de HCC en Occidente!'®? y con prevision de

que continile aumentando.

Aunque la patogenia del HCC varia en funcion de la etiologia, en general, su iniciacion se
relaciona con lesiones hepaticas repetidas, debido a ciclos de necrosis y regeneracion,
provocando inflamacion que da lugar a fibrosis, y después cirrosis hepatica. En este contexto,
los hepatocitos adquieren inestabilidad gendmica, acumulando mutaciones somaticas y

alteraciones epigenéticas que promueven su transformacion maligna (Figura 3).

Entre las mutaciones mas frecuentes en HCC destacan las del promotor de la telomerasa
transcriptasa inversa (TERT), el gen supresor tumoral 7P53 y el gen CTNNB1, que codifica para
B-catenina. La activacion aberrante de TERT, presente en el 90 % de los casos, es critica para la
progresion tumoral contribuyendo a la evasion de la senescencia celular y la apoptosis'®®. Las
alteraciones en TP53, con frecuencia variable entre el 15 % y el 40 % segun la etiologia, se han
asociado con exposicion a aflatoxina B1!8%* y hepatitis viral cronica'®. Las mutaciones de
ganancia de funciéon de CTNNBI y pérdida de funcion de AXINI provocan una activacion
desregulada de la via Wnt/B-catenina, clave en proliferacion y reparacion celular, facilitando el

crecimiento e invasion tumoral '8¢,

La desregulacion epigenética, incluyendo cambios en metilacion del DNA, modificaciones de
histonas y alteraciones en RNA no codificantes, microRNA (miRNA) y RNA de cadena larga no
codificantes (IncRNA, long non-coding RNA), desempeia un papel crucial en la carcinogénesis.
Estos cambios afectan genes involucrados en el ciclo celular, proliferacion, metastasis y rutas de
sefalizacion como  Ras/Raf/ERK,  Wnt/B-catenina y  fosfoinositol  3-quinasa

(PI3K)/AKT/mTOR!87-1%,
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Figura 3. Etiopatogenia y factores de riesgo de la carcinogénesis en el hepatocarcinoma. La
exposicion cronica y continua a lesiones hepaticas provocadas por factores ambientales, como la hepatitis
viral, el consumo excesivo de alcohol, la esteatohepatitis no alcoholica (NASH), y la exposicion a toxinas,
dafia repetidamente a los hepatocitos e induce un estado inflamatorio persistente que, con el tiempo, puede
desembocar en cirrosis hepatica. En esta etapa, el higado se vuelve mas susceptible a inestabilidades
genomicas. Por ello, es mas probable que los hepatocitos acumulen mutaciones somaticas, alteraciones
epigenéticas y reordenamientos génicos, lo cual puede desencadenar en cambios metabdlicos y
disfunciones en diversas vias moleculares. Estas alteraciones favorecen la progresion tumoral y la
metastasis. EGFR, Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico; JAK, Quinasas Janus;. Creada en
Biorender.com y adaptada de D. Tumen et al.""".

Todas estas modificaciones van a desregular multiples vias de sefializacion, incluyendo
principalmente: 1) las rutas de sefializaciéon de factores de crecimiento como el factor de
crecimiento insulinico (IGF, insulin-like growth factor), epidermoide (EGF, epidermal growth
factor), de fibroblastos (FGF, fibroblast growth factor), derivado de plaquetas (PDGF, platelet-
derived growth factor) o de hepatocitos (HGF, hepatocyte growth factor), ii) rutas de
diferenciacion celular como Wnt/B-catenina; iii) angiogénesis, con VEGF o FGF implicados; iv)
rutas de sefializacidbn a partir de receptores tirosina quinasas como Ras/Raf/ERK 'y

P13K/AKT/mTOR; y v) rutas de inmunidad anti-tumoral.
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Son muchos los sistemas de clasificacion propuestos para establecer la gravedad de la
enfermedad, el prondstico y el tratamiento, no obstante, ninguno de ellos ha sido adoptado
universalmente. Aunque con diferencias entre ellos, la mayoria tienen en cuenta la extension del

tumor, la funcion hepatica y el estado general.

La Tabla 2 muestra el sistema Child-Pugh (CP), que se emplea para evaluar el pronostico de la
cirrosis y la necesidad de un trasplante hepatico. Actualmente utiliza cinco criterios, cada uno de
los cudles se puntia entre 1 y 3 para, con la suma, calcular las clases A (enfermedad bien
compensada, 5 — 6 puntos), B (compromiso funcional significativo, 7 — 9 puntos); y C,
(enfermedad descompensada, 10 — 15 puntos), con supervivencias al afio de 100 %, 80 % y
45 %, respectivamente!®. A pesar de ser el sistema mas utilizado para clasificar la funcion
hepatica actualmente se prefieren otros, ya que Child-Pugh se basa en variables subjetivas o

continuas que dan lugar a clasificaciones ambiguas!®3,

Tabla 2. Sistema de Estadificacion Child-Pugh

1 punto 2 puntos 3 puntos
Bilirrubina total

< < - > >
(umol/L/mg/dL) 34/<2 34 /50(2-3) 50/>3
Albumina sérica (g/L) >35 28-35 <28
INR <1,70 1,71 — 2,30 > 2,30
Ascitis Ausente Leve Moderada a Grave
Encefalopatia hepatica Ausente Grado I-11 (.SuP.rl,mlda Grado LI-IV

con medicacion) (refractaria)

Las escalas MELD (Model for End-stage Liver Disease) y su variante MELD-Na, miden también
la progresion de la enfermedad hepética cronica y se utilizan como sistema de priorizacion en
lista de espera de trasplante hepatico, teniendo en cuenta el Indice Internacional Normalizado

(INR), la creatinina sérica, la bilirrubina total, la etiologia de la cirrosis y los niveles séricos de

sodio!*,

Desde el punto de vista oncoldgico, el sistema Tumor/Node/Metastasis (TNM) — elaborado por
el AJCC, American Joint Committee on Cancer, y la UICC, Union for International Cancer
Control —tiene en cuenta el nimero de tumores primarios (T), la afectacion de ganglios linfaticos

regionales (N) y la presencia de metastasis distante (M) (Tabla 3)!°°. La combinacion de T, N 'y
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M dan el estadio de HCC (Tabla 4). La principal desventaja de esta clasificacion es que solo

tiene en cuenta caracteristicas del tumor y no la funcidon hepatica ni la enfermedad de base.

Tabla 3. TNM para HCC segiin recomendacion de AJCC y UICC. Adaptada de B. Mahul et al.'*

Tumor Primario (T)

TX El tumor primario no se puede evaluar

TO No hay evidencia de tumor primario

Tla  Tumor solitario menor de 2 cm con o sin invasion vascular

T1b  Tumor solitario mayor de 2 cm sin invasion vascular

Tumor solitario mayor de 2 cm con invasion vascular o multiples tumores con uno mayor

T2 de 5 cm en su didmetro mayor
T3 Miltiples tumores con un nédulo mayor de 5 cm de diametro mayor

Tumor Unico o multiples tumores de cualquier tamafio pero que comprometen una vena
T4 portal o hepatica mayor o tumores con invasion directa en los 6rganos adyacentes,

diferentes de la vesicula biliar o con perforacion del peritoneo visceral
Ganglios Linfaticos Regionales (N)
NX No puede determinarse
NO No hay metastasis a los ganglios linfaticos regionales
N1 Metastasis a cualquier niimero de ganglios linfaticos regionales
Metastasis a distancia (M)
Mo No hay metastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia

Tabla 4. Estadificacion segiin TNM. Adaptada de B. Mahul et al.'*

Estadio 1A Tla NO MO
Estadio 1B T1b NO MO
Estadio 11 T2 NO MO
Estadio II1A T3 NO MO
Estadio I1I1B T4 NO MO
Estadio IVA Cualquier T N1 MO

Estadio IVB Cualquier T Cualquier N Ml

El sistema BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) agrupa tanto las caracteristicas del tumor
como la funcién hepatica de forma que es considerado el sistema de eleccion por la AASLD,
(American Association of for the Study of Liver Disease) y la EASL (European Association for
the Study of the Liver)'®® (Tabla 5). Esta clasificacion se utiliza también para tomar decisiones
de tratamiento, ya que asocia cada uno de los cinco estadios a una opcion terapéutica de primera
linea. El sistema BCLC tiene en cuenta: i) el tamafio y localizacion del tumor primario; ii) la
funcion hepatica en funcion del sistema CP; y iii) el estado funcional del paciente de acuerdo
con la escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) que clasifica a los pacientes en

cinco niveles segin su estado funcional determinando su calidad de vida y prondstico!®’.
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Tabla 5. Sistema de estadificacion BCLC. Adaptada de '’

Carga Tumoral Fun,c1.0 " ECOG
hepatica
Estadio muy precoz (0) | Tumor solitario <2 cm CP A 0
. Tumor solitario >2 cm o
Estadio precoz (A) tres lesiones < 3 cm CPA 0
Estadio intermedio (B) | Tumor multinodular CP A-B 0
Estadio avanzado (C) | [mvasionportalo —— — op g 1-2
diseminacion extrahepatica
Estadio terminal (D) Cualquier tumor CpPC 3-4

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group.

El tratamiento del hepatocarcinoma requiere de un abordaje multidisciplinar. La eleccion del
tratamiento depende del estadio y de la enfermedad hepética, agrupandose en tres grupos: 1)
tratamientos con intencion curativa; ii) tratamientos neoadyuvantes para controlar el crecimiento
tumoral en un paciente en lista de espera de trasplante hepatico o para reducir la masa tumoral

antes de la cirugia; y iii) tratamientos paliativos.

Los tratamientos quirurgicos, reseccion o trasplante hepaticos, son los principales tratamientos
curativos en pacientes con HCC en estadio precoz. La reseccion quirtrgica es el tratamiento de
eleccion para pacientes sin cirrosis hepatica o pacientes con cirrosis que tras la cirugia pueden
presentar remanente hepatico adecuado y estadio A de BCLC!?. Esta seleccion de pacientes ha
hecho que la supervivencia aumente significativamente con baja mortalidad perioperatoria'®®,
sin embargo, la recurrencia del HCC sigue siendo una complicacion habitual con tasas del 70 %
tras 5 afios?®. El trasplante hepatico permite retirar también lesiones indetectables a la vez que
ataja el problema de la funcion hepdtica. Se trata del tratamiento que mejor supervivencia,
superior al 70 %, y menor recurrencia de HCC, entre el 10 % y el 15 %, proporciona. No obstante,
es un tratamiento limitado debido a la disponibilidad de organos!’®. Con el objetivo de
seleccionar los mejores candidatos para trasplante, se emplean los criterios de Milan?’!— tumor
solitario < 5 cm o hasta tres nddulos < 3 cm en ausencia de invasion vascular o metastasis — y
los criterios de San Francisco?’? — tumor solitario < 6,5 cm o tres 0 menos nddulos con la mayor
lesion < 4,5 cm y un diametro total < 8 cm — que han permitido mejorar los resultados del

trasplante!’*.

La ablacion — tratamiento minimamente invasivo que destruye tejido tumoral selectivamente —
se emplea en pacientes con HCC en estadios precoces, BCLC 0 y BCLC A, con tumores
pequefios y localizados. La ablacion induce necrosis tumoral como consecuencia de un cambio

de temperatura — provocado por radiofrecuencia, microondas, laser o crioablacién —, o la
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inyeccion de etanol?®. Aunque la ablacion por radiofrecuencia es la modalidad mas comun, la
ablacion por microondas es ya la técnica estandar en algunos centros debido a su mejor control
térmico y mejores resultados?®. Al igual que la reseccion quirtrgica, presenta altas tasas de

recurrencia, alcanzando el 80 % a los 5 afios?®.

Los tratamientos transarteriales se valen de la anatomia vascular del higado, de forma que se
dirigen a la arteria hepatica, responsable de la irrigacion del tumor pero no del tejido hepatico
sano irrigado a través de la vena porta. Esta intervencion consiste en la cateterizacion selectiva
de la arteria hepatica para inyectar un agente terapéutico en funcion del cual se distinguen
diferentes modalidades: 1) embolizacion transarterial sin quimio o radioterapia; 1ii)
quimioembolizacion transarterial (QETA) con la inyeccidon de fArmacos quimioterapéuticos; y
ii1) radioembolizacion transarterial (RETA) con administracion de microesferas de Itrio-90. Este
tratamiento se emplea en pacientes con estadio intermedio, BCLC B, o como tratamiento puente
en pacientes en lista de espera, pero estd contraindicado en pacientes con mala funcion

hepéatica?®®.

En pacientes con estadios avanzados o no aptos para los tratamientos localizados la alternativa
es el tratamiento sistémico. La primera linea de tratamiento es la combinacion de los anticuerpos
monoclonales atezolizumab (anti-PD-L1) y bevacizumab (anti-VEGF)?*” o durvalumab (anti-
PD-L1) combinado con tremelimumab (anti-CTLA4)?%. Si el paciente no es apto, por funcion
hepatica comprometida, la alternativa son los inhibidores de tirosina quinasa (TKI), sorafenib y
lenvatinib o inhibidores de los receptores de factores de crecimiento como VEGF y PDGF?%%-210,
En segunda linea de tratamiento se incluyen los TKI regorafenib y cabozantinib y el anticuerpo

monoclonal anti-receptor 2 de VEGF ramucirumab?!!.

El microambiente tumoral es un ecosistema complejo y dindmico entorno al tumor compuesto
de células tumorales junto con células inmunitarias, fibroblastos, células endoteliales y matriz
extracelular, que juega un papel critico en la aparicion, progresion y respuesta al tratamiento del
HCC. La composicién del TME varia entre pacientes con HCC. Recientemente X. Gao et al.
identificaron cuatro subclases de HCC basadas en la composicion del TME: i) C1 o desierto

inmunolodgico, con mejor prondstico y sin infiltrado inmunitario; ii) C2 o inmunogénico, con
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infiltrado de macrofagos, linfocitos T y B; iii) C3 o inmunidad innata, con predominio de
macrofagos M2 y mal prondstico clinico; y iv) C4 o mesenquimal, con fibroblastos asociandose

a progresion tumoral?!2,

El componente celular no inmunitario incluye fibroblastos asociados a cancer (CAF, cancer-
associated fibroblasts), células estrelladas hepaticas (HSC, hepatic stellate cells) y células
endoteliales sinosuidales hepaticas (LSEC, liver sinusoidal endothelial cells). Los CAF secretan
proteinas de la matriz extracelular, factores de crecimiento como EGF y PDGEF, y citoquinas
inmunomoduladoras, promoviendo inflamacion tumoral y angiogénesis. Ademas, a través de la
sobreexpresion de IL-6 y HGF, mantienen la potencialidad de las células madre tumorales,
facilitando su proliferacion y metastasis®!3!4. Las HSC contribuyen al depdsito de colageno y

1215218 ‘mientras que las

fibrosis hepatica, creando un entorno propicio para la progresion tumora
LSEC — que en condiciones fisioldgicas actian como barrera entre los hepatocitos y la
circulacion sistémica — sufren un proceso de capilarizacion que altera la comunicacion con otras
células hepaticas favoreciendo la progresion tumoral, la evasion inmune y la angiogénesis?!?22

(Figura 4).

En cuanto al componente inmunitario, los TAM son una de las poblaciones mas influyentes en
este contexto. En HCC, los macrofagos M2, con funcién inmunosupresora, producen factores
angiogénicos — VEGF, EGF y PDGF — asi como MMP responsables de la remodelacion de la
matriz asociandose con peor prondstico y progresion tumoral®?!. Asimismo, via produccion de
IL-10, TGF-B y CCL20, favorecen la infiltracion de linfocitos Treg?*? y mediante la expresion
de PD-L1 en las células de Kupffer (KC), macrofagos residentes de higado, inhiben la funcion
de linfocitos T CD8" citotoxicos??®. Los TAM contribuyen a la resistencia a sorafenib, lo que
sugiere que su eliminacion podria potenciar la eficacia terapéutica de este farmaco??*22°, De
igual forma, los neutroéfilos polarizados hacia el fenotipo N2 y las DC infiltrantes favorecen la
progresion mediante la produccion de NET y la liberacion de TGF-, MMP-9 y catepsina G, por

arte de los neutrofilos??!2%6, y la induccion de tolerancia via expresion de PD-L1 por parte de
p y p por p

las DC??’ (Figura 4).

En HCC, las células NK y los linfocitos T citotoxicos (CTL, Cytolytic T Lymphocyte) —
responsables de la inmunovigilancia y la eliminacion de células tumorales — estan disminuidos
numérica y funcionalmente con menor produccioén de perforina, granzima e IFN-y asi como
agotamiento celular. Esta disminucién se asocia al aumento de MDSC, TAM vy linfocitos Treg

que median la inmunosupresion!??228229 Este desequilibrio en las poblaciones linfocitarias
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afecta a la progresion tumoral objetivaindose que bajos niveles de linfocitos Treg y Th17 y la
presencia de CTL se asocian a mejor supervivencia global y menor recurrencia en HCC?3%21,
Son muchos los mecanismos inmunosupresores de los linfocitos Treg, capaces de suprimir la
proliferacion, activacion y funcion de células NK, CTL, linfocitos T cooperadores de tipo 1 (Thl,
T helper cell 1)y B, reclutar MDSC y TAM, asi como activar CAF y HSC promoviendo el
crecimiento y metastasis tumoral?*2. En cuanto a los linfocitos B, mientras que algunos estudios
asocian un aumento de linfocitos B CD19" con un estadio tumoral avanzado y mayor evasion
inmune, otros sugieren que la subpoblacion CD20" podria mejorar el prondstico. Los linfocitos
Breg contribuyen a la inmunosupresion de CTL y a la progresion promoviendo la angiogénesis

y la polarizacion a macrofagos M2233234 (Figura 4).
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Figura 4. Microambiente tumoral en el hepatocarcinoma. Los CAF median procesos de angiogénesis,
remodelacion de la matriz extracelular (ECM), metéstasis y potencialidad de las células madre tumorales.
Las HSC contribuyen al depdsito de colageno y fibrosis y secretan factores que favorecen la potencialidad
de las células madre tumorales. Las LSEC favorecen la progresion tumoral, la angiogénesis y el
reclutamiento de MDSC. Los TAM producen factores angiogénicos y MMP responsables de la
remodelacion de la ECM, median la infiltracion de linfocitos Treg, la expresion de PD-L1 en células de
Kupffer (KC) y la inhibicion de linfocitos T CD8" y DC. Los TAN liberan NET, TGF-B, MMP-9 y
catepsina G. Las MDSC son reclutadas al TME via eje CXCL1/CXCR2 y CCL26/CX3CR1, por HIF-1a
en zonas hipoxicas o SDF-1 producido por las HSC. Las MDSC median la inhibicion de linfocitos T, DC
y células NK a la vez que activan linfocitos Treg, TAM, TAN y CAF. Creada en Biorender.com.
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Las MDSC son un componente importante en el microambiente del HCC. En modelos
ortotopicos de HCC en raton, se ha observado que los ejes CXCL1/CXCR2 y CCL26/CX3CR1
son las principales vias para su reclutamiento y retencion®¥>2%, HIF-1a facilita su acumulacion
en areas hipoxicas del tumor a través de la sobreexpresion de la enzima ectonucleosido trifosfato
difosfohidrolasa 2 (ENTDP2, ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-2) siendo la
presencia de esta enzima un indicador de mal prondstico en pacientes con HCC?7-238, En
modelos de raton, las HSC también pueden reclutar MDSC a través del factor 1 derivado del
estroma (SDF-1, stromal cell-derived factor 1) o CXCLI12 y la sefalizacion de IL-623%240,
Ademas de los multiples mecanismos inmunosupresores desplegados por las MDSC que se han
mencionado anteriormente, las MDSC inhiben la activacion de DC?*!, median la activacion de
CAF — gracias a la produccion de FGF-12% —y se asocian a menor infiltracion de TIL** (Figura

4).

En pacientes con HCC la informacion es bastante limitada. Las MDSC se describieron por
primera vez en una cohorte de 111 pacientes con HCC como una poblacion celular CD14" HLA-
DR7°¥, que se acumula tanto en la sangre periférica como en el microambiente tumoral y se
asocia a progresion tumoral®*, En este trabajo, las MDSC CD14" HLA-DR”°Y, aisladas de la
sangre de pacientes con HCC, mostraban una potente capacidad supresora con alta produccion

244 Posteriormente, B. Hoechst et al.

de Arg-1 y capacidad de expansion de linfocitos Treg
reportaron que las MDSC de pacientes con HCC también median la inhibicion de células NK

autologas via el receptor NKp30'22,

En pacientes con HCC avanzado e inoperable, las MDSC circulantes, identificadas como células
CD33* CDI11b* CDI14 HLA-DR-, correlacionaban con los niveles de linfocitos Treg
circulantes?®. Asimismo, en pacientes con HCC sin tratamiento previo, se encontraron niveles
elevados de MDSC circulantes Lin”"*¥ CD33* HLA-DR", que se asociaron con estadio clinico
mas avanzado, esplenomegalia y niveles elevados de moléculas supresoras, como MMP-13,
NOS-2 y Arg-12%, Esta acumulacion de MDSC también se asocidé con peor prondstico en
términos de supervivencia general y supervivencia libre de recurrencia en HCC, seglin se
demostré en un metaanalisis en el que se incluyeron estudios que definian las MDSC como

células CD33" CD11b" HLA-DR™*% 0 CD14" HLA-DRow 247,
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Las MDSC, ademds de ser un biomarcador prondstico, también se han identificado como
posibles indicadores de respuesta a tratamiento. La radioterapia disminuia las M-MDSC vy las

144 En un estudio

M-MDSC post-tratamiento eran un factor pronostico independiente
prospectivo observacional con 39 pacientes con HCC no resecable tratados con RETA con Itrio-
90, las M-MDSC se asociaban a peor supervivencia global?*3, De igual manera, se ha reportado
que las M-MDSC favorecen la recurrencia tumoral tras el trasplante hepatico via

CXCL10/TLR4/MMP-14 en un estudio que incluyd 331 pacientes con HCC?#.

De acuerdo con la literatura, las M-MDSC parecen ser la subpoblacion predominante en los
pacientes con HCC, sin embargo, los estudios en modelos animales indican que las PMN-MDSC
son las mas implicadas en metastasis?**-232, En cuanto a las eMDSC, Y. Yue et al. reportaron que
esta poblacion no estaba aumentada en pacientes con HCC en comparacion con controles sanos
253

0 pacientes con cirrosis ni se asociaba a ninguna caracteristica clinica

Kalathil et al. definen las MDSC totales como CD33" CD11b* CD14- HLA-DR", fenotipo

. Por el contrario, S.

compatible con las eMDSC, y describen que estan aumentadas en pacientes con HCC avanzado
e inoperable?®*. La informacion en humanos es todavia limitada y no se conocen bien la

importancia y distribucion de las poblaciones de MDSC en HCC.

La enfermedad renal cronica (ERC) se define como la reduccion progresiva e irreversible de la
funcién renal mantenida durante al menos tres meses. El diagnostico de la ERC se basa en una
tasa de filtrado glomerular (TFG) inferior a 60 mL/min/1,73m?, una ratio albumina/creatinina —
albuminuria — superior a 30 mg/g cada 24h o la presencia de otros marcadores de dafio renal
como hematuria persistente, anomalias estructurales detectadas por imagen, anormalidades

254,255

histologicas o historial de trasplantes previos . Globalmente, la ERC presenta una

prevalencia en torno al 10 % en poblacion adulta®®. En Espafia, la prevalencia es del 15,1 %

257, De acuerdo con el Registro Espafiol

aumentando hasta el 37 % en sujetos mayores de 65 afios
de Dialisis y Trasplante (REDYT), la causa mas frecuente de ERC es la diabetes mellitus, seguida
de miscelanea y etiologias no filiadas y la enfermedad glomerular, con incidencias del 21,8 %,

21,6 %y 13,5 %, respectivamente?>8,
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La progresion a insuficiencia renal tiene lugar cuando la TFG desciende por debajo de 15
mL/min/1,73m?. En este estadio de la enfermedad, la funcion renal no es suficiente para
mantener la supervivencia del paciente necesitando terapia renal sustitutiva (TRS)*¥.
Actualmente, los tratamientos sustitutivos incluyen la didlisis, y, como terapia Optima, el

trasplante renal.

La didlisis es el proceso mediante el cual se eliminan los productos de desecho, que no pueden
ser filtrados por el rifdn, gracias a la difusion de solutos y la ultrafiltracion a través de una
membrana semipermeable. La dialisis puede de ser de dos tipos: la hemodialisis — procedimiento
extracorporeo en el que la sangre del paciente se extrae a través de un acceso vascular hasta un
dializador, donde tiene lugar la ultrafiltracion, tras lo cual retorna al paciente — y la dialisis
peritoneal — modalidad en la que se utiliza el peritoneo como membrana para la filtracion y se
introduce el liquido de dialisis a través de un catéter en el abdomen. La hemodiélisis continta
siendo la TRS mas frecuente, aunque la didlisis peritoneal ha aumentado en los ultimos afios ya
que permite una mayor autonomia del paciente y se asocia a mayor supervivencia en
comparacion con la hemodidlisis. No obstante, el trasplante renal es la TRS de eleccion puesto
que proporciona la mayor supervivencia y calidad de vida a los pacientes, asi como un mejor

coste-eficiencia60-262,

El trasplante renal esta indicado para aquellos pacientes con enfermedad renal cronica avanzada
(ERCA) sin importar la causa. Sin embargo, existen contraindicaciones absolutas — neoplasia
activa, enfermedad cronica con esperanza de vida inferior a un afio, consumo activo de drogas o
alcohol, psicosis no controlada — y relativas — infeccion activa (excepto VHC), no adherencia al
tratamiento demostrada, enfermedad coronaria, vascular periférica severa o cerebrovascular,
hepatitis activa, infeccion VIH con carga viral no controlada e hiperparatiroidismo severo.
Aunque la edad del receptor no es per se una contraindicacién, muchas de las contraindicaciones

relativas aparecen mas frecuentemente en pacientes de edad avanzada?63-264,

Los injertos renales trasplantados pueden provenir de un donante cadéver o de un donante vivo
(10,3 % de los donantes). El donante vivo, a pesar de ser el menos habitual, es el que ofrece
mejor supervivencia tanto del paciente como del injerto®®®. Los donantes cadaver, segun la causa
del fallecimiento, se clasifican en donante cadaver en muerte encefélica y donante en asistolia
suponiendo, respectivamente, €l 51,5 % y €l 37 % de los donantes en Espafia en el 2022238, Los
injertos procedentes de donantes en asistolia entraflan mayor riesgo ya que presentan mayor

retraso de la funcion renal, suelen requerir sesiones de dialisis en las primeras semanas post-
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trasplante, y tienen mayor probabilidad de disfuncion primaria del injerto. Otros factores que
influyen en la supervivencia del injerto incluyen la compatibilidad donante-receptor, el tiempo
de isquemia fria — enfriamiento de un tejido u 6érgano como consecuencia de la reduccion o
interrupcion del flujo sanguineo —, la terapia inmunosupresora, y haber recibido didlisis previa
al trasplante, influyendo negativamente en la supervivencia haber recibido hemodiélisis en

comparacion con didlisis peritoneal?66-268,

Hoy en dia, el trasplante alogénico — procedente de un donante genéticamente no idéntico — es
posible gracias al desarrollo tanto de las técnicas quirurgicas y de preservacion de 6rganos como
a los avances en inmunologia que han optimizado la seleccion de los donantes mas
inmunologicamente compatibles e identificado dianas clave para los tratamientos

inmunosupresores.

En individuos inmunocompetentes, el trasplante entre individuos no genéticamente idénticos
conduce al alorreconocimiento — identificacion de células y tejidos no propios — del injerto por
parte de los linfocitos T'y B gracias al TCR y al receptor de linfocitos B (BCR, B cell receptor)*®.
La respuesta inmunitaria adaptativa frente al 6rgano trasplantado se dirige fundamentalmente
frente a antigenos codificados por genes polimorficos que difieren entre individuos de una misma
especie. El sistema polimorfico més importante son las moléculas del MHC o HLA. Se trata de
un conjunto de genes altamente polimorfico dividido en dos clases, I y II, diferencidandose entre
ellas en su estructura, patrén de expresion y procesamiento de los antigenos. Las moléculas HLA
de clase I se expresan en todas las células nucleadas y plaquetas mientras que las de clase II solo

en APC, linfocitos B y células timicas epiteliales!-*"°.

El reconocimiento de los aloantigenos puede tener lugar por tres vias: directa, indirecta y
semidirecta. En la via directa, las APC del donante presentan péptidos en moléculas de clase [ 'y
clase II a los linfocitos T CD8" y CD4" del receptor, respectivamente (Figura 5A). En la via
indirecta, las moléculas HLA del donante son capturadas y procesadas por APC del receptor y
reconocidas por linfocitos T CD4" del receptor. Algunos antigenos del injerto pueden ser
presentados a los linfocitos T CD8" a través del HLA de clase I mediante presentacion cruzada
— fenémeno mediante el cual las DC fagocitan proteinas derivas del injerto que se liberan en el
27!

citosol y son procesadas por el proteosoma presentdndose en moléculas HLA de clase

(Figura 5B). En la via semi-directa o cross-dressing, las DC del receptor adquieren complejos
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HLA-péptido alogénico procedentes de células del donante, a través de exosomas, trogocitosis
o nanottbulos, y son reconocidos por linfocitos T del receptor?’; por el momento, este proceso
se ha demostrado en modelos animales y en el contexto del trasplante hepatico clinico?’327#

(Figura 5C).

A Directa B Indirecta C Semidirecta
APC APC APC
Donante Receptor Receptor

N N

@ @
Linfocito T Linfocito T Linfocito T
Receptor Receptor Receptor

TCR HLA HLA e Peptido
Receptor Receptor Donante Donante

Figura 5. Reconocimiento y presentacion de aloantigenos. (A) Presentacion Directa (B) Indirecta y
1.275'

(C) Semidirecta. Creada en Biorender.com y adaptada de J. Callemeyn et a

Tras el reconocimiento por cualquiera de las vias descritas, los linfocitos T se activan y
diferencian llevando a cabo sus funciones efectoras responsables del rechazo celular. Los
linfocitos T CD4" se diferencian a linfocitos Th, células efectoras productoras de citoquinas que
median la respuesta inmunoldgica, a linfocitos T foliculares cooperadores (Tth, T follicular
helper cells) o a linfocitos Treg. Los linfocitos Thl y Thl7 secretan IFN-y e IL-17,

respectivamente, generando un ambiente pro-inflamatorio y reclutando monocitos y
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macrofagos?’S. En el caso de la subpoblacion Th2, puede desencadenar también rechazo humoral
o promover la migracién de eosindfilos gracias a la produccion de IL-4, IL-5 e IL-13. Aunque
es poco habitual, algunos rechazos tienen perfil Th22"7. Los linfocitos Tfh cooperan con los
linfocitos B facilitando la produccion de anticuerpos. En el contexto del trasplante, los linfocitos

Tfth se han asociado al rechazo mediado por anticuerpos?’®27

. Los linfocitos Treg son
mediadores esenciales en la tolerancia periférica y favorecen la supervivencia del injerto
suprimiendo la respuesta inmunitaria mediante produccién de citoquinas anti-inflamatorias,
supresion directa de células efectoras y modulacion de la diferenciacion y funcion de DC?30

(Figura 6).

Los linfocitos T CD8" se diferencian a CTL que migran al injerto, donde tiene lugar la lisis
celular principalmente por la liberacion de perforina y granzima B — provocando la apoptosis de
la célula diana — o por la union de Fas ligando (FasL) a Fas en la célula diana?’!-?%!, En cuanto a
la migracion, en el contexto del rechazo, las quimioquinas relevantes son CXCL9, CXCL10 y

CXCL11%%,

El compartimento B, responsable de la produccion de anticuerpos donante-especificos (DSA,
donor-specific antibodies), media el rechazo humoral. Para la generacion de aloanticuerpos de
alta afinidad se requiere cooperacion con linfocitos Th activados mediante presentacion

indirecta, es decir, activados mediante interaccion con una DC del receptor?®3

. Las principales
dianas antigénicas son las moléculas HLA, tanto clase I como II, y los antigenos del sistema de
grupo sanguineo ABO?*. Estos anticuerpos anti-HLA DSA — generados pre-trasplante, en
trasplantes previos, transfusiones o embarazados, o de novo tras el trasplante — son altamente

deletéreos para la supervivencia del injerto®3

provocando lesiones vasculares en el drgano
debido a la activacion del complemento, asi como mecanismos independientes del mismo. La
activacion de la cascada del complemento lleva a la activacion de células endoteliales y a la
formacion del complejo de ataque a membrana (MAC, membrane attack complex) provocando
la pérdida de la integridad de la vasculatura. Las anafilotoxinas C3a y C5a aumentan la
permeabilidad de los capilares sanguineos e inducen la quimiotaxis de células innatas. Por otra
parte, la unioén de los anticuerpos a receptores Fc (FcR) presentes en neutrofilos, macréfagos y

células NK desencadena la liberacion de citoquinas inflamatorias, en el caso de los macrofagos,

y de perforina y granzima B, por parte de las células NK?762%¢ (Figura 6).

En el contexto del trasplante, la inmunidad innata también participa en la respuesta inmunitaria

alogénica, aunque su rol es menos conocido. Células NK, monocitos y neutrdfilos tienen ademas
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un papel dual en lo que al rechazo se refiere. Tras el trasplante, los DAMP, liberados como
consecuencia del dafio de isquemia-reperfusion, se unen a receptores de reconocimiento de
patrones (PRR, pattern recognition receptor) provocando la activacion de células innatas que
seran responsables de la activacion del compartimento adaptativo y de otras funciones

efectoras?’®,

Las células NK contribuyen a la respuesta frente al injerto mediante cuatro mecanismos: 1)
activacion directa por la unién a ligandos activadores; i1) reconocimiento de pérdida de lo propio,
missing-self recognition, debido a la ausencia de moléculas MHC propias en el injerto, lo que se
ha asociado con inflamacién microvascular y rechazo cronico vascular incluso en ausencia de
DSA?287:288 jii) citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC, antibody-dependent cellular
cytotoxicity) tras la union a CD16 (FcyRIIIA); y iv) ambiente inflamatorio por la presencia de
citoquinas como IL-12, IL-15 e IL-18, secretadas por DC?*. En determinados modelos se ha
observado que las células NK también pueden inducir tolerancia mediante la eliminacion de APC
alogénicas®”, produccion de IL-10 y activacion de Treg®®! 'y supresion de linfocitos T

efectoras®? (Figura 6).

Uno de los principales mediadores tempranos en las respuestas inmunitarias al injerto son los
neutréfilos, implicados en la lesion de isquemia-reperfusion y en el retraso de la funcion renal,

1293

en el rechazo humoral®®® y en el inicio del rechazo celular agudo actuando como APC** o

estimulando DC?%°. Ademas de la funcion pro-inflamatoria de los neutrofilos, también estan

296

implicados en la reparacion tisular<’® y en la resolucion de la inflamacion, mediante apoptosis

297

controlada®”’, liberacion de pequefias vesiculas extracelulares®® e inhibicion de la activacion de

linfocitos T gracias a la liberacion de elastasa y catepsina G que inactivan IL-2 e IL-62%°.

En cuanto a las células dendriticas, ademds de ser las células especializadas en la presentacion
antigénica, y por tanto involucradas en diferentes mecanismos de rechazo, también pueden
mediar funciones tolerogénicas: inhibicién del compartimento T*%, liberacién de mediadores

anti-inflamatorios como IDO, IL-10, TGF-B o NO**! y diferenciacion de Breg y Treg??2303,

Los macrdfagos suponen entorno al 60 % de las células encontradas en el 6rgano rechazado y
participan tanto en el rechazo celular como humoral®®*. En funcion de los factores y citoquinas
presentes, pueden diferenciarse en sentidos opuestos. Los macrdéfagos clasicos o M1 surgen en
respuesta a DAMP y citoquinas pro-inflamatorias como IFN-y o TNF-a*%. Participan en la

respuesta pro-inflamatoria mediante: 1) reclutamiento linfocitario, por medio de la expresion de
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CXCL9, CXCL10 y CXCL16; ii) produccion de altos niveles de TNF-a,, IL-1p, IL-6, IL-12 e
IL-23, que inducen la diferenciacion de linfocitos T CD4" a Thl o Thl7, y de iNOS2 ¢
intermediarios reactivos de oxigeno (ROI, reactive oxygen intermediates); y iii) up-regulacion
de CD40, CD80, CD86 y MHC-II para facilitar la presentacion antigénica®*®3%7. Por el contrario,
los macrofagos polarizados hacia M2 son los responsables de la reparacion tisular y la tolerancia
del injerto. Aunque hay varias subpoblaciones de macréfagos M2, todas ellas secretan grandes

cantidades de IL-10 junto con Arg-1, TGF-B y factores pro-fibroticos’*® (Figura 6).

Activacion Linfocitos B

Dafio mediado por
NK por ADCC y

Diferenciacién Tfh missing-self

Dafio endotelial mediado
por anticuerpos anti-HLA

Oclusion vascular y

~fibrosis intersticial
Activacion H

células innatas

CXCL9
Reclutamiento CACLI0
linfocitario
Reconocimiento
antigénico

Inflamacion mediada
por CK liberadas por Th

Destruccioén parenquima y
células endoteliales por CTL

Figura 6. Respuesta inmunitaria alogénica en el trasplante renal. Los linfocitos T CD4" se diferencian
a linfocitos Th, Tth y linfocitos Treg. Los linfocitos Th se activan al reconocer aloantigenos presentados
por las DC. Los linfocitos T CD8" reconocen aloantigenos en el endotelio mediando la muerte de las
células del parénquima y los linfocitos Th liberan citoquinas que provocan inflamacion. Los linfocitos
Tth median la cooperacion con los linfocitos B que secretan anticuerpos donante-especificos que median
el rechazo humoral. La unién de los anticuerpos a su diana provoca la activacion del complemento que
lleva a la formacion del complejo de ataque a la membrana. Las células NK son activadas tanto por los
anticuerpos que se unen a CD16 como por la ausencia de moléculas de HLA. Las células innatas se
activan por reconocimiento de DAMP. Los macroéfagos (M) secretan multiples mediadores
inflamatorios y median el reclutamiento linfocitario al injerto, asi como la diferenciacion a Thl. Cuando
la inflamacion se cronifica, el dafo a los vasos sanguineos lleva a la proliferacion de las células del
musculo liso resultando en oclusion vascular y fibrosis intersticial. Las MDSC median la supresion de
las poblaciones inflamatorias y favorecen la diferenciacion de linfocitos Treg. Creada en Biorender.com.
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La terapia inmunosupresora tiene como principales dianas diferentes mecanismos relacionados
con la funciéon de los linfocitos T ya que estos se consideran necesarios para la aparicion de
rechazo, sobre todo en los primeros momentos tras el trasplante. La estrategia se divide en tres

etapas: induccion, mantenimiento y tratamiento del rechazo.

La terapia de induccion se administra pre-trasplante y en el post-trasplante inmediato con el
objetivo de generar una inmunosupresion intensa, pero de corta duracion, para que el 6rgano
pueda implantarse sin complicaciones reduciendo el riesgo de rechazo agudo. La eleccion del
tratamiento depende del riesgo inmunoldgico de acuerdo con las guias KDIGO®*. Los

principales farmacos empleados son anticuerpos, bien bloqueantes o deplecionantes.

En el centro de realizacion de este estudio, el Hospital Universitario 12 de Octubre, los mas
empleados son: 1) globulina anti-timocitica (ATG, anti-thymocyte globulin) — anticuerpo
policlonal dirigido frente a multiples antigenos de superficie que media la inmunosupresion

gracias a la inactivacion y deplecion principalmente de los linfocitos T3!031!

— empleado en
pacientes de alto riesgo inmunologico por trasplantes previos, hiperinmunizados, con presencia
de multiples anticuerpos anti-HLA preformados, en receptores jovenes, tiempos de isquemia fria
prolongados o episodios de rechazo previos’”; ii) basiliximab — anticuerpo monoclonal
quimérico con especificidad para IL-2Ra, 0 CD25, que bloquea la proliferacion y diferenciacion
de los linfocitos T — usado en pacientes con menor riesgo inmunologico’!2. Aquellos pacientes
que presentan DSA en el momento del trasplante con frecuencia requieren de protocolos de

desensibilizacion, que combina plasmaféresis, inmunoglobulina intravenosa (IVIG) vy

rituximab?!3,

A pesar del corto periodo de tiempo en el que se administran estos anticuerpos sus efectos pueden
perdurar hasta afios post-trasplante’!. Ademas, no solo deplecionan poblaciones celulares
importantes en la respuesta de rechazo sino también poblaciones reguladoras que median la
tolerancia del injerto’!>. Por ello, en aquellos pacientes en los que es posible prescindir de ella
no se administra terapia de induccion. Se trata de casos en los que hay compatibilidad HLA y los

organos provienen de donantes vivos.
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La terapia de mantenimiento es un tratamiento cronico que evita la respuesta inmunitaria frente
al injerto. Los farmacos utilizados en esta etapa se clasifican en: 1) inhibidores de la calcineurina;
i) corticoides; iii) antimetabolitos; iv) inhibidores de mTOR; y v) bloqueantes de la co-
estimulacion. Lo mas utilizado es una combinacion de fArmacos que varia en funcién del centro
trasplantador. Aunque se requiere una inmunosupresion mantenida, los niveles se suelen
disminuir con el tiempo para evitar efectos secundarios asociados a la misma, como infecciones
o aparicion de cancer’!'®. En nuestro centro la terapia estandar es la triple terapia, que combina

tacrolimus, micofenolato mofetilo (MMF) y corticoides.

El tacrolimus o FK-506 se une a la inmunofilina FKBP12 formando un complejo que inhibe la
calcineurina, enzima responsable de la transcripcion de la IL-2 y otras citoquinas esenciales para
la co-estimulacion y diferenciacion de los linfocitos T3!7. Se prefiere con respecto a la
ciclosporina ya que ha demostrado mas eficacia en evitar el rechazo agudo®'®3!1°. Debido a la
neuro y nefrotoxicidad es necesario controlar regularmente su concentracion plasmatica y que

se mantenga en rango terapéutico, en el caso de nuestro centro 8-12 ng/mL*?° (Figura 7).

El micofenolato es un agente antimetabolito que bloquea la sintesis de novo de nucleé6tidos de
purina al inhibir la enzima inosina 5’ monofosfato deshidrogenasa (IMPDH, inosine-5'-
monophosphate dehydrogenase) de forma que se impide la proliferacion tanto de linfocitos T
como B!, Se prefiere a la azatioprina por la asociacion con mejor supervivencia del injerto y

menor tasa de rechazo*?? (Figura 7).

La prednisona, corticoesteroide empleado en nuestro centro, es un anti-inflamatorio no
especifico que interfiere en multiples pasos de la respuesta inmunitaria como la presentacion
antigénica, la produccion de citoquinas y la proliferacion linfocitaria. Este farmaco no solo tiene
como diana poblaciones linfoides, sino que también actia sobre células mieloides y puede
inducir linfocitos Treg323. La dosis se suele reducir hasta su eliminacion a lo largo del primer afio
post-trasplante para evitar sus efectos secundarios que incluyen hiperglucemia, retencion de

liquidos, hipertension, osteoporosis y susceptibilidad a infecciones®?* (Figura 7).

Otros farmacos muy empleados en el manejo del paciente trasplantado son los inhibidores de
mTOR, sirolimus y everolimus. mTOR es un complejo central a multiples vias que regula el

metabolismo, crecimiento y proliferacion celular. Normalmente se introducen como alternativa
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cuando el paciente no puede continuar con inhibidores de la calcineurina debido a toxicidad o

aparicion de cancer tras el trasplante’? (Figura 7).

Basiliximab

; Everolimus
: Sirolimus
: CDK/
H Ciclinas

Sintesis
Nucleétidos

MMF
Azatioprina

vl
Celular
S

Tacrolimus
Ciclosporina

Nucleo

Figura 7. Dianas celulares de los firmacos inmunosupresores en linfocitos T. AP-1, proteina
activadora 1; CDK, ciclina dependiente de quinasa, cyclin-dependent kinase; 1IKK, Quinasa kB, /xB
kinase; JAK, quinasas Janus, Janus Kinases; MAPK, Quinasa Activada por Mitdégeno, Mitogen-Activated

Protein Kinase; NFAT, Factor activador de linfocitos T activados, Nuclear factor of activated T-cells.
Creada en Biorender.com y adaptada de M. Meneghini et al.***.

4.3.3.  Tratamiento del rechazo

Como tratar el rechazo desde el punto de vista farmacoldgico depende de la fisiopatologia de
este. Habitualmente, durante el primer afio predomina el rechazo celular en las biopsias, mientras

que a partir del afio post-trasplante el diagnostico mas comun es el rechazo mediado por

anticuerpos (ABMR, antibody-mediated rejection).

El rechazo celular ha disminuido significativamente gracias al efecto combinado de las terapias

de induccion y mantenimiento®?’. El tratamiento también va a depender de la biopsia, clasificada
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de acuerdo con los criterios de Banff*28, En general, se comienza reinstaurando o aumentando la
dosis de corticoides’®. A continuacion, se administran tratamientos dirigidos frente a los
linfocitos T como ATG, basiliximab o alemtuzumab, anticuerpo monoclonal recombinante frente

a CD523%0,

El ABMR es la causa mayoritaria de pérdida del injerto por rechazo inmunolédgico y esta causado
por los DSA anti-HLA generados pre y post-trasplante. Este tipo de rechazo se divide a su vez
en agudo — los anticuerpos se unen al endotelio del injerto y activan multiples mecanismos que
llevan a la pérdida rapida de la funcion del injerto — y cronico — proceso patoldgico progresivo
resultante de eventos tromboticos repetitivos con cambios inflamatorios que llevan a dafio

328 En el rechazo humoral activo el objetivo es reducir los

endotelial y remodelacion de la matriz
titulos de DSA, eliminar las poblaciones de linfocitos B y células plasmaticas, impedir la
activacion del complemento y reducir la lesion endotelial. Para ello, se utilizan corticoides,
plasmaféresis, IVIG, rituximab — anticuerpo monoclonal deplecionante anti CD20 —, bortezomib
dirigido frente a células productoras de anticuerpos y eculizumab que inhibe la activacion del
complemento mediante la union a C5°3!32, En el rechazo humoral cronico el dafio tisular es

1333

irreversible y tratar las causas es mads dificil’>°, por lo que no hay tanto consenso en el

tratamiento. El tratamiento mas habitual incluye corticoides, IVIG y rituximab33*

, aunque mas
recientemente tocilizumab — dirigido frente al receptor de IL-6 —y felzartamab — frente a CD38,
presente en células plasmaticas y células NK — han emergido como posibles terapias

efectivas’¥-3¢ (Figura 8).
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Figura 8. Estrategias terapéuticas dirigidas al rechazo mediado por anticuerpos. Creada en
Biorender.com y adaptada de A. Vo, N. Ammerman & S. Jordan®"’,
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Actualmente, las complicaciones cardiovasculares suponen la primera causa de muerte en los
pacientes trasplantados. Los eventos cardiovasculares en la poblacion trasplantada incluyen
enfermedad de las arterias coronarias, fallo cardiaco, arritmias e hipertension pulmonar. A los
factores de riesgo tradicionales como la hipertension, el tabaco, la dislipidemia o la diabetes, se
suman otros como el estrés oxidativo, la inflamacioén o la terapia inmunosupresora. Los efectos

de la inmunosupresion incluyen hipertension, dislipidemia, diabetes post-trasplante y anemia®3.

Tras el trasplante, el riesgo de desarrollar infecciones aumenta debido a las exposiciones
epidemioldgicas y a la inmunosupresion a la que estan sometidos los pacientes®*”. Las
infecciones en el paciente trasplantado pueden ser infecciones comunes que pueden volverse
persistentes en estos pacientes, infecciones oportunistas clinicamente relevantes en pacientes

inmunosuprimidos o infecciones que se reactivan, tanto del donante como del receptor.

Asimismo, las infecciones dependen del momento post-trasplante, en funcion de las
modificaciones de la medicacion inmunosupresora a lo largo del tiempo. Asi, en el primer mes
los principales riesgos son las reactivaciones de infecciones pre-existentes tanto en el donante
como el receptor o complicaciones infecciosas derivadas de la cirugia o la hospitalizacion®, En
el periodo intermedio, hasta los 12 meses, la inmunosupresion es maxima y aparecen patdogenos
oportunistas como Preumocystis jirovecii, o hay reactivacion de virus latentes como virus del
herpes simple y citomegalovirus (CMV). A partir de los 12 meses, la inmunosupresion se reduce
y estabiliza. En este ultimo periodo, los patogenos ambientales del paciente cobran mads

importancia®®,

Ademas de poner en riesgo la vida del paciente, las infecciones pueden favorecer la respuesta

341

inmunitaria alogénica provocando el rechazo del injerto’*'. Los pacientes pueden recibir

tratamiento profilactico para determinados patogenos en funcion de su situacion personal.
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Otra de las complicaciones con mayor morbimortalidad es la aparicion de tumores en los
pacientes trasplantados. La incidencia de cancer en los trasplantados renales es de mas del doble
que en poblacidon general pareada por sexo y edad con incidencias acumuladas del 5 % a los 5
afios y por encima del 25 % tras 20 afios. El aumento de incidencia es dependiente del tipo de
tumor, observandose el mayor aumento con respecto a poblacion general en el sarcoma de
Kaposi, con una incidencia 300 veces mayor, cancer cutaneo no melanoma (CCNM), 2-40 veces,
cancer de labio, mas de 10 veces, y trastorno linfoproliferativo post-trasplante (PTLD, Post-
transplant Lymphoproliferative Disorder). Por el contrario, no se ha observado aumento de la

incidencia en cancer de mama o de prostata®?-348,

Los factores de riesgo para el desarrollo del cancer son variados y dependen del tipo de tumor,
la regidon geografica y la poblacion estudiada. Ademads, estan influenciados tanto por las
caracteristicas individuales del paciente como por la inmunosupresion. A partir de los diversos
estudios observacionales publicados, se han identificado multiples factores: 1) edad, aumentando
el riesgo de cancer en receptores mayores de 55 afios**; ii) sexo masculino, con un 20-30 % de
riesgo mas que las mujeres’’; iii) raza, relevante en CCNM, céncer mas prevalente en
trasplantados caucasicos que en receptores afroamericanos o asiaticos®#-33132; jv) enfermedad
de base de la ERC, tanto los pacientes con diabetes como aquellos con enfermedad renal

poliquistica parecen tener menos riesgo de aparicion de tumores?#%-339-353; v) dialisis de larga

duracion pre-trasplante’>*; vi) historial de cancer; y vii) factores ambientales como exposicion

solar o historial de tabaquismo3>>-3%,

Igualmente, los factores inmunoldgicos y relacionados con el trasplante tienen un impacto en el
riesgo de cancer, ya que influyen tanto en los episodios de rechazo como en la inmunosupresion.
Las incompatibilidades en HLA-DR se han asociado a mayores tasas de linfomas B en pacientes
trasplantados®®’. El donante también afecta, de forma que receptores con drganos de donantes
cadaver con criterios expandidos tenian un 50 % mas de riesgo que receptores de donante de
358

vivo>>®. En cuanto al estado serolégico CMV donante/receptor, no se ha visto que afecte a la

aparicion de cancer.

Por lo general, el desarrollo de cancer se atribuye a la inmunosupresion cronica a la que estan
expuestos los pacientes trasplantados, viéndose comprometida la inmunovigilancia anti-tumoral.

De forma esperada, se ha observado que menores dosis de fArmacos o la retirada parcial o total
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de la inmunosupresion se asociaba con menor incidencia de tumores®¥-3¢!

. Los agentes
deplecionantes de linfocitos T, empleados como terapia de induccion o para el tratamiento del
rechazo agudo, aumentaron el riesgo entre el 30 % y el 80 % de linfoma no Hodgkin o PTLD en

362.363  En relacién con los

comparacion con los receptores que no recibieron induccion
anticuerpos anti-IL2R, basiliximab o daclizumab, administrados como terapia de induccion, no
se ha encontrado un aumento del riesgo de cancer’®>3%4, Los inhibidores de mTOR, en
comparacion con inhibidores de la calcineurina, también disminuian hasta el 50 % el riesgo de

céncer342’365’366.

Aunque se han identificado diversos factores de riesgo para el desarrollo de neoplasias en el
post-trasplante y los pacientes son sometidos a seguimientos periddicos con revisiones y
cribados, es crucial contar con biomarcadores que permitan identificar a aquellos con mayor
susceptibilidad de desarrollar cancer. Estos biomarcadores facilitarian la evaluacion del riesgo
en funcion de las caracteristicas personales del paciente, su tratamiento inmunosupresor y
factores inmunolédgicos. De esta manera, se podria personalizar la vigilancia y mejorar la

prevencion y deteccion temprana de tumores en esta poblacion.

Al contrario de lo que ocurre en cancer, en el contexto del trasplante de 6rgano sélido, las MDSC
surgen como una poblacion potencialmente beneficiosa ya que gracias a sus multiples

mecanismos inmunosupresores podrian ayudar a evitar el rechazo inmunologico.

1368,369 370,371

En animales trasplantados de corazon®®’, pie , cornea , islotes pancreaticos®” y

rifon®73*7* se ha observado una acumulacion, en Organos linfoides e injertos, de células

mieloides con capacidad supresora in vitro. El aumento, o transferencia, de MDSC se asociaba
a mayor supervivencia del injerto. El bloqueo de las MDSC conllevaba la pérdida del injerto®”

mientras que la administracion de dexametasona favorecia la funcion de las MDSC37S,

En humanos, son limitados los estudios que evaltian las MDSC en el contexto del trasplante. En
receptores renales, B. Hock ef al. encontraron niveles aumentados de MDSC totales, asi como
de M-MDSC y PMN-MDSC en comparacion con controles sanos. Las MDSC se expandian post-
trasplante independientemente de la terapia de induccion administrada®’’7®. Y. Luan et al.
también observaron una expansion de M-MDSC en receptores renales. Estas MDSC eran

capaces de expandir linfocitos Treg in vitro’”. En una cohorte de 50 receptores de trasplante
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renal con rechazo celular T agudo dividieron a los pacientes segtn sus niveles de MDSC en altos
y bajos, siendo 10 % de MDSC sobre las células mononucleares de sangre periférica (PBMC,
peripheral blood mononuclear cells) el punto de corte, y observaron que los pacientes del grupo
de MDSC altas presentaba mayor supervivencia del injerto®*°. En receptores renales con injerto
funcionante 10 afos post-trasplante y dosis bajas de firmacos inmunosupresores, encontraron
que las M-MDSC estaban elevadas con respecto a controles sanos y pacientes con corta

supervivencia del injerto®8!.

En receptores intestinales, de acuerdo con S. Okano et al., tanto las MDSC totales como las tres
subpoblaciones estaban aumentadas y presentaban capacidad supresora in vitro. Los pacientes
con rechazo presentaban menores niveles de MDSC circulantes. Ademads, fueron capaces de
detectar las MDSC en el injerto y la adicion de las MDSC a co-cultivos in vitro aumentaba la

viabilidad de organoides intestinales derivados del donante®®?.

En los ultimos afios, se han descrito las MDSC en receptores de trasplante pulmonar. Aunque no
se observo relacion con eventos clinicos a corto plazo si que aumento la frecuencia de M-MDSC
tras el rechazo celular agudo®®®. En pacientes con rechazo tras un trasplante hepatico se han
encontrado que las M-MDSC juegan un papel clave en el rechazo ya que las M-MDSC CD84*

PD-L1" inducian el agotamiento de linfocitos T CD8* que contribuyen al rechazo®%4.

Hasta el momento, no se conoce en profundidad el papel de las eMDSC en el contexto del
trasplante 6rgano solido. M. Iglesias-Escudero et al. reportaron el aumento de eMDSC post-
trasplante en pacientes de trasplante pulmonar®®3, sin embargo, en trasplante renal esta poblacion

disminuia a los 6 meses post-trasplante®s>.

Nuestro grupo, en una cohorte de 229 receptores renales encontr6 niveles aumentados de M-
MDSC con capacidad supresora hasta 12 meses post-trasplante. Aunque no se observo
asociacion con eventos de rechazo, las M-MDSC se encontraron disminuidas en aquellos
pacientes con anticuerpos anti-HLA. Asimismo, aquellos pacientes con niveles elevados de
M-MDSC, M-MDSC > 179,2 cel/uL, a los 14 dias post-trasplante presentaban menor
supervivencia libre de malignidad siendo las M-MDSC un factor de riesgo independiente de

386

aparicion de neoplasia en el post-trasplante’®®. Esta asociacion también fue observada

posteriormente por M.J. Bottomley ef al., quienes reportaron que menor expresion de HLA-DR

se asociaba con aparicion de neoplasia al afio post-trasplante®®’.
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Por tanto, las MDSC parecen tener un papel relevante en la tolerancia necesaria para la
supervivencia del injerto. Sin embargo, los estudios existentes son pocos y con cohortes
reducidas. Las MDSC tienen el potencial para ser un biomarcador tanto de rechazo como de

aparicion de neoplasia post-trasplante pero es necesario profundizar en su papel en el trasplante.
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Estudios previos de nuestro grupo de investigacion observaron que en los receptores de
trasplante renal en los que se administraba basiliximab, anticuerpo monoclonal dirigido frente a
CD25 — cadena a del receptor de IL-2 — como terapia de induccién, se observaba una

disminucion significativa de la subpoblacion de eMDSC.
En base a esto, el primer objetivo de la presente Tesis Doctoral fue:

1. Evaluar la presencia y funcionalidad de CD25 en la poblacion de eMDSC.
Este objetivo se desarroll6 en los siguientes subobjetivos:

1.1. Analizar el efecto de basiliximab sobre las eMDSC y la expresion de CD25.
1.2. Determinar la presencia y funcionalidad de las cadenas del receptor de IL-2 en

células mieloides.

Asimismo, las MDSC son una poblacion con capacidad inmunosupresora implicada en
progresion tumoral y metéstasis que, en pacientes con hepatocarcinoma, se acumula tanto en
sangre periférica como en el microambiente tumoral asocidndose a mayor progresion tumoral y
peor supervivencia. Sin embargo, se desconoce la distribucion y el papel de cada una de las

subpoblaciones de MDSC en estos pacientes.
En base a esto, el segundo objetivo de la presente Tesis Doctoral fue:

2. Analizar el papel de las MDSC circulantes en pacientes con hepatocarcinoma.
Este objetivo se desarroll6 en los siguientes subobjetivos:

2.1. Caracterizar las subpoblaciones de MDSC y sus factores asociados en sangre
periférica de pacientes con hepatocarcinoma.

2.2. Evaluar la capacidad funcional de las MDSC.

2.3. Analizar la relacion entre las distintas subpoblaciones de MDSC y el perfil clinico

de los pacientes con hepatocarcinoma.

Por otro lado, en el contexto del trasplante de 6rgano sélido, es posible hipotetizar que las MDSC
son una poblacion beneficiosa que favorece la tolerancia al injerto. Si bien el trasplante renal es
la mejor opcidn terapéutica para pacientes con enfermedad renal cronica avanzada, la terapia
inmunosupresora, necesaria para garantizar la supervivencia del injerto, favorece la aparicion de

neoplasia en el post-trasplante. Por tanto, es necesaria la busqueda de biomarcadores para

93



W opjetivos

identificar los individuos en riesgo de desarrollar cancer en el post-trasplante. Un trabajo anterior
de nuestro grupo identifico que las M-MDSC elevadas precozmente eran un factor de riesgo

independiente de aparicion de neoplasia a los dos afios post-trasplante.
En base a esto, el tercer objetivo de la presente Tesis Doctoral fue:

3. Evaluar el papel de las M-MDSC como factor de riesgo de aparicion de neoplasia

en el post-trasplante tardio.
Este objetivo se desarroll6 en los siguientes subobjetivos:

3.1. Estudiar las M-MDSC en receptores de trasplante renal y su asociacion con la
aparicion de cancer en el post-trasplante.

3.2. Evaluar los factores clinicos y demograficos asociados al riesgo de neoplasia y
mortalidad en la poblacion trasplantada.

3.3. Evaluar los factores asociados a la aparicion de carcinoma cutaneo basocelular.

3.4. Evaluar los factores asociados a la aparicion de carcinoma cutaneo epidermoide.

3.5. Evaluar los factores asociados a la aparicion de tumores profundos.

3.6. Analizar la relacion de las M-MDSC con eventos sensibilizantes y rechazo.
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1. Pacientes

En este trabajo se han analizado dos cohortes:

Para el estudio de las MDSC en el contexto del hepatocarcinoma se incluyeron 22 pacientes con
cancer hepatico reclutados en el Hospital Universitario 12 de Octubre entre marzo de 2018 y
febrero de 2021 antes de someterse a cirugia: 18 para trasplante hepatico y 4 para reseccion
tumoral. De estos pacientes, 20 presentaban HCC y 2 hepatocolangiocarcinoma (CCA). El
diagnoéstico de HCC o CCA se confirm6 histolégicamente en todos los pacientes. Se obtuvo
sangre periférica previo a la cirugia. También se recluté un grupo de 17 controles sanos (CS)
pareados por sexo y edad — con una mediana de edad de 63 afos (rango intercuartilico, IQR: 58
—67) en el grupo HCC y de 57,5 afios (IQR: 41,5 - 62) en el grupo CS, p-value > 0,05 para la
comparacion. Asimismo, se incluyd un grupo de 6 receptores de trasplante hepatico (RTH) de
los que se tomaron muestras pre-trasplante y 7 y 14 dias post-trasplante. El estudio fue aprobado
por el Comité de Etica del Instituto de Investigacion del Hospital 12 de Octubre (i+12) y todos
los sujetos firmaron el consentimiento informado previo a la utilizacion de las muestras (CEIL

17/015)

Para el estudio de receptores renales se incluyeron 240 pacientes receptores de un trasplante
renal (RTR) trasplantados en el Hospital Universitario 12 de Octubre entre noviembre de 2014
y junio de 2016. Se tomaron muestras en el momento pre-trasplantey a7y 14 diasyal,3,6y
12 meses post-trasplante. Se eliminaron 14 pacientes por pérdidas de seguimiento, de forma que

el estudio incluye 226 RTR.

Esta cohorte fue analizada de manera prospectiva durante nueve afios recogiendo variables
clinicas e inmunoldgicas. Se consideraron como eventos finales la aparicion de neoplasia,
eventos de rechazo, la aparicion de anticuerpos anti-HLA DSA y la muerte. En los pacientes con
sospecha de rechazo se realizaron biopsias para su confirmacion definiéndose de acuerdo con la
clasificacion de Banff*?®, Se consideraron pacientes con tumores si habia confirmacion de
anatomia patologica y se clasificaron en funcién del tipo de tumor en tres grupos: Carcinoma
Cutaneo Basocelular (CCB), Carcinoma Cutdneo Epidermoide (CCE) y Tumores no cutaneos

(TNC).
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Como terapia de induccidon se administrd basiliximab o ATG. Un pequefio grupo no recibid
ninguna terapia de induccion. En el grupo que desarrollé neoplasia en el post-trasplante, se
analiz6 la terapia de mantenimiento durante el afio previo al diagnostico del tumor. Para
comparar la terapia de mantenimiento en el mismo momento post-trasplante entre los grupos con
y sin neoplasia, los pacientes de este ultimo grupo se aleatorizaron 4:1 respecto a los pacientes
con cancer. Los farmacos empleados fueron tacrolimus, corticoides, MMF, azatioprina,
everolimus y sirolimus. Los niveles de tacrolimus se mantuvieron en rango terapéutico durante

todo el periodo de seguimiento.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto de Investigacion del Hospital 12 de
Octubre (i+12) y todos los sujetos firmaron el consentimiento informado previo a la utilizacion

de las muestras (CEI 14/245).
2. Muestras

Para el estudio se obtuvo sangre periférica de pacientes y controles en tubos de Heparina-Litio
(BD Bioscience) para el estudio celular y en tubos secos siliconados sin anticoagulante (BD

Bioscience) para el estudio de componentes séricos.

Las PBMC se aislaron por centrifugacion diferencial en gradiente de densidad con
Lymphoprep™ (Stemcell Technologies) tras la dilucion de la sangre 1:1 (v/v) con medio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) (Sigma-Aldrich) durante 20 minutos a 2000 revoluciones por
minuto (rpm) con tasa de aceleracion/deceleracion 9/3. A continuacion, se recogio la interfase y
tras el lavado con tampén fosfato salino (PBS, phospate buffered saline) se procedio al recuento

celular en cdmara de Neubauer con azul tripan (Corning).

Para la obtencion de suero se centrifugaron los tubos secos 5 minutos a 3000 rpm. El suero se

alicuotd y almacend a -80°C para su posterior analisis.
3. Poblaciones mieloides por citometria de flujo

Para el inmunofenotipado de los pacientes, 1x10° PBMC se lavaron y resuspendieron en 100 uL
de PBS 0,5 % albumina sérica bovina (BSA, Bovine serum albumin) para evitar uniones
inespecificas. Seguidamente, se incubaron con FcR Blocking Reagent (Miltenyi Biotec) durante

10 minutos a 4°C para saturar el FcR. Después, las células se incubaron con los anticuerpos
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monoclonales de superficie correspondientes, descritos en la Tabla 6, durante 20 minutos a 4°C
y en oscuridad. Tras la incubacidn, las células marcadas se lavaron con PBS 0,5 % BSA y las
células restantes se resuspendieron en 200 pL de PBS antes de la adquisicion en un citdmetro

BD FACSCanto™ IJ.

Tabla 6. Anticuerpos monoclonales de superficie para el analisis de poblaciones mieloides por citometria

de flujo.
Anticuerpo Fluorocromo  Clon Referencia Casa Comercial
CD33 PE-Cy7 WM-53 25-0338-42 eBioscience
CD11b APC-A750 Bearl B36295 Beckman Coulter
CD14 FITC MSE2 555397 BD Bioscience
CD15 PercP-Vio700  VIMC6 130-113-487  Miltenyi-Biotec
HLA-DR APC L1243 340549 BD Bioscience
CD25 (IL-2Ra) PE 2A3 341011 BD Bioscience
CD122 (IL-2RB) V500 Mik-f33 563093 BD Bioscience
CD132 (IL-2Ry) V421 AG184 562881 BD Bioscience
Isotipo IgG1 APC MOPC-21 554681 BD Bioscience
pSTATS Pacific Blue 47/Stat5(pY694) 560311 BD Bioscience

Se incluyeron diferentes controles para asegurar la correcta identificacion de las poblaciones. Se
utilizaron controles con un solo color para ajustar los voltajes e identificar poblaciones negativas.
Se incluyeron controles fluorescence minus one (FMO) — omitiendo un anticuerpo en cada
muestra para garantizar la correcta delimitacién de las poblaciones — para los siguientes
anticuerpos: CD25-PE, CD122-V500, CD132-V421. Estos controles fueron imprescindibles
para establecer el punto de corte de expresion de las cadenas del IL-2R. Para HLA-DR-APC se
empled un control de isotipo IgG1 con el fin de establecer el punto de corte de expresion para

cada paciente.

Con el objetivo de evaluar la unién de basixilimab, las PBMC se incubaron con basiliximab
(Simulect en su forma comercial, Novartis Pharmaceuticals) durante 10 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, se lavaron para eliminar el exceso de anticuerpo y se afiadieron los

anticuerpos monoclonales correspondientes.

Tras la adquisicion, los datos se analizaron con el software FlowJo V10 (Tree Star Inc). En primer
lugar, la estrategia de gateo permitié discriminar entre singletes y agregados enfrentando en un
dotplot el forward-scatter area (FSC-A) y el forward-scatter height (FSC-H). A continuacion, la
poblacion de interés se selecciond de acuerdo con su tamafio y complejidad en funcion de side-

scatter area (SSC-A) y FSC-A.
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En la cohorte de HCC, la seleccion de poblaciones celulares se realizé en funcion del tamafio y
la complejidad celular mediante andlisis de dispersion lateral (SSC-A). Se definieron dos
principales grupos: neutréfilos de baja densidad — con mayor complejidad, SSC-AM — y células
mononucleares — con menor complejidad, SSC-A*Y —. Los PMN-MDSC se identificaron dentro
de la poblacion de neutréfilos como CD33"CD14'CD15"HLA-DR fenotipicamente. A partir de
la fraccion de células mononucleares, se seleccioné la poblacién, CD33"CD11b", en la cual se
aplico una estrategia de identificacion basada en los marcadores HLA-DR, CD14 y CD15 para
definir las siguientes subpoblaciones de interés: monocitos (CD33°CD11b"CD14"CD15HLA-
DR "), M-MDSC (CD33"CD11b"CD14"CD15"-HLA-DR"*") y eMDSC (CD33*CD11b*CD14
CD15HLA-DR") (Figura 9). En todas las poblaciones definidas se evalud la expresion de las
cadenas del IL-2R.

PMN-MDSC

FSCH—————>

HLADR—mMMM>

Monocitos

eMDSC
CD25*
o [Fe —
5| eMDSC
CD14 —M> cD25 ———»

Figura 9. Estrategia de gateo para las poblaciones de MDSC en pacientes con HCC.

Los resultados se expresaron como el porcentaje de células en relacion con el total de células

mieloides CD33* CD11b* y el total de PBMC para cada poblacion celular. Ademas, la expresion
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de los marcadores de interés se cuantifico en términos de intensidad media de fluorescencia

(MFI, mean fluorescence intensity).

En la cohorte de RTR, a partir del analisis inicial se seleccionaron las células CD33"CD11b". El
dotplot CD14 vs. HLA-DR permiti6 identificar la poblacion de monocitos (CD14"HLA-DR ™)
y M-MDSC (CD14"HLA-DR"). En ambas poblaciones se confirmo la ausencia de CD15 (Figura
10). Los resultados se expresaron como porcentaje de células con respecto al total de células
mieloides CD33*CD11b", al total de PBMC y en valores absolutos (células/uL). El calculo del
numero absoluto se realizé en funcidn del recuento leucocitario obtenido a partir de la analitica

rutinaria correspondiente a la misma extraccion sanguinea.

SSC-A——mmm>

CD1lb — >

HLADR————>

Figura 10. Estrategia de gateo para las poblaciones mieloides en RTR.

4. Ensayo de inmunosupresion in vitro

A partir de las PBMC se separaron las células CD33" y CD33" con el kit de purificacion con
microesferas CD33 (Miltenyi Biotec) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Tras el
aislamiento celular, la pureza de cada fraccion se determind por citometria de flujo con el
anticuerpo monoclonal CD33-PE-Cy7. Para todos los experimentos, la pureza de ambas
poblaciones fue superior al 90 %. El nimero de células CD33" plaqueadas en cada experimento

se ajusto de acuerdo con el porcentaje de linfocitos T CD3", variable entre el 76 % y el 84 %.

Las células CD33" se marcaron con 2.5 uM de éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE,

carboxyfluorescein succinimidyl ester) (Thermo Scientific) de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante parando la tincidon con suero bovino fetal (FBS, fetal bovine serum) para poder evaluar
la proliferacion de los linfocitos. Mediante citometria de flujo se comprob6 el marcaje de CFSE
previo al plaqueo. Las células CD33 CFSE" (5x10* células) se plaquearon en placas de 96
pocillos de fondo plano (Thermo Scientific) en ausencia de estimulo, como control negativo; o
con 1,25 pg/mL anti-CD3 (BD Bioscience) adherido al pocillo y 0,5 pg/mL de anti-CD28
(Sanquin Reagents B.V) soluble como estimulos en el control positivo. Para el ensayo de
inmunosupresion se afiadieron al pocillo estimulado células mieloides CD33" a ratio 1:1. Las
células se cultivaron en medio RPMI1640 suplementado con 10 % FBS (Sigma-Aldrich), 1 %
penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich), 1 % L-glutamina (Sigma-Aldrich) y 1 % piruvato
(Sigma-Aldrich) a 37°C, saturacién de humedad y 5 % de CO2 (Figura 11).

5x10* 5x10*
Células CD33 CFSE* Células Mieloides
(> 90% Linfocitos T) CD33*

Medicion
citoquinas en el
sobrenadante
O control - “COOOOOOOOO@O / Luminex
O Control + 10]0]0]0]0]0]0]0/0/0]0];
@ cpszcpzzr || cOOOOOOOOOOO0O
HO]0]0]0]0]0]0000]0]e)
10]0]0]0]0]0]0/0]0]0]00)
elelelololelelel0)0l0l® \ Evaluacion
H0]0/0/0]0]0/00]0]0]0]6) prollf?ri':\mon
10]0]0]0]0]0]0]0]0/0]0]6) CIMEY
Co-cultivo: 4 Dias -
Citor%F;tEria de
Flujo

Figura 11. Esquema del ensayo de inmunosupresion in vitro mediada por MDSC. El experimento
evaluaba la proliferacion de linfocitos T marcados con CFSE co-cultivados con células mieloides de CS
y pacientes con HCC. Las condiciones control incluyeron linfocitos T sin estimulo como control negativo
y con anti-CD3 y anti-CD28 como control positivo. Creada usando Biorender.com

Tras 4 dias de cultivo, los sobrenadantes se recogieron y almacenaron a -80°C para su posterior

analisis.

Para evaluar la proliferacion de los linfocitos T, las células en cultivo se marcaron con CD4-

Krome Orange (Beckman Coulter) y CD8-PerCP-Cy5.5 (BD Bioscience) y se analizd por
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citometria de flujo la fluorescencia de CFSE en las poblaciones de linfocitos T CD4" y CD8*

(Figura 12). El resultado del ensayo de supresion se calculd como:
% Inhibicion = % CFSE + (Control +) — % CFSE (Condicién 1: 1)

Porcentajes de inhibicion menores que cero indican que ha habido mas proliferacion que en el

control positivo, mientras que porcentajes por encima de cero indican inhibicion de proliferacion.

CD4* cD8*
CcD8*

FSC-H

FSCA——mm—> Ch4 —mmMMMmm™ > CFSE——> CFSE—>

Figura 12. Estrategia de gateo para el ensayo de supresion. En este ejemplo representativo se muestra
un CS. Los histogramas en color gris corresponden a la proliferacion del control negativo, en ausencia de
estimulos, para linfocitos T CD4" y CD8", y los histogramas rosas corresponden a la proliferacion del
control positivo, estimulado con 1,25 pg/mL anti-CD3 adherido al pocillo y 0,5 pg/mL de anti-CD28
soluble.

5. Ensayo de activacion del complemento por basiliximab

La citotoxicidad mediada por complemento se evalu6 en células CD33". 5x10° células CD33"
se dispensaron en pocillos de placas Terasaki (Terasaki Supplement HLA Tissue Typing Trays,
One Lambda) junto con un anticuerpo no fijador de complemento como control negativo
(Negative Control Reagent, One Lambda), un anticuerpo IgG con multiples especificidades
frente a células sanguineas y fijador de complemento como control positivo (4Anti Lymphocyte
Control Reagent/IgG, One Lambda) y 4 mg/L de basiliximab (Simulect en su forma comercial,
Novartis Pharmaceuticals). Las células se incubaron durante 30 minutos, tras lo cual se afiadié
complemento de conejo (HLA Class [ Rabbit Complement, One Lambda) siguiendo las
instrucciones del fabricante, durante una incubacion adicional de 60 minutos. La viabilidad
celular se evalu6 por citometria de flujo con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) como colorante
de viabilidad y anti-CD33-PECy7, anti-CD11b-APC750, anti- CD14-FITC, anti-CD15-PerCP-
Cy5.5 y anti-HLADR-APC para identificar las poblaciones mieloides.
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6. Fosforilacion de STATS

Para la deteccion intracelular de STATS5 fosforilado (pSTATS), se tomaron 5x10° células CD33",
aisladas previamente, por condicion. Las células CD33" se incubaron con basiliximab o FcR
Blocking Reagent, en las condiciones control (Tabla 7), durante 10 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, las células se estimularon con 1000 IU/mL de IL-2 (Sigma-Aldrich)
durante 15 minutos a 37°C. Tras la estimulacion, las células CD33" se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente con los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-CD33-
PECy7, anti-CD11b-APC750, anti- CD14-FITC, anti-CD15-PerCP-Cy5.5 y anti-HLA-DR-APC
(Tabla 7). Las células se fijaron con paraformaldehido al 2 % durante 10 minutos a 37°C y se
permeabilizaron con metanol al 45 % durante 30 minutos a 4°C. Para la tincion intracelular se
empled anti-STATS5p-V450. Las células CD33" se usaron como control técnico evaluando la
fosforilacion de STATS en linfocitos T CD3". Como controles se incluyeron: FMO pSTATS —
sin estimulo ni marcaje intracelular —, un negativo — sin estimulo —, y un positivo — con IL-2 —
(Tabla 7). Las células se adquirieron en un citometro BD FACSCanto™ II y los datos se

analizaron utilizando el software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

Tabla 7. Condiciones experimentales para el ensayo de fosforilacion intracelular de STATS.

Ac Bloqueante Ac Intracito Estimulo
FMO pSTATS FcR Blocking - -
Negativo FcR Blocking pSTATS-V450 -
+ IL-2 FcR Blocking pSTATS-V450 IL-2
+ BAS +IL-2 Basiliximab pSTATS5-V450 1L-2

Ac, Anticuerpo; FMO, fluorescence minus one; BAS, basiliximab
7. Actividad Arginasa-1

Para la evaluacion de actividad Arg-1, los sueros se descongelaron y centrifugaron en columnas
Amicon ultra-0.5 (Sigma-Aldrich) dos veces 30 minutos a 1400 rpm afiadiendo agua destilada
entre las centrifugaciones. La actividad Arg-1 se evalu6 con el Kit QuantiChrom Arginase Assay
(BioAssay Systems) en una placa de 96 pocillos de fondo plano (Thermo Scientific). Tras la
adicion de los sueros se anadid la solucion de sustrato y se incub6 durante 2 horas a 37°C. A
continuacion, se pard la reaccion y se incubd 60 minutos a temperatura ambiente. Finalmente,
antes de la medicion, todas las muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante 5 minutos para

eliminar la turbidez generada por la reaccion. Para cada muestra se prepard un pocillo blanco,
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que contenia suero en ausencia de solucion de sustrato. La densidad optica (DO) se midi6 a

430 nm en el lector PR 3100 microplate reader (Bio-Rad Life Science).
La actividad arginasa-1 se calcul6 de acuerdo con la siguiente férmula:

DO — DO
Actividad Arg — 1 (U/L) = ——2uestra planco 10,40
DOestandar - Doagua

8. Cuantificacion de citoquinas

Los niveles de citoquinas se cuantificaron tanto en los sobrenadantes del ensayo de supresion
como en los sueros de los pacientes con HCC y CS. El panel de citoquinas incluyd: GM-CSF,
TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-21. Los sobrenadantes y los sueros — conservados a
-80°C — se descongelaron y centrifugaron a 300g durante 5 minutos. Posteriormente, las muestras

fueron transferidas a nuevos tubos Eppendorf.

Las citoquinas se analizaron mediante tecnologia Luminex, citometria de flujo basada en
microesferas, con el kit Cytokine 8-plex human panel (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Brevemente, en una placa de 96 pocillos se afiadieron 50 pL de
sobrenadante o suero y 50 pL de coctel de microesferas y se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente con agitacion a 600 rpm. Tras lavar dos veces con 150 pL de buffer de
lavado, se afiadieron 25 pL de anticuerpos de deteccion biotinilados y se incub6 30 minutos a
temperatura ambiente a 600 rpm. Los pocillos se lavaron dos veces con 150 puL de buffer de
lavado. Seguidamente, se afiadieron 50 pL de estreptavidina-PE a cada pocillo incubandose
durante 30 minutos a temperatura ambiente a 600 rpm. Finalmente, se lavd dos veces con
150 pL de buffer de lavado, tras lo cual se anadieron 120 pL de buffer de lectura incubandose
durante 5 minutos a temperatura ambiente en agitacion a 600 rpm. La placa se ley6 en un equipo

Luminex FLEXMAP 3D.
9. Deteccion de anticuerpos anti-HLA

La deteccion de anticuerpos anti-HLA se realizd pre-trasplante cada 4 meses y post-trasplante
anualmente en el Servicio de Inmunologia del Hospital Universitario 12 de Octubre mediante
tecnologia Luminex con el kit LABScreen Mixed kit (One Lambda). Los sueros se trataron con

BSA si el control negativo tuvo un resultado > 500 MFI, medida representativa de la cantidad de
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anticuerpos, y se inactivd el complemento por calor si el control positivo tenia un resultado
< 6000 MFI. En las muestras positivas para el screening de anticuerpos anti-HLA se determiné
la especificidad de los anticuerpos con el kit LABScreen Single Antigen (One Lambda). Se
considerd un resultado positivo > 500 MFI clasificando en funcion de la intensidad en reaccion
débil entre 500 y 2000 MFI, reaccién intermedia entre 2000 y 4000 MFI y reaccion fuerte por
encima de 4000 MFIL.

10. Tipaje HLA

Los donantes se tipificaron para HLA previo al trasplante en el Servicio de Inmunologia del
Hospital Universitario 12 de Octubre. Para los donantes locales, el tipaje HLA incluy¢ los loci
HLA A, B, C DRB1, DRB3/4/5, DQB1 y DQA1 mediante PCR de cebador especifico tnico
(PCR-SSP, Sequence Specific Primers PCR) (Micro SSP Generic HLA Class I and II DNA
Typing Tray, One Lambda).

11. Estadistica

Las variables categdricas se expresaron como frecuencias absolutas y relativas. Para comparar
la distribucién entre grupos se emplearon la prueba de chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher
en funcion del tamafio muestral. Las variables continuas se representaron como mediana y rango
intercuartilico (IQR, Interquartile range) y se compararon utilizando el estadistico U de Mann-
Whitney, la prueba de rangos con signo de Wilcoxon o la prueba de Kruskal-Wallis segin
correspondiera. Los cambios en las dindmicas de las poblaciones mieloides a lo largo del

seguimiento se evaluaron con un modelo de regresion de efectos mixtos para datos continuos.

Las correlaciones entre variables continuas se evaluaron con regresion lineal y el coeficiente de
correlacion de Spearman y se representaron como graficos de correlacion empleando los
paquetes de R Hmisc y corrplot. El analisis de componentes principales (PCA, principal
component analysis) de las poblaciones mieloides se realizé con los paquetes de R factoMineR

y factoextra.

Se emplearon curvas Caracteristica Operativa del Receptor (ROC, Receiver Operating
Characteristic) para determinar los puntos de corte de las M-MDSC a los diferentes tiempos

post-trasplante. La seleccion del umbral 6ptimo se basé en la optimizacion del Indice de Youden,
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optimizando la sensibilidad y especificidad del modelo. Se estim¢ el area bajo la curva (AUC,
area under curve)y se representd la curva ROC en base a la razon de verdaderos positivos (TPR,
true positive rate) y la razon de falsos positivos (FPR, false positive rate). Se utilizaron los

paquetes de R ROCit y pROC.

Para estudiar el impacto en la aparicion de anticuerpos anti-HLA, rechazo o neoplasia post-
trasplante se usaron modelos de regresion de Cox calculando el Hazard Ratio (HR) univariante
y multivariante con el intervalo de confianza (IC) al 95 % teniendo en cuenta los dias hasta la
aparicion del evento. Se excluyeron del andlisis aquellas variables que en la regresion de Cox
mostraron HR no interpretables (0 o infinito), resultado de una separacion completa en los datos
(ausencia de eventos en algin nivel de la variable), lo que impidié la convergencia del modelo
hacia estimaciones validas. La supervivencia libre de malignidad (SLM) se defini6 como el
tiempo desde el trasplante renal hasta el diagndstico de cancer mediante biopsia. La
supervivencia libre de rechazo (SLR) se definié como el tiempo desde el trasplante renal hasta
el diagnostico de rechazo mediante biopsia. En aquellos pacientes con varios episodios, se
considerd el primer episodio de rechazo. Los pacientes que no presentaron el evento de interés
durante el periodo de seguimiento fueron censurados en la fecha de ultimo control disponible.
En el caso de pacientes que fallecieron sin desarrollar el evento, se censur6 en la fecha de
fallecimiento. Todos los seguimientos fueron actualizados hasta el 31/12/2024. La supervivencia
libre de evento en el periodo de seguimiento se evalu6 con curvas Kaplan-Meier y la prueba de
log-rank con los paquetes de R survival y survminer. Adicionalmente, se llevé a cabo un analisis
de supervivencia con riesgos competitivos, basado en el modelo de subdistribucion de riesgos
proporcionales de Fine y Gray, para modelar la aparicion de neoplasia post-trasplante
considerando los eventos de rechazo como evento competidor con el paquete tidycmprsk. Para
los eventos de rechazo, la aparicion de anticuerpos anti-HLA y DSA se considerdé como evento
competidor la aparicion de neoplasia. Los resultados de los modelos de regresion de Cox se
representaron en forma de gréficos tipo forest plot mostrando los HR con sus respectivos

intervalos de confianza utilizando el paquete ggplot2.

Las diferencias se consideraron significativas estadisticamente cuando p < 0,05 (*, p < 0,05; **,
p <0,01; *** p<0,001). La representacion y el analisis estadistico se realizaron con GraphPad

Prism 8.0 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA) y R Software v4.1.1.

109












72
o
o
9°)
=
=
7
<
a2







CAPITULO I:
Las eMDSC expresan
el receptor de IL-2
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Las MDSC han emergido como una de las poblaciones clave en la regulacion de la respuesta
inmunitaria, sobre todo en el contexto tumoral. En un estudio previo de nuestro grupo de
investigacion®®, se observo una deplecion de eMDSC en el post-trasplante en receptores renales
tratados con basiliximab, farmaco dirigido frente a CD25, como terapia de induccion. Esta
observacion condujo a estudiar la presencia, funcionalidad y papel de CD25 en la poblacion de
eMDSC. En este contexto, en este capitulo se ha evaluado la expresion de CD25 asi como el

receptor completo de IL-2 y su funcionalidad en las subpoblaciones de MDSC.

1.1. Expresion de CD25 (IL2R-0) en eMDSC e impacto de

basiliximab

En un estudio previo de nuestro grupo se analizo la evolucion de las MDSC y sus subpoblaciones
de forma longitudinal en una cohorte de trasplante renal®%. Los RTR se clasificaron en funcion
de la terapia de induccion recibida previa al trasplante. Atendiendo a esta clasificacion, 106
pacientes se trataron con ATG, 86 con basiliximab, anticuerpo monoclonal bloqueante de IL-
2Ra, y 32 pacientes no recibieron terapia de induccion. Dentro de la fraccion celular
mononuclear, se identificaron las MDSC totales, CD33*CD11b"HLA-DR"¥, y la subpoblacion
de eMDSC, CD33"CD11b"CD14CD15HLA-DR".

En el pre-trasplante, los niveles de MDSC totales y eMDSC fueron comparables entre los tres
grupos de induccion. Tras el trasplante, las MDSC totales aumentaron significativamente a los 7
y 14 dias post-trasplante en todos los grupos en comparacion con los niveles pre-trasplante
(Figura 13A). Sin embargo, la evolucion de la subpoblacion de eMDSC, mostr6 diferencias
segun el tratamiento recibido. En los pacientes que no recibieron induccidn, los niveles de
eMDSC permanecieron estables a lo largo del seguimiento. En los RTR tratados con ATG se
detect6d un descenso transitorio a los 7 dias post-trasplante, recuperandose los niveles a los 14
dias post-trasplante. En los pacientes tratados con basiliximab, se objetivo un descenso tanto a
los 7 como a los 14 dias post-trasplante, y los niveles de eMDSC en este tiempo fueron
significativamente inferiores en comparacion con los de pacientes que no recibieron induccion
o que fueron tratados con ATG (Figura 13B). Esta observacion sugiri6 un efecto especifico de
basiliximab sobre las eMDSC, lo que llevo a plantear la hipotesis de que las eMDSC podrian
expresar la diana del farmaco, IL-2Ra 0 CD25.
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Figura 13. Las eMDSC disminuyen sostenidamente en los RTR tratados con basiliximab®¢, (A)
Porcentaje de MDSC totales (CD33°CD11b"HLA-DR™) y (B) eMDSC (CD33'CD11b"CD14°CD15
HLA-DR") en RTR clasificados en funcion de la terapia de induccion. Todos los pardmetros se muestran
como mediana y rango intercuartilico. La significacion entre grupos se determiné con el estadistico U de
Mann-Whitney o la prueba de rangos con signo de Wilcoxon. *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001; ****,
p<0,0001; ATG, globulina anti-timocitica; Pre, pre-trasplante; 7d, 7 dias post-trasplante; 14d, 14 dias
post-trasplante.

Para validar esta idea, analizamos la expresion de CD25 en las eMDSC observando una
reduccion significativa en el porcentaje de eMDSC CD25* tinicamente en los pacientes que
habian recibido basiliximab (Figura 14A, B). Ademas, evaluamos la capacidad de unién de
basiliximab a las eMDSC in vitro mediante la incubacion de estas células con el farmaco antes
del marcaje para citometria de flujo. La adicion del farmaco bloqueo la deteccion de CD25 en la
superficie de estas células. Antes de la incubacion, el 77 % de las eMDSC presentaban CD25,
sin embargo, después de la exposicion a basiliximab, este porcentaje disminuy6 a 0 sugiriendo
que el firmaco compite con el anticuerpo utilizado en citometria de flujo para el reconocimiento
de CD25 (Figura 14C, D) y, por tanto, que CD25, cadena a del receptor de la IL-2, est4 presente

en la membrana de las eMDSC.
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Figura 14. Basiliximab se une a CD25 en las eMDSC. (A) Porcentaje de eMDSC CD25*y (B) Ejemplo
representativo de expresion de CD25 en RTR tratados con ATG, basixilimab o sin induccion pre-
trasplante (PreTx), y a los 7 y 14 dias post-trasplante. (C) Porcentaje de eMDSC CD25* y (D) Ejemplo
representativo de expresion de CD25 antes y después de la incubacion con basiliximab in vitro mostrada
en forma de histograma en morado. La curva gris representa el control negativo en forma de FMO. (E)
Porcentaje de muerte celular mediada por complemento en monocitos, M-MDSC y eMDSC tras la
incubacioén con un anticuerpo no fijador de complemento (Control —), un anticuerpo IgG poliespecifico
fijador de complemento (Control +) y basiliximab 4 mg/L. Todos los parametros se muestran como
mediana y rango intercuartilico. La significacion entre grupos se determind con el estadistico U de Mann-
Whitney o la prueba de rangos con signo de Wilcoxon seglin correspondiera. *, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001; Pre, pre-trasplante; 7d, 7 dias post-trasplante; 14d, 14 dias post-trasplante.

Aunque Basiliximab esta considerado un anticuerpo monoclonal bloqueante, no deplecionante,
disefiado para unirse especificamente a CD25 sin inducir citotoxicidad directa sobre las células
que expresan la diana, quisimos evaluar si el mecanismo responsable de la reduccion observada
en las eMDSC de los pacientes tratados con este anticuerpo podria deberse a su capacidad para
activar la cascada del complemento provocando la muerte de las células. Para ello, las células
mieloides CD33" aisladas se incubaron con basiliximab y complemento de conejo, y
posteriormente se analiz0 la muerte celular por citometria de flujo en monocitos
(CD33"CD11b"CD14"CD15"HLA-DR"), M-MDSC (CD33*CD11b"CD14"CD15"HLA-DR"o%)

119



Resultados — Capitulo |

y eMDSC (CD33"CDI11b"CD14CD15HLA-DR"). Como control positivo, la adiciéon de un
anticuerpo IgG poliespecifico fijador de complemento aumentd la muerte celular en las tres
poblaciones estudiadas en comparacion con el control negativo, confirmando la funcionalidad
del sistema de complemento en el ensayo. La incubacion con basiliximab no indujo muerte
celular en monocitos 0 M-MDSC, lo que era esperable dado que estas poblaciones no expresan
la diana del farmaco. En el caso de las eMDSC basiliximab no desencadené citotoxicidad
mediada por complemento, sugiriendo que la reducciéon de esta subpoblacién observada en
pacientes tratados con el firmaco no se debe a un mecanismo de lisis celular por activacion del

complemento (Figura 14E).
1.2. Las eMDSC presentan un receptor funcional de IL-2

El IL-2R est4 compuesto por tres cadenas independientes, o (CD25), B (CD122) y y (CD132) y
puede presentarse en tres configuraciones: 1) de baja afinidad, en la que solo participa la cadena
a, capaz de unir IL-2 de forma independiente; ii) de afinidad intermedia, compuesto por las

cadenas By; y iii) de alta afinidad, cuando las tres cadenas estan presentes en el receptor®®,

La presencia de estas cadenas en la superficie de las MDSC se evalu6 mediante citometria de
flujo en tres poblaciones mieloides: células CD14" (incluyendo tanto monocitos como M-
MDSC), PMN-MDSC y eMDSC. Como controles negativos de expresion, se emplearon FMO

para determinar el umbral de expresion en cada poblacion para cada marcador.

En primer lugar, se observo que ni las células CD14" ni las PMN-MDSC expresaban CD25,
aunque si mostraban la presencia de las cadenas B y y (Figura 15A, B). En contraste, y
confirmando lo observado anteriormente, las eMDSC si expresaban la cadena a en su superficie,
ademas de las cadenas B y y (Figura 15C). Por tanto, solo las eMDSC expresan las tres cadenas

del IL-2R.
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Figura 15. Expresion del receptor de IL-2 en eMDSC. Expresion de CD25 (IL-2Ra., izquierda), CD122
(IL-2RB, centro) y CD132 (IL-2Ry, derecha) en (A) células CD14" (monocitos y M-MDSC) (B) PMN-
MDSC y (C) eMDSC representado como histograma y grafico de barras. Para cada marcador se muestra
un ejemplo representativo de citometria con la FMO en gris como control negativo. El conjunto de
experimentos se muestra como mediana y rango intercuartilico. La significacion entre grupos se
determiné con la prueba de rangos con signo de Wilcoxon. **, p<0,01; *** p<0,001; FMO, fluorescence
minus one; ns, no significativo

La unién de IL-2 a su receptor induce la activacion de las quinasas Janus 1y 3 (JAK, Janus
Kinases), desencadenando diversas rutas de sefializacion intracelular: la via de las proteinas
quinasas activadas por mitogeno (MAPK, mitogen-activated protein kinase), 1a via de PI3K y la
via JAK1/3-STAT5A/B*%-%!, Con el objetivo de comprobar si las tres cadenas, o, By v,
expresadas en la superficie de las eMDSC, se asociaban para componer un receptor funcional,
se evalud la fosforilacion de STATS mediante citometria de flujo tras la estimulacion de las
células mieloides con IL-2. Tras la adicion de IL-2, se observo que la fosforilacion de STATS en
eMDSC aument6 significativamente con respecto a las células no estimuladas. Sin embargo,
cuando las células se pre-incubaron con basiliximab antes de la adicion de la IL-2, el porcentaje
de eMDSC pSTATS5" se redujo significativamente hasta niveles similares a los observados en
ausencia de estimulacion (Figura 16A, B). Esto indica que las eMDSC presentan un receptor

funcional que responde a IL-2 y que basiliximab bloquea esta sefializacion.

121



Resultados — Capitulo |

A B
100 -2 /\ FMO
t 3 O+ 12
807 kx [ BAS + IL2 k
E . - IL-2
|S 60 s
9Q .
2 40 1 . ‘ +IL-2
20 + e
al A
0 BAS + IL-2

pSTAT5

Figura 16. Funcionalidad del IL-2R. (A) Porcentaje de células eMDSC pSTAT5" estimuladas con IL-
2 y pretratadas con basiliximab (BAS + IL-2) (B) Ejemplo representativo de la fosforilacion de STAT
(pSTATS). A se muestra como mediana y rango intercuartilico. La significacion entre grupos se determino
con la prueba de rangos con signo de Wilcoxon.*, p<0,05; **, p<0,01.

1.3. Expresion de CD25 (IL2R-a) en eMDSC e impacto de
eMDSC CD25" en receptores de trasplante hepatico

Tras confirmar la existencia de eMDSC CD25" en trasplantados renales y su perfil pre- y post-
trasplante, se plante6 su andlisis en RTH. Se compararon CS, RTR y RTH pre-trasplante. Tanto
los niveles de eMDSC CD25" como la expresion media de CD25 por célula fueron semejantes
entre CS y RTR, pero significativamente superiores en RTH (Figura 17A-C). De los seis RTH
incluidos, cinco fueron sometidos a un trasplante hepatico como tratamiento para el HCC y el
sexto, por presentar cirrosis alcoholica. Curiosamente, los RTH con HCC presentaron los
mayores niveles de eMDSC CD25* asi como la mayor expresion de CD25 en las eMDSC

mientras que el paciente con cirrosis alcohdlica mostro los niveles mas bajos (Figura 17A, B).

Ademas, en el seguimiento a los 7 y 14 dias post-trasplante de los RTH, se observé un aumento
significativo de las eMDSC CD25". En comparacion con los niveles pre-trasplante, a los 7 y 14
dias post-trasplante casi el 100 % de las eMDSC eran CD25" (Figura 17D). La expresion celular
de CD25 también aument6 en el post-trasplante (Figura 17E).

Con estos antecedentes, decidimos estudiar las poblaciones de MDSC en pacientes con

hepatocarcinoma.
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Figura 17. Las eMDSC CD25" estan presentes en RTH y aumentan post-trasplante. (A) Porcentaje
de eMDSC CD25%, (B) expresion de CD25 en eMDSC y (C) ejemplo representativo de expresion de
CD25 en CS, RTR y RTH (D) Porcentaje de eMDSC CD25" y (E) expresion de CD25 en eMDSC durante
el seguimiento post-trasplante de los RTH. En A y B los rombos rojos simbolizan pacientes que llegaron
al trasplante hepatico por HCC. Todos los parametros se muestran como mediana y rango intercuartilico.
La significacion entre grupos se determind con el estadistico U de Mann-Whitney o la prueba de rangos
con signo de Wilcoxon seglin correspondiera. *, p<0,05; **, p<0,01; Pre, pre-trasplante; 7d, 7 dias post-
trasplante; 14d, 14 dias post-trasplante.
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CAPITULO II:
Estudio de las subpoblaciones de
MDSC en pacientes con

hepatocarcinoma

Este capitulo ha sido publicado en:
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Delineation of monocytic and early-stage myeloid-derived suppressor cells in the peripheral blood of

patients with hepatocarcinoma.
Int J Cancer. 2025. Jun 15;156(12):2416-2428. doi: 10.1002/ijc.35390. PMID: 40052651






Resultados — Capitulo 11

El estudio de las MDSC en el microambiente tumoral del hepatocarcinoma se ha llevado a cabo
fundamentalmente en modelos de raton siendo la informacion en humanos todavia limitada. En
pacientes con HCC, las MDSC se acumulan tanto en sangre periférica como en el microambiente
tumoral y se asocian a mayor progresion tumoral y peor supervivencia. Entre las poblaciones de
MDSC, las M-MDSC son la subpoblacion mas ampliamente estudiada en este tipo tumoral. Se

desconoce el papel de las PMN-MDSC y eMDSC.

En este capitulo, se han identificado y caracterizado las tres subpoblaciones principales de
MDSC en pacientes con hepatocarcinoma y se ha evaluado su capacidad inmunosupresora in

vitro, asi como su asociacion con la progresion tumoral.
2.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con HCC

Nuestra cohorte incluy6 a 22 pacientes con cancer hepatico resecado en el Hospital Universitario
12 de Octubre. Las principales caracteristicas clinicas y demograficas se describen en la Tabla
8. La mediana de edad fue de 63 afios y 19 pacientes (83,4 %) eran hombres. En cuanto a los
factores de riesgo, el consumo de alcohol previo se registrd en el 59 % de los casos, mientras
que el 54,5 % presentaba hepatitis cronica, predominantemente por VHC. El indice de masa
corporal (BMI, body mass index) mostr6é una mediana de 28. En relacion con las comorbilidades,
8 pacientes (36,4 %) tenian diabetes mellitus y 7 (31,8 %) estaban en tratamiento con farmacos
para la dislipemia. Respecto a la enfermedad hepatica, 16 pacientes (72,7 %) tenia cirrosis, 3
(13,6 %) habian desarrollado encefalopatia hepatica y 2 (9,1 %) descompensacion
edematoascitica. Los parametros de laboratorio analizados — INR, bilirrubina, creatinina,

albumina y alfa-fetoproteina (aFP) — mostraban valores dentro del rango de normalidad.

El analisis histolégico de los tumores reveld que 20 pacientes (90,9 %) presentaban
hepatocarcinoma celular, siendo el subtipo moderadamente diferenciado el mas frecuente,
mientras que 2 pacientes (9,1 %) tenian hepatocolangiocarcinoma. En cuanto a la distribucion
nodular, 8 pacientes (36,4 %) tenian un solo nodulo, 7 (31,8 %) presentaban dos nédulos y otros

7 (31,8 %) mas de tres. Solo un paciente presentd metéstasis.

Atendiendo a los sistema de estadificacion, los pacientes incluidos en este estudio presentaban
una enfermedad moderada clasificdndose la mayoria de los pacientes como Clase A (86,4 %),
dentro de la Clasificacion de Child-Pugh, estadios A (68,2 %) o B (18,2 %), de acuerdo con el
sistema BCLC y estadios I (40,9 %) o II (45,6 %) de acuerdo con TNM. Un paciente fue
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clasificado como TNM 0, ya que, tras una respuesta completa a la radiofrecuencia, fue sometido
a un trasplante hepatico. En cuanto a los tratamientos previos, 7 pacientes (31,8 %) no habian
recibido tratamiento antes de la reseccion, 9 (40,9 %) fueron tratados con ablacion por
radiofrecuencia, 9 (40,9 %) con QETA, 2 (9,1 %) con RETA y 4 (18,2 %) habian sido sometidos
a cirugia previa. Durante el seguimiento, con un tiempo minimo de tres afios, 3 pacientes

fallecieron (13,6 %), 2 de ellos (9,1 %) debido a recurrencia del HCC.

Tabla 8. Caracteristicas de los pacientes con cancer hepatico (n=22)

Caracteristicas demograficas

Edad, mediana (IQR) 63 (58 —67)
Sexo, hombre, n (%) 19 (86,4 %)
Factores de riesgo
Tabaquismo activo, n (%) 7 (31,8 %)
Consumo alcohol, n (%) 13 (59 %)
BMI, mediana (IQR) 28 (24,25 -30)
Hepatitis', n (%) 12 (54,5 %)
VHB 3 (13,6 %)
VHC 10 (45,5 %)
Diabetes mellitus, n (%) 8 (36,4 %)
Tipo 1 1 (4,6 %)
Tipo 2 7 (31,8 %)
Farmacos anti-dislipidemia, n (%) 7 (31,8 %)
Atorvastatina 4 (18,2 %)
Simvastatina 1 (4,6 %)
Gemfibrozilo 2 (9,1 %)
Enfermedad hepatica
Cirrosis, n (%) 16 (72,7 %)
Encefalopatia hepatica, n (%) 3 (13,6 %)
Descompensacion edematoascitica, n (%) 2 (9,1 %)

Parametros de laboratorio el dia de la muestra®

INR, mediana (IQR)
Bilirrubina, mg/dL, mediana (IQR)
Creatinina, mg/dL, mediana (IQR)

1,11 (1,032 - 1,177)
0,6 (0,42 — 0,98)
0,98 (0,83 — 1,09)

Albumina, g/dL, mediana (IQR) 4514,1-4,7)
Alfa-fetoproteina, ng/mL, mediana (IQR) 3,71 (2,78 = 17,53)
Analisis histologico

HCC pobremente diferenciado, n (%) 4 (18,2 %)
HCC moderadamente diferenciado, n (%) 11 (50 %)
HCC bien diferenciado, n (%) 5 (22,7 %)
Hepatocolangiocarcinoma (CCA), n (%) 2 (9,1 %)
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Progresion Tumoral

Tumores sincronicos 1 (4,6 %)
Numero de nédulos, n (%)
1 8 (36,4 %)
2 7 (31,8 %)
>3 7 (31,8 %)
Microinvasion vascular 2 (9,1 %)
Metastasis 1 (4,6 %)
Clasificacion
Clase Child-Pugh, n (%)
A 19 (86,4 %)
B 2 (9,1 %)
C 1 (4,6 %)
Estadio BCLC, n (%)
0 2 (9,1 %)
A 15 (68,2 %)
A/B 4 (18,2 %)
C 1 (4,6 %)
TNM
0 1 (4,6 %)
I 9 (40,9 %)
11 10 (45,6 %)
111 2 (9,1 %)
Tratamientos previos®
No 7 (31,8 %)
Ablacion por radiofrecuencia 9 (40,9 %)
Quimioembolizacion transarterial (QETA) 9 (40,9 %)
Radioembolizacion transarterial (RETA) 2 (9,1 %)
Cirugia 4 (18,2 %)

Tipo de Trasplante, n (%)

Hepatico 17 (77,2 %)
Hepatorrenal 1 (4,6 %)
Seguimiento

Recurrencia Tumoral 2 (9,1 %)
Exitus 3 (13,6 %)

IQR, rango intercuartilico; BMI, indice masa corporal; INR, Ratio internacional normalizado,

international normalised ratio.
'Un paciente tenia tanto VHB como VHC

?Valores normales en la poblacion de referencia: INR [0,80-1,20], Bilirrubina [0,20-1 mg/dL],

Creatinina [0,50-0,90 mg/dL], Albumina [3,5-5,0 g/dL], Alfa-fetoproteina [< 7 ng/mL]

3Los pacientes pueden presentar mas de un tratamiento previo
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2.2. Expansion de MDSC en HCC

Para el estudio de las MDSC en pacientes con HCC evaluamos cuatro poblaciones mieloides
(Figura 9): monocitos (CD33"CD11b"CD14"CD15"HLA-DR*"), M-MDSC (CD33"CD11b*
CD14*CD15HLA-DR""), PMN-MDSC (CD33*CD11b"CD14CD15*HLA-DR") y eMDSC
(CD33"CD11b*CD14CD15'HLA-DR"). Estas poblaciones se identificaron en la sangre
periférica de CS y pacientes con HCC antes de la cirugia. Las tres subpoblaciones de MDSC:
M-MDSC, PMN-MDSC y eMDSC, estaban significativamente aumentadas en pacientes con
HCC en comparaciéon con los CS (Figura 18A-C). Asimismo, los pacientes con HCC tenian
mayores niveles de eMDSC CD25" (Figura 18D). Por el contrario, los niveles de monocitos
eran inferiores en los pacientes con HCC (Figura 18E). Como consecuencia de esta expansion
de MDSC, la distribucion del compartimento mieloide diferia entre CS y HCC, con una

sobrerrepresentacion de las M-MDSC y eMDSC en los pacientes con HCC (Figura 18F).

A * B %% C %% D,, *
+ 0 o)
o 804 % 30 + 90 T 40
g 60— o £ . 2 404 o 8 30 °
O 404 W 20V o 30- . % 204, .
H 7 S 204 3] : L
P ¢’ o o £ 20/ a5 4
a o 2 Q204 o
o 20- 8 Q ° (4]
3 3 < 15- & 10
w ° m =
(&) (&) o ° N
7] @ 104 O 10 Q
2 104 Q J D o
= = =) o 51 .
= é % 54 ole 8
e a 2 =
0 - Hee 3 0-—5¢s™Hce 0-—¢s Hcc @ 0-—-¢s"Hce
S
E " F
o 100 -
-~ % i
3 8.86% [ e75% 8.47% 1211% BNVDeC
- e MDSC
g 80 gce)tras células mieloides
2]
0 63.27% 16.15%
8 60 - 83.39%
)
o
§ 40
o
2 20-
o
=
X 0-

Figura 18. Las MDSC se expanden en pacientes con HCC. (A) Porcentaje de M-MDSC, (B) PMN-
MDSC, (C) eMDSC, (D) eMDSC CD25" y (E) monocitos en controles sanos (CS) y pacientes con
hepatocarcinoma (HCC). (F) Distribucion de las poblaciones de monocitos, M-MDSC y eMDSC en CS
y HCC. A-E muestran la mediana y el rango intercuartilico. F muestra la media. La significacion entre
grupos se determino con el estadistico U de Mann-Whitney. *, p<0.05.

130



Resultados — Capitulo 11

En concordancia con estos resultados se encontrd que la actividad Arg-1 sérica y los niveles de
IL-10 circulantes, moléculas relacionadas con la funcionalidad inmunosupresora de las MDSC,
eran significativamente superiores en pacientes con HCC que en CS (Figura 19A, B). Por el
contrario no hubo diferencias en los niveles de las citoquinas proinflamatorias IFN-y, IL-6 o

TNF-a circulantes (Figura 19C, D).
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Figura 19. Marcadores solubles de inmunosupresion en los pacientes con HCC. (A) Actividad
Arginasa-1 (Arg-1) en controles sanos (CS) y pacientes con hepatocarcinoma (HCC). (B) Niveles
circulantes de IL-10, (C) IL-6, (D) IFN-y y (E) TNF-a.. Todos los parametros se muestran como mediana
y rango intercuartilico. La significacion entre grupos se determiné con el estadistico U de Mann-Whitney.
* p<0.05.

2.3. Los pacientes con HCC presentan mayor ambiente

inmunosupresor

Para comprender mejor la contribucion de los parametros relacionados con las células mieloides
en la caracterizacion de los pacientes con cancer de higado, realizamos un PCA. Este analisis
consistio en una reduccion a dos dimensiones basada en los siguientes pardmetros: monocitos,
M-MDSC, PMN-MDSC, eMDSC, eMDSC CD25", expresion de HLA-DR en células CD14" y
expresion de CD25 en eMDSC.

El grafico de dos dimensiones del PCA mostré que las dimensiones 1 y 2 explicaban el 38.2 %
y el 25.9 % de la variabilidad entre los sujetos analizados, respectivamente. El analisis permitid
separar a los CS de los pacientes con HCC en grupos diferenciados en la dimension 1. De igual
forma, el PCA también discrimind entre los pacientes con HCC y aquellos con CCA (Figura
20A). Los parametros con mayor contribucién en la dimension 1 fueron los monocitos, la

expresion de HLA-DR en células CD14" y las M-MDSC. Ademas, los HCC y CCA también se
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diferenciaban en la dimension 2, influenciada principalmente por las eMDSC CD25" asi como

por la expresion de CD25 en las eMDSC (Figura 20B).

La representacion grafica de esta reduccion dimensional sugiere visualmente que el perfil
inmunosupresor asociado a las MDSC es mas prevalente en pacientes con HCC que en aquellos

con CCA.
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Figura 20. Caracterizacién de los pacientes con cancer hepitico en funcion de las poblaciones
mieloides. (A) Analisis de componentes principales (PCA) de las poblaciones mieloides y parametros
asociados en controles sanos (CS), pacientes con hepatocarcinoma (HCC) y colangiocarcinoma (CCA)
(B) Contribucion de cada parametro a las dimensiones 1 y 2 del PCA. En A cada punto pequefio representa
una muestra, los puntos grandes representan la mediana de cada grupo y la elipse sombreada es el
intervalo de confianza al 95 %. En B los parametros por encima de la linea roja discontinua se consideran
de relevancia en cuanto a su contribucion a cada dimension.

132



Resultados — Capitulo 11

2.4. Capacidad inmunosupresora de las MDSC in vitro

Con el objetivo de confirmar que las células identificadas fenotipicamente por citometria de flujo
eran verdaderas MDSC, y siguiendo las recomendaciones de expertos®’, se evalud su capacidad
inmunosupresora in vitro. Para ello, células mieloides CD33" aisladas tanto de CS como de
pacientes con HCC fueron co-cultivadas con células autdlogas CD33" previamente marcadas con
CFSE, permitiendo evaluar la proliferacion de los linfocitos T. Para calcular el porcentaje de
inhibicion, la proliferacion del co-cultivo con una proporcion 1:1 se relativizd con respecto al

control positivo, de manera que valores positivos reflejaban supresion de la proliferacion.

En primer lugar, se verificoé que la proliferacion in vitro de los linfocitos T estimulados con anti-
CD3 y anti-CD28 en ausencia de células mieloides era similar entre los CS y los pacientes con
HCC (Figura 21A, B). El compartimento mieloide de los CS, compuesto mayoritariamente por
monocitos (Figura 21C), favorecia la proliferacion in vitro de linfocitos T CD4" y CD8" (Figura
21A, D), mientras que, las células mieloides de los pacientes con HCC, enriquecidas en
CD33*CD11b"CD14*CD15HLA-DR"" (M-MDSC) y CD33"CD11b"CD14CD15'HLA-DR"
(eMDSC), inhibian la proliferacion de linfocitos T CD4" y CD8" (Figura 21B, D).

Adicionalmente, se cuantificaron ocho citoquinas: IL-2, IFN-y, IL-10, IL-4, IL-21, GM-CSF, IL-
6 y TNF-a, en los sobrenadantes de los cultivos de los pacientes con HCC mediante un panel de
Luminex. En relacion con las citoquinas asociadas a la funcion de los linfocitos T se observo
que, aunque no alcanzaba significacion estadistica, la supresion de la proliferacion estaba
acompafiada de una reduccion en la produccion de IL-2 y un aumento de IL-10. No se detectaron
diferencias en IFN-y, IL-4 e IL-21. En lo que respecta a las citoquinas relacionadas con la funcion
de las células mieloides, tanto IL-6 como TNF-a aumentaron tras la adicion de células mieloides

al co-cultivo, mientras que GM-CSF no mostré cambios (Figura 21E).
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Figura 21. MDSC aisladas de pacientes con HCC inhiben la proliferacion de linfocitos T CD4" y
CD8". (A) Proliferacion representativa de células CD33 marcadas con CFSE co-cultivadas ex vivo con
células mieloides CD33" aisladas de CS (B) o pacientes con HCC (C) Ejemplo representativo del
compartimento mieloide de un CS (izquierda) y paciente con HCC (derecha) (D) Porcentaje de inhibicion
de la proliferacion (proliferacion control positivo — proliferacion co-cultivo a ratio 1:1) de linfocitos T
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CD4" y CDS8" en co-cultivos con células mieloides de CS o HCC (E) Niveles de IL-2, IFN-y, IL-10, IL-
4, IL-21, GM-CSF, IL-6 y TNF-a producidos in vitro en el ensayo de inmunosupresion de pacientes con
HCC. D y E muestran la mediana y el rango intercuartilico. La significacion entre grupos se determin6
con el estadistico U de Mann-Whitney o la prueba de rangos con signo de Wilcoxon segun correspondiera.
* p<0.05; ** p<0,01; *** p<0,001; aCD3, anti-CD3; aCD28, anti-CD28.

2.5. Mayor capacidad supresora asociada a M-MDSC

Tras confirmar la capacidad supresora de las MDSC, evaluamos si la inhibicion de la
proliferacion de los linfocitos T se asociaba con una subpoblacion o fenotipo concreto dentro de
las poblaciones mieloides estudiadas (Figura 22). Como era de esperar, la inhibicion de los
linfocitos T CD4" correlacionaba directamente con la de los linfocitos T CD8". En cuanto a las
MDSC, encontramos una correlacion directa significativa entre el porcentaje de M-MDSC y la
inhibicion de la proliferacion de linfocitos T CD4*, asi como una correlacion casi significativa
con la inhibicioén de los linfocitos T CD8" (p=0,06). La correlacion entre la inhibicion de la
proliferacion linfocitaria y las PMN-MDSC fue mas débil, mientras que con las eMDSC fue la
mas baja e incluso inversa en el caso de las células T CD8". La ratio M-MDSC/eMDSC también
mostré una correlacion directa significativa con la supresion de la proliferacion tanto de
linfocitos T CD4" como CD8". Igualmente, la inhibicion de la proliferacion de linfocitos T CD4*
como de CD8" se correlacionaron inversamente con la proporcion de monocitos y con la
expresion por célula de HLA-DR en las células CD14*. Curiosamente, la inhibicion de la
proliferacion de linfocitos T CD4" y CD8" mostrd una correlacion inversa significativa con la
expresion de CD25 en las eMDSC, es decir, a mas expresion de CD25 en las eMDSC, mas
proliferacion linfocitaria. Sin embargo, la expresion por célula de CD25 en las eMDSC se
correlacioné directamente con factores activadores de linfocitos T, como la proporcion de
monocitos y su expresion superficial de HLA-DR. Por ultimo se encontraron correlaciones
inversas entre la expresion de CD25 en eMDSC y M-MDSC y la relacion M-MDSC/eMDSC.
En conjunto, estos datos sugieren que la expansion del compartimento mieloide supresor de la

inmunidad adaptativa en el HCC est4 impulsada principalmente por las M-MDSC.
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Figura 22. Analisis de correlacion de la inhibicion de linfocitos T CD4" y CD8" y las poblaciones y
parametros mieloides. Las correlaciones directas aparecen en verde y las inversas en rosa. El tamafio y
el gradiente de color de los circulos representan la magnitud de la correlacion. Los asteriscos representan
la significacion estadistica. Las correlaciones se evaluaron con el coeficiente de correlacion de Spearman.
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

2.6. El HCC avanzado se asocia con las subpoblaciones de M-

MDSC y eMDSC

Finalmente, tras confirmar in vitro la capacidad supresora de las MDSC y dada la variabilidad
interindividual observada, se analizo si las caracteristicas clinicas de los pacientes con HCC se

asociaban con niveles elevados de MDSC y con una mayor capacidad supresora.

Los pacientes con diabetes mellitus tipo I o tipo II presentaron niveles significativamente mas
altos de M-MDSC en comparacion con aquellos sin diabetes, sin encontrarse diferencias para las
subpoblaciones de PMN-MDSC, eMDSC, eMDSC CD25* ni monocitos o la actividad Arg-1
(Figura 23A). En cuanto a la hepatitis viral (VHB o VHC), no se detectaron diferencias en

comparacion con pacientes sin hepatitis para la mayoria de las poblaciones mieloides, con
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excepcion de las PMN-MDSC, cuyos niveles fueron significativamente mas elevados en los
pacientes infectados (Figura 23B). En el contexto de enfermedad hepatica, todas las poblaciones
de MDSC se encontraron aumentadas en pacientes con HCC y cirrosis en comparacion con
aquellos sin cirrosis, aunque las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (Figura

230).
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Figura 23. Relacion entre MDSC y actividad Arg-1 y diabetes, hepatitis y cirrosis en pacientes con
HCC. (A) Porcentaje de M-MDSC, PMN-MDSC, eMDSC, eMDSC CD25", expresion de CD25 en
eMDSC, porcentaje de monocitos y actividad Arg-1 en pacientes con HCC con o sin diabetes, (B) con o
sin hepatitis y (C) con o sin cirrosis. Los pardmetros se muestran como mediana y rango intercuartilico.
La significacion entre grupos se determiné con el estadistico U de Mann-Whitney. *, p<0.05.

Respecto a variables relacionadas con la progresion tumoral, los pacientes con mas de dos
noddulos hepaticos presentaron niveles significativamente mas altos de eMDSC y eMDSC CD25*
en comparacion con aquellos con dos o menos nddulos. Aunque sin alcanzar la significacion, la
expresion de CD25 en las eMDSC también mostr6d una tendencia al alza en los pacientes con
mayor numero de nédulos tumorales. No se observaron diferencias en las poblaciones de M-
MDSC, PMN-MDSC ni monocitos (Figura 24A). Tanto los niveles de eMDSC CD25* como la
expresion de CD25 por célula correlacionaron directamente con el nimero de nodulos (Figura
24B). El PCA permiti6 discriminar a los pacientes segiin el nimero de nddulos, separando dos
grupos principalmente en la dimension 2 (Figura 24C), influida por los niveles de eMDSC
CD25" y la expresion de CD25 en eMDSC (Figura 20B).
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Figura 24. Niveles de MDSC en pacientes con HCC segin el nimero de noédulos tumorales.
(A) Porcentaje de M-MDSC, PMN-MDSC, eMDSC, eMDSC CD25", expresion de CD25 en eMDSC,
porcentaje de monocitos y actividad Arg-1 sérica en pacientes con HCC clasificados de acuerdo con el
numero de nddulos presentes en el tumor. (B) Correlacion entre el nimero de nddulos y los niveles de
eMDSC CD25" (izquierda) y la expresion de CD25 en eMDSC (derecha). (C) PCA de poblaciones
mieloides en pacientes con HCC agrupados de acuerdo con el nimero de nodulos. Las comparaciones se
muestran como mediana y rango intercuartilico. La significacion entre grupos se determind con el
estadistico U de Mann-Whitney. Las correlaciones se evaluaron con el coeficiente de correlacion de
Spearman. *, p<0.05; *** p<0.001
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De forma similar, los pacientes en estadios TNM II/III (T2NOMO o T3NOMO) presentaron
niveles significativamente mas elevados de M-MDSC, eMDSC y eMDSC CD25" en
comparacion con los pacientes en estadios TNM menos avanzados (0/I, TINOMO), mientras que
no se observaron diferencias en la distribucion de PMN-MDSC, monocitos ni en la actividad
Arg-1 sérica (Figura 25A). La estratificacion en funcion de la mediana del porcentaje de M-
MDSC (% M-MDSC = 2,66 %) mostré una mayor proporcion de pacientes con HCC en estadio
II/IIT en el grupo con un porcentaje de M-MDSC alto. Concretamente, 9 de los 11 pacientes
(81,2%) del grupo de % M-MDSC > 2,66 % se encontraban en estadio II/IIl, mientras que solo
3 de los 11 (27,3 %) pacientes con % M-MDSC bajo pertenecian a estos estadios, evidenciando
una distribucion desigual entre los grupos (81,2 % vs. 27,3 %, p=0,03). (Figura 25B). El PCA
también permitio6 diferenciar a los pacientes segtin el estadio TNM, con una separacion mas clara
en la dimension 1 (Figura 25C), determinada principalmente por los niveles de monocitos, M-

MDSC y la expresion de HLA-DR (Figura 20B).

El marcador tumoral aFP se midi6 en los pacientes con HCC y se empled en la clasificacion de
estos en aFP alto y bajo, en funcion de valor de normalidad establecido en nuestro hospital (7
ng/mL). Los pacientes con niveles de aFP elevados (> 7 ng/mL) presentaron niveles
significativamente mas altos de M-MDSC, mientras que las PMN-MDSC, eMDSC y la actividad
Arg-1 no variaron en funcion de este marcador. La proporcion de eMDSC CD25" mostro una
tendencia a ser mayor en los pacientes con aFP alta, y la expresion de CD25 en eMDSC si fue
significativamente superior en este grupo (Figura 26A) y correlaciond directamente con la
concentracion sérica de aFP (Figura 26B). El PCA definié dos clusteres discretos separados
tanto en la dimension 1, influenciada por monocitos, M-MDSC y la expresion de HLA-DR en
monocitos, como en la dimension 2, en la que las eMDSC CD25" y la expresion de CD25 en

eMDSC eran las principales contribuyentes (Figura 26B, Figura 20B).

Las relaciones entre otras variables clinicas y las poblaciones mieloides se resumen en la Tabla
9. No se encontraron diferencias relevantes en las subpoblaciones de MDSC en la mayoria de
las variables, salvo por niveles significativamente mas altos de eMDSC y eMDSC CD25* en
pacientes con encefalopatia hepatica o microinvasion vascular. Aunque no se encontraron
diferencias seglin el analisis histoldgico, los pacientes con HCC tendieron a presentar niveles

mas altos de M-MDSC y eMDSC en comparacion con aquellos con CCA.
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Figura 25. Niveles de MDSC en pacientes con HCC segun el estadio TNM. (A) Porcentaje de M-
MDSC, PMN-MDSC, eMDSC, eMDSC CD25", expresion de CD25 en eMDSC, porcentaje de monocitos
y actividad Arg-1 sérica en pacientes con HCC clasificados de acuerdo con el estadio TNM (B)
Distribucion del estadio TNM de los pacientes clasificados en funcion de los niveles de M-MDSC (bajo
M-MDSC < 2.66 %, alto M-MDSC > 2.66 %). (C) PCA de poblaciones mieloides en pacientes con HCC
agrupados de acuerdo con el estadio TNM. Las comparaciones se muestran como mediana y rango
intercuartilico. La significacion entre grupos se determin6 con el estadistico U de Mann-Whitney y las
diferencias en la distribucion se determinaron con la prueba exacta de Fisher. *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001
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Figura 26. Niveles de MDSC en pacientes con HCC con altos niveles de alfa-fetoproteina (aFP). (A)
Porcentaje de M-MDSC, PMN-MDSC, eMDSC, eMDSC CD25", expresion de CD25 en eMDSC,
porcentaje de monocitos y actividad Arg-1 sérica en pacientes con HCC clasificados de acuerdo con los
niveles de aFP (bajo aFP, aFP <7 ng/mL; alto aFP, aFP > 7 ng/mL). (B) Correlacion entre la concentracion
sérica de aFP y la expresion de CD25 en eMDSC. (C) PCA de poblaciones mieloides en pacientes con
HCC agrupados de acuerdo con los niveles de aFP. Las comparaciones se muestran como mediana y
rango intercuartilico. La significacion entre grupos se determin6 con el estadistico U de Mann-Whitney.
Las correlaciones se evaluaron con el coeficiente de correlacion de Spearman. **, p<0.01.
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Tabla 9. Poblaciones mieloides y caracteristicas clinicas de los pacientes con HCC

M-MDSC PMN-MDSC Monocitos

Tabaquismo activo

No (n=7) 0,5(0,2—3,8) 07 3,9(2,3-4) 03 36,6 (20,6 — 44,7) 05

Si (n=15) 0,8 (0,1 -5,4) 1,6 (0,1 —6,2) 40,8 (16,3 —48,2)
Consumo de alcohol

No (n=9 0,5 (0,1 -2,7 2,6 (0,9 -4 42,6 (31,6 —47,2

Si (1(1=13)) 3,3((0,2 - 9)) 03 2,2 (((),3 - 5,4)1) 09 36,5 El 1,1- 43,1§ 03
Farmacos anti-dislipidemia

No (n=15) 0,8 (0,2-6,3) 2,2 (0,6 —6,2) 40,8 (16,3 —45,2)

Estatinas (n=5) 0,8 (0,5-3,7) 0,9 0,1 (0,06 —4) 0,8  42,6(9,6-472) 09

Gemfibrozilo (n=2) 3,6 (1,8-5,3) 2,67 (2,64 —2,68) 29,1 (25,4—32,9)
Encefalopatia hepatica

No (n=19) 0,8 (0,2—4,3) 06 2,6 (0,6 —4,72) , 40,8 (16,35 —45,2) 09

Si (n=3) 0,2 (0,1 —4,6) 0,3(0,2-17,5) 16,7 (16,3 — 37,3)
Descompensacion Edematoascitica

No (n=20 0,7 (0,1 - 5,4 2,7(0,3-5,8 41,3 (14,6 — 46,5

Si (1(1=2) ) 3,1 E2,9 - 3,3; 0:6 0,6 Eo,s - 0,7; 0.4 34,1 E32,8 - 35,3§ 07
Analisis histolégico'

Pobre (n=4) 2(0,6 —8,2) 3,9(3,3-6,3) 41,3 (32,9-42,1)

Moderado (n=11) 3,6 (0,4 —6,92) 2(0,2-6,2) 31,6 (10,4 — 45.2)

Bien (n=5) 0,5 (0,1 -0,8) 009 2,7(0,3—4) 0.6 42,6 (21,6 —47.2) 0.6

CCA (n=2) 0,02 (0,01 — 0,03) 1,3 (0,66 —2) 51,2 (43,9 - 58,5)
Microinvasion vascular

No (n=20) 0,7 (0,1 —3,9) 02 2,4 (0,4 —4,4) 08 41,3 (20,4 — 46,5) o1

Si (n=2) 6,3 (5-7.6) 74(3,7-11) 12,4 (10,7 — 14,1)
Metastasis

No (n=21) 0,8 (0,1 —4,9) 03 2,6 (0,3—5,4) 05 36,6 (15,8 — 46,2) |

Si (n=1) 3,3(-) 1,6 (-) 40,8 (-)
Clase Child-Pugh

A (n=19) 0,8 (0,2—4,3) 3,6 (0,6 —4,7) 40,8 (16,4 — 45,2)

B (n=2) 4,6 (2,4—6,8) 0,2 74(3,7-11) 0,7 368(263-473) 07

C (n=1) 0,2 () 0,3 () 16,7 ()
Estadio BCLC

A (n=17) 0,8 (0,1 —7) 2,6 (0,3—5.4) 36,6 (15,8 — 44,2)

B (n=4) 1,6 (0,4 -2,9) 0,9 2,4 (0,7-4,8) 0,9 39,4 (25,6-484) 1

C (n=1) 3,3(-) 1,6 (-) 40,8 (-)

Los datos se representan como mediana y rango intercuartilico. La significacion entre grupos se
determind con el estadistico U de Mann-Whitney para comparar variables con dos factores o la prueba
de rangos con signo de Wilcoxon segiin correspondiera en variables con més de dos factores. 'Categorias
correspondientes al analisis histologico: Pobre, HCC moderadamente diferenciado; Moderado, HCC
moderadamente diferenciado; Bien, HCC bien diferenciado; CCA, hepatocolangiocarcinoma.
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eMDSC eMDSC CD25+ CD25 en eMDSC (MFI)

Tabaquismo activo

No (n=7) 4,2 (3-4,8) 02 1,6 (1-2,5) 02 1514 (858 —2054) ,

Si (n=15) 6,23,9-9) 34(1,4-4,1) 1365 (1060 — 1982)
Consumo de alcohol

No (n=9) 4,8 (3,6 —0) 02 1,7 (0,9 - 3,3) 03 1074 (786 — 1639) 02

Si (n=13) 6,8 (3,1-17,6) 34(2-39) 1901 (1136 — 2060)
Farmacos anti-dislipidemia

No (n=15) 6,2(3,6-9) 3,3(1,6-3,9) 1901 (1085 —2035)

Estatinas (n=5) 4,8 (2,6 —4,8) 0,7 0,8 (0,7-3,1) 0,5 1074 (601 — 1639) 0,5

Gemfibrozilo (n=2) 4,9 (4,3-5,6) 2,9(2,3-3,6) 1009 (897 — 1120)
Encefalopatia hepatica

No (n=19) 4,8 (2,8 -6,7) 2,1(0,8-3,8) 1209 (853 — 1995

Si (n=3) 23 (14,8 -31,1) Lol 22,2 (12,8 — 28) ol 2738 (2319-3 156)) 02
Descompensacion Edematoascitica

No (n=20) 5,4(3,5-8,6) 04 2,9(0,9-4) | 1365 (853 —2028) 038

Si (n=2) 3,8(2,6-5) 2,6 (1,9-3,2) 1570 (1379 — 1762)
Analisis Histologico

Pobre (n=4) 2,8(2,4-6,7) 2,1(1,5-2,3) 2085 (2060 — 2086)

Moderado (n=11) 6,8 (4,7-9) 3,4(1,1-3,9) 1136 (654 — 1840)

Bien (n=5) 6 (4,8 -6,2) 02 42 (3,3-43) 02 1639 (1232 —1901) 0-08

CCA (n=2) 3,1(3,8-3,1) 1,2(1-1,4) 693 (647 — 740)
Microinvasion vascular

No (n=20) 4,8(3-6,9) 2,9(1,2-3,9) 1365 (1058 — 1995

Si (n=2) 24,7 (24 - 25,5) R 11,4 (6,1 —16,8) b 1965 El 160 — 2770; 02
Metastasis

No (n=21) 6(2,6-82) 0.6 3,1(0,9-3,9) | 1232 (919 — 1982) 04

Si (n=1) 3,1(-) 2,7(-) 2085 (-)
Clase Child-Pugh

A (n=19) 4,8 (2,8-16,7) 2,1(0,8-3,8) 1209 (853 — 1995)

B (n=2) 14,8 (10,8-18,9) 0,08 12,8(8,1-17,6) 0,08 3574 (-) 0,2

C (n=1) 39,3 (-) 32,7 () 1901 (-)
Estadio BCLC

A (n=17) 6,2(3,6-8,2) 3,1(0,9-3,9) 1232 (930 — 1955)

B (n=4) 5439-11,1) 0,8 2,3 (1,1 -3,6) 0,07 1503 (878 —2116) 0,5

C (n=1) 3,1(-) 2,7(-) 2085 (-)
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La Figura 27 muestra las correlaciones entre variables analiticas y clinicas continuas,
poblaciones mieloides e inhibicion linfocitaria in vitro. Ademds de las mencionadas con
anterioridad, la capacidad inmunosupresora correlaciond inversamente con los linfocitos
circulantes (CD4*, r=-0,81, p=0,0269; CD8", r=-0,85, p=0,0161). También, se encontrdé una
correlacion inversa entre los niveles de plaquetas y la proporcion de eMDSC CD25* (r=-0,50,

p=0,0169) asi como con la expresion de CD25 en eMDSC (r=-0,56, p=0,0011).
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Figura 27. Correlacion entre poblaciones mieloides y variables clinicas y analiticas continuas en
pacientes con HCC. Las poblaciones mieloides analizadas fueron M-MDSC, PMN-MDSC, eMDSC,
eMDSC CD25", monocitos, expresion de CD25 en eMDSC y de HLA-DR en células CD14" medido
como MFI. Las variables clinicas evaluadas incluyeron la edad, BMI y parametros de laboratorio
obtenidos el mismo dia de la extraccion de la muestra: conteo de neutrdfilos (x1000/uL), linfocitos
(x1000/uL) y plaquetas (x1000/uL), niveles de hemoglobina, INR, bilirrubina, creatinina, albimina y
aFP, el tamafio tumoral y el nimero de nodulos. Las correlaciones directas aparecen en verde y las
inversas en rosa. El tamafio y el gradiente de color de los circulos representan la magnitud de la
correlacion. Los asteriscos representan la significacion estadistica. Las correlaciones se evaluaron con el
coeficiente de correlacion de Spearman. *** p<0.001.

La Tabla 10 compara la capacidad supresora de las MDSC sobre linfocitos T CD4*y CD8" entre
los distintos grupos de pacientes, clasificados segun sus variables clinicas categoricas. Se
observaron tendencias hacia mayor capacidad inmunosupresora en los pacientes con VHC en
comparacion con aquellos sin hepatitis, asi como en los pacientes con estadio TNM II en
comparacion con aquellos en estadio 0/I, que no alcanzaron significacion estadistica. No se
observ asociacion con el resto de los parametros estudiados (Tabla 10).
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Tabla 10. Relacion entre inhibicion de linfocitos T CD4" y CD8"y caracteristicas clinicas

Inhibicion T CD4*

Inhibiciéon T CD8"

Tabaquismo activo

No (n=2) 33,8(31,4-36,1) 0 33,87 (31,25 - 36,50) 058
Si (n=5) 15,2 (13,6 — 52,3) ’ 9,80 (6 — 36,50) ’
Consumo alcohol
No (n=3) 29,1 (21,4 —33,8) 0.86 28,6 (17,3 —33,9)
Si (n=4) 33,7 (11,7 - 61,3) ’ 23,2 (8,7-50,1)
Hepatitis
No (n=2) 7,4 (4,2-10,5) 0.09 5,8(5,6-5.9) ol
VHC (n=5) 38,4 (29,1 —52,3) ’ 36,5 (28,6 —39,1) ’
Diabetes mellitus
No (n=5) 29,1 (15,2 -38,4) 28,6 (9,8 —39,1) 0.86
Tipo 2 (n=2) 32,9 (23,3 —42,6) 21,3 (13,6 —28.9) ’
Cirrosis
No (n=1) 13,6 (5 6 (-)
—— 0,57 0,57
Si (n=6) 33,8 (18,7 — 48.8) 32,6 (14,5 —38,5)
Encefalopatia hepatica
No (n=6) 33,8 (18,7 -48.8) 0 32,6 (14,5 —38,5) 0.99
Si (n=1) LI ’ 55 () ’
Descompensacion edematoascitica
No (n=5) 152 (13,6 — 29,1) 9,8 (6 —28,6)
—— 0,38 0,38
Si (n=2) 45,3 (41,5 -48,8) 37,8 (37,2 - 38,5)
Anailisis histolégico'
Moderado (n=4) 453 (32,6 - 61,3) 37,8 (29,8 — 52)
Bien (n=3) 13,6 (7,4 — 21,3) 0.1 6(5,8—17,3) 011
Clase Child-Pugh
A (n=6) 33,8 (18,7 —48.8) 32,5 (14,5 — 38,5)
_ 0,29 0,29
C (n=1) 1,1 (-) 5,5 (-)
Estadio BCLC
A (n=5) 15,2 (13,6 — 52,3) 9,8 (6—36,5)
— 0,86 0,57
B (n=2) 33,8 (31,4 -36,1) 33,9 (31,2 - 36,5)
Estadio TNM
0/1 (n=3) 13,6 (7,4 - 14, 9,8 (6 —36,5)
— 0,06 0,06
II (n=4) 453 (36,1 — 61,3) 33,9 (31,3 — 36,5)

Los datos se representan como mediana y rango intercuartilico. La significacion entre grupos se
determind con el estadistico U de Mann-Whitney.
'Categorias correspondientes al analisis histologico: Moderado, HCC moderadamente diferenciado; Bien,

HCC bien diferenciado.
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Por ultimo, el analisis PCA reveld que los pacientes que fallecieron durante el seguimiento se
distinguian discretamente en la dimension 2 de aquellos que permanecieron vivos, siendo
eMDSC CD25" y la expresion de CD25 en las eMDSC las principales variables que contribuian

a esa separacion (Figura 28).
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Figura 28. PCA de las poblaciones mieloides y los pacientes con HCC clasificados en funcion del
desenlace clinico (supervivencia o exitus).
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Las MDSC se han propuesto como una poblacion potencialmente beneficiosa en el &mbito del
trasplante de 6rgano so6lido. Gracias a sus multiples mecanismos inmunosupresores, estas células
podrian desempenar un papel relevante en la induccion de tolerancia inmunolégica, facilitando
asi la reduccion de la terapia inmunosupresora convencional. No obstante, es ampliamente
sabido que las MDSC se asocian a procesos oncoldgicos mediando la progresion tumoral y los

procesos metastasicos. Un estudio previo de nuestro grupo3®¢

identifico que niveles elevados de
M-MDSC a los 14 dias post-trasplante eran un factor de riesgo independiente de aparicion de
neoplasia durante los dos primeros afios tras el trasplante. Aunque se reconoce que las M-MDSC
pueden ser beneficiosas para la tolerancia al injerto, protegiendo asi del rechazo, los estudios que
abordan su papel en el contexto del trasplante renal siguen siendo limitados, con cohortes
reducidas y seguimientos a corto plazo. Con estos antecedentes, en este capitulo se ha evaluado
el papel de las M-MDSC en la aparicion de neoplasia y episodios de rechazo en una cohorte de

receptores de trasplante renal seguida clinicamente durante nueve afios.
3.1. Descripcion de la cohorte de estudio

La cohorte analizada estuvo compuesta por 226 RTR trasplantados en el Hospital Universitario
12 de Octubre entre los afios 2014 y 2016, por tanto, con seguimiento clinico minimo de nueve
afios tras el trasplante. Las principales caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion se
detallan en la Tabla 11. La mediana de edad fue de 55 afios y la mayoria de los pacientes eran
hombres (71,68 %). En cuanto a las causas de la ERC, la nefropatia diabética (22,57 %) y la
poliquistosis renal (12,39 %) fueron las etiologias mas frecuentes. Ademds, 23 pacientes
(10,18 %) presentaban hepatitis cronica 'y 13 (5,75 %) tenian antecedentes oncoldgicos previos
al trasplante. Respecto a la modalidad de didlisis, 20 pacientes (8,85 %) se encontraban en
situacion de pre-didlisis, 35 (15,49 %) habian recibido didlisis peritoneal y la mayoria habia sido
tratada con hemodialisis (74,78 %). Los pacientes llevaban una mediana de 480 (210 — 900) dias

en dialisis antes de recibir el injerto.

En relacion con la procedencia de los 6rganos trasplantados, la mayor parte provino de donantes
en muerte encefalica (64,60 %), mientras que el 23,45 % correspondi6 a donantes en asistolia.
Una minoria de RTR (11,95 %) recibi6 un injerto de donante vivo. En la mayoria de los casos,

se trato del primer trasplante que recibian (87,61 %) y fue un trasplante renal aislado (94,69 %).

151



Resultados — Capitulo 111

En cuanto a la sensibilizacion, 39 pacientes (17,26 %) presentaban anticuerpos anti-HLA pre-
trasplante. Atendiendo a las incompatibilidades en HLA-A, -B y —DR entre donantes y
receptores, 27 (12,11 %) pacientes presentaban menos de tres, mientras que 199 (88,05 %) tenian
tres 0 mas incompatibilidades. Mas concretamente, en el caso de HLA-B la mayoria de los
pacientes presentaban 2 incompatibilidades (56,64 %), mientras que para HLA-DR, 88
(38,94 %) y 102 (45,13 %) tenian una o dos incompatibilidades respectivamente. La funcion del
injerto fue inmediata en 110 pacientes (48,67 %).

En relacion con la terapia inmunosupresora, como terapia de induccion, 110 pacientes (48,67 %)
recibieron ATG, 85 (37,61 %) fueron tratados con basiliximab y un pequefio grupo de 31
(13,72 %) pacientes no recibio tratamiento de induccion. La terapia de mantenimiento se agrup6
en cinco categorias de tratamientos de forma que en el momento de consulta, 12 sujetos (5,31
%) estaban recibiendo tacrolimus en monoterapia, 139 (61,50 %) triple terapia con tacrolimus,
MMEF y corticoides, 22 pacientes (9,74 %) tacrolimus en combinacion con MMF, 26 (11,50 %)
tacrolimus y corticoides y 22 (9,74 %) tacrolimus, corticoides y otro inmunosupresor, bien un

inhibidor de mTOR o azatioprina.

Durante los nueve afios de seguimiento se registraron como eventos de interés la aparicion de
DSA de novo (7,96 %), la pérdida del injerto (10,18 %), episodios de rechazo (15,49 %), el
desarrollo de neoplasias (20,36 %) y los fallecimientos (30,09 %).

Tabla 11. Caracteristicas de la cohorte de trasplante renal.

(n=226)
Caracteristicas demograficas e historia clinica
Edad, mediana (IQR) 55 (43 - 66)
Sexo, mujer 64 (28,32 %)
Enfermedad de Base
Amiloidosis 3 (1,32 %)
Glomerulonefritis focal y segmentaria 13 (5,75 %)
Glomerulonefritis membranoproliferativa 4 (1,78 %)
Otra Glomerulonefritis 15 (6,64 %)
Nefroangioesclerosis hipertensiva 17 (7,52 %)
Nefropatia diabética 51 (22,57 %)
Nefropatia IgAxs 19 (8,41 %)
Nefropatia reflujo 8 (3,54 %)
Otra Nefropatia 8 (3,54 %)
Poliquistosis 28 (12,39 %)
Vasculitis 4 (1,78 %)
Tubulointersticial 10 (4,43 %)
Otra 21 (9,29 %)
Desconocida 25 (11,06 %)
Hepatitis Cronica 23 (10,18 %)
Cancer previo al trasplante 13 (5,75 %)
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No
Dialisis Peritoneal
Hemodialisis

Dias en Dialisis, mediana (IQR)
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20 (8,85 %)
35 (15,49 %)
169 (74,78 %)

480 (210 — 900)

Caracteristicas del trasplante

Tipo de Donante
Asistolia
Muerte Encefalica
Donante Vivo
Trasplante Previo, no
Tipo de Trasplante
Renal
Hepato-Renal
Pancreas-Rifion
Anti-HLA Pre-trasplante, si
Disparidad HLA (ABDR)
<3
>3
Disparidad HLA-B
0
1
2
Disparidad HLA-DR
0
1
2
Funcionalidad del Injerto
Inmediata

53 (23,45 %)
146 (64,60 %)
27 (11,95 %)
198 (87,61 %)

214 (94,69 %)
41,77 %)
8 (3,54 %)

39 (17,26 %)

27 (11,95 %)
199 (88,05 %)

14 (6,20 %)
84 (37,17 %)
128 (56,64 %)

36 (15,93 %)
102 (45,13 %)
88 (38,94 %)

110 (48,67 %)

Retrasada 114 (50,44 %)
Inmunosupresion
Induccion
ATG 110 (48,67 %)
Basiliximab 85 (37,61 %)
No Induccion 31 (13,72 %)
Mantenimiento'
Tac 12 (5,31 %)
Tac+MMF+Corticoides 139 (61,50 %)
Tac+MMF 22 (9,74 %)
Tac+Corticoides 26 (11,50 %)
Tac+Corticoides+Otros” 22 (9,74 %)

Evolucién post-trasplante

DSA de novo post-trasplante, si
Perdida del injerto

Rechazo

Neoplasia de novo

Exitus

18 (7,96 %)
23 (10,18 %)
35 (15,49 %)
46 (20,36 %)
68 (30,09 %)

IQR, rango intercuartilico, ATG, globulina anti-timocitica; Tac, tacrolimus; MMF, micofenolato
'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagndstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)
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3.2. Expansion de M-MDSC post-trasplante

En el estudio de A. Utrero-Rico et al.*%® se evaluaron longitudinalmente las poblaciones de
monocitos (CD33"CD11b"CD14*CD15"HLA-DR") y M-MDSC (CD33*CD11b"CD14"CD15"
HLA-DR"°") mediante citometria de flujo en la cohorte de RTR (Figura 10). Estas células se
identificaron en la sangre periférica de los RTR antes del trasplante y a los 7, 14 y 30 dias, asi
como a los 3, 6 y 12 meses después del trasplante y se evaluaron tanto en porcentaje respecto al

total de células mieloides como en recuento absoluto.

Las M-MDSC, tanto en porcentaje como en numeros absolutos, se encontraron aumentadas
durante todo el primer afio post-trasplante con respecto al pre-trasplante. Alcanzaron su pico a
los 7 0 14 dias después del trasplante, manteniéndose en niveles méximos a los 14 dias y al mes
post-trasplante. A partir de los 3 meses, se observé una disminucidon progresiva, aunque los
niveles permanecieron por encima de los niveles pre-trasplante a lo largo de todo el periodo de
seguimiento (Figura 29A). Por el contrario, los monocitos disminuyeron significativamente
entre los 7 dias y los 3 meses tras el trasplante recuperando los niveles pre-trasplante a los 6
meses, cuando se evaluaron sobre células mieloides, o a los 3 meses, considerandose en nimeros

absolutos (Figura 29B).
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Figura 29. Expansién de las M-MDSC durante el primer afio post-trasplante®®. (A) Porcentaje sobre
células mieloides y recuento absoluto de M-MDSC y (B) Monocitos en RTR durante el primer afio post-
trasplante. Todos los parametros se muestran como mediana y rango intercuartilico. La significacion entre
grupos se determiné con la prueba de rangos con signo de Wilcoxon. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001;
Pre, pre-trasplante; 7d, 7 dias post-trasplante; 14d, 14 dias post-trasplante; 1m, 1 mes post-trasplante; 3m,
3 meses post-trasplante; 6m, 6 meses post-trasplante; 12m, 12 meses post-trasplante.

3.3. Las M-MDSC en pacientes sin y con neoplasia en el post-

trasplante

De los 226 RTR incluidos en el estudio, 46 pacientes (20,36 %) desarrollaron neoplasias a lo
largo de los 9 afios de seguimiento post-trasplante, con una mediana de tiempo desde el trasplante

hasta el diagnostico del cancer de 1385 (776 — 1990) dias.

La Tabla 12 resume las caracteristicas clinicas de los pacientes que desarrollaron neoplasia
durante el seguimiento. Estos pacientes eran significativamente de mayor edad comparados con

los que no presentaron tumores. No se observaron diferencias en cuanto a la distribucion por
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sexo, la etiologia de base de la ERC, la presencia de hepatitis cronica, el historial de cancer

previo al trasplante ni en la modalidad o duracion de la didlisis.

En relacién con las caracteristicas del trasplante, se identific6 que entre los receptores que
desarrollaron neoplasias, la proporcion de primeros trasplantes era significativamente superior,
y la proporcidn de pacientes sensibilizados pre-trasplante era significativamente inferior. No se
detectaron diferencias significativas entre pacientes con y sin neoplasias en relacion con el tipo
de donante, trasplante renal o combinado con otro érgano, grado de incompatibilidad HLA ni la

funcionalidad inicial del injerto.

Respecto a la terapia inmunosupresora, se observé que la mayoria de los pacientes del grupo con
neoplasias habia recibido basiliximab como terapia de induccion (60,87 %) en comparacion con
el grupo sin cancer, donde ATG (54,44 %) fue la opcion mas frecuentemente utilizada. No se
identificaron diferencias en los esquemas de inmunosupresion de mantenimiento entre ambos

grupos.

Finalmente, en la evolucion post-trasplante, el grupo de pacientes que no hizo neoplasia acumuld
mayor incidencia de aparicion de DSA de novo, pérdida del injerto o episodios de rechazo, pero
el porcentaje de mortalidad durante el seguimiento fue el inico significativamente superior en

los pacientes con tumores.

Tabla 12. Caracteristicas de los RTR sin y con neoplasia en el post-trasplante.

Neoplasia No Neoplasia
(n=46) (n=180) P

Caracteristicas demograficas e historia clinica
Edad, mediana (IQR) 66 (55-"73) 54 (42 -63) 0,00009
Sexo, mujer 8 (17,39 %) 56 (31,11 %) 0,09
Enfermedad de Base 0,99

Amiloidosis 1(2,17 %) 2 (1,11 %)

GN focal y segmentaria 1 (2,17 %) 12 (6,67 %)

GN membranoproliferativa 1 (2,17 %) 7 (3,89 %)

Otra GN 4 (8,70 %) 11 (6,11 %)

Nefroangioesclerosis hipertensiva 4 (8,70 %) 13 (7,22 %)

Nefropatia diabética 10 (21,74 %) 41 (22,78 %)

Nefropatia IgA 4 (8,70 %) 15 (8,33 %)

Nefropatia reflujo 1(2,17 %) 7 (3,89 %)

Otra Nefropatia 1(2,17 %) 7 (3,89 %)

Poliquistosis 5 (10,87 %) 23 (12,78 %)

Vasculitis 1(2,17 %) 7 (3,89 %)

Tubulointersticial 3 (6,52 %) 7 (3,89 %)

Otra 4 (8,70 %) 17 (9,44 %)

Desconocida 6 (13,04 %) 19 (10,56 %)
Hepatitis Cronica 7 (15,22 %) 16 (8,89 %) 0,32
Cancer previo al trasplante 5 (10,87 %) 8 (4,44 %) 0,19
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Dialisis previa al trasplante 0,49

No 3 (6,52 %) 17 (9,44 %)

Dialisis Peritoneal 5(10,87 %) 30 (16,57 %)

Hemodialisis 37 (80,43 %) 132 (73,48 %)

Dias en Dialisis 330 (210 — 645) 510 (240 — 960) 0,12
Caracteristicas del trasplante
Tipo de Donante 0,14

Asistolia 6 (13,04 %) 47 (26,11 %)

Muerte Encefalica 35 (76,09 %) 111 (61,67 %)

Donante Vivo 5 (10,87 %) 22 (12,22 %)
Trasplante Previo, no 45 (97,83 %) 153 (85 %) 0,035
Tipo de Trasplante 0,20

Renal 46 (100 %) 168 (93,33 %)

Hepato-Renal 0 8 (4,44 %)

Pancreas-Rifién 0 4 (2,22 %)

Anti-HLA Pre-trasplante, si 3 (6,52 %) 36 (20 %) 0,04
Disparidad HLA (ABDR) 0,32
<3 3 (6,52 %) 24 (13,13 %)

>3 43 (93,48 %) 156 (86,67 %)
Disparidad HLA-B 0,80

0 4 (8.70 %) 15 (8,33 %)

1 19 (41,20 %) 63 (35 %)

2 23 (50 %) 102 (56,67 %)
Disparidad HLA-DR 0,16

0 5 (10,87 %) 24 (13,13 %)

1 22 (47,83 %) 69 (38,33 %)

2 19 (41,20 %) 87 (48,33 %)
Funcionalidad del Injerto 1

Inmediata 23 (50 %) 89 (48,44 %)

Retrasada 23 (50 %) 91 (50,56 %)
Inmunosupresion
Induccion 0,0008

ATG 12 (26,08 %) 98 (54,44 %)

Basiliximab 28 (60,87 %) 57 (31,67 %)

No Induccion 6 (13,04 %) 25 (13,89 %)
Mantenimiento’ 0,33

Tac 4 (8,70 %) 7 (3,89 %) 0,33

Tac+tMMF+Corticoides 24 (52,17 %) 115 (63,89 %) 0,20

Tac+tMMF 7 (15,22 %) 15 (8,30 %) 0,26

Tac+Corticoides 5 (10,87 %) 27 (15 %) 1

Tac+Corticoides+Otros” 6 (13,04 %) 16 (8,89 %) 0,57
Evolucién post-trasplante
DSA de novo post-trasplante, si 2 (4,35 %) 16 (8,89 %) 0,46
Perdida del injerto 1(2,17 %) 22 (12,22 %) 0,08
Rechazo 6 (13,04 %) 29 (16,11 %) 0,73
Exitus 21 (45,65 %) 47 (26,11 %) 0,018

Las variables numéricas se representan como mediana y rango intercuartilico. Las variables categoricas
se representan como tamafio y porcentaje. La significacion entre grupos se determino con el estadistico
U de Mann-Whitney para las variables numéricas y con la prueba de chi-cuadrado o la prueba exacta de
Fisher para las variables categoricas.

IQR, rango intercuartilico; GN, glomerulonefritis; ATG, globulina anti-timocitica; Tac, tacrolimus;
MMF, micofenolato.

'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagndstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)
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En cuanto a las poblaciones mieloides, no se observaron diferencias en la dinamica de las M-
MDSC ni de los monocitos entre ambos grupos a lo largo del primer afio post-trasplante (Figura
30). No obstante, los pacientes que desarrollaron neoplasia presentaban niveles
significativamente més elevados de M-MDSC, tanto en porcentaje como en nimeros absolutos,
en la medicion pre-trasplante y a los 7 dias posteriores al trasplante, en comparacion con aquellos
que no desarrollaron cancer. A los 14 y 30 dias post-trasplante, aunque se mantuvo la tendencia
hacia niveles mas altos de M-MDSC en el grupo con neoplasias, la diferencia no alcanzo la
significacion estadistica. A partir de los tres meses tras el trasplante, los niveles de M-MDSC se
estabilizaron, sin diferencias relevantes entre los grupos (Figura 30A). En el caso de los
monocitos, si bien se observd una tendencia hacia niveles mas bajos en los RTR que
desarrollaron cancer, las diferencias no resultaron estadisticamente significativas, salvo para los
monocitos medidos en nimeros absolutos al mes post-trasplante, donde se evidencié una

diferencia significativa entre los grupos (Figura 30B).
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Figura 30. Dinamica de las M-MDSC y monocitos durante el primer afio post-trasplante en
receptores con y sin neoplasia. (A) Porcentaje sobre células mieloides y recuento absoluto de M-MDSC
y (B) monocitos en RTR durante el primer afio post-trasplante. Todos los parametros se muestran como
mediana y rango intercuartilico. La evolucion temporal de las poblaciones celulares se analizé mediante
un modelo de regresion de efectos mixtos para datos continuos. Las comparaciones entre grupos se
realizaron con el estadistico U de Mann-Whitney. *, p<0,05; **, p<0,01; Pre, pre-trasplante; 7d, 7 dias
post-trasplante; 14d, 14 dias post-trasplante; 1m, 1 mes post-trasplante; 3m, 3 meses post-trasplante; 6m,
6 meses post-trasplante; 12m, 12 meses post-trasplante.
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En resumen, los RTR que desarrollaron cancer durante los 9 afios tras el trasplante correspondian
auna poblacion de mayor edad, con menor niimero de trasplantes previos, menor sensibilizacion
anti-HLA pre-trasplante y que habia recibido basiliximab como terapia de induccidén en mayor
proporcion. En los pacientes con cancer se acumularon mas muertes. Las M-MDSC se
encontraron significativamente elevadas, tanto en el pre-trasplante como a los 7 dias post-

trasplante.

3.4. Estratificacion de los RTR en funcion de los niveles de M-

MDSC

A continuacion, se estratificaron los RTR en funcion de los niveles de M-MDSC en el pre-
trasplante y a 7, 14 y 30 dias post-trasplante, tiempos en los que se habian identificado diferencias
entre los pacientes sin y con neoplasia. Utilizando curvas ROC, se determinaron los puntos de
corte Optimos para cada tiempo de analisis, seleccionando los umbrales que optimizaban el indice
de Youden. La Tabla 13 resume los puntos de corte obtenidos, junto con sus respectivas

sensibilidades, especificidades y areas bajo la curva.

Tras la estratificacion de los pacientes en funcion del punto de corte de las M-MDSC en el pre-
trasplante, la proporcion de pacientes que desarrollaron neoplasias fue significativamente mayor
en el grupo con niveles elevados de M-MDSC (18 de 59 pacientes; 31 %) en comparacion con
aquellos con niveles por debajo del umbral definido (16 de 114 pacientes; 14 %) (p=0,01). Este
mismo resultado se observd considerando las M-MDSC en numeros absolutos en el pre-
trasplante (22/84, 26 % vs 12/88, 14 %; p=0,04), a los 7 dias (26/93, 28 % vs 12/91, 13 %;
p=0,02) y al mes (23/86, 27 % vs 14/95, 15 %; p=0,04) post-trasplante. En resumen, los pacientes
que hicieron neoplasias en el periodo estudiado mostraron significativamente mas M-MDSC

peritrasplante.

A partir de este punto, los pacientes con niveles de M-MDSC por encima del punto de corte seran
denominados “M-MDSC Altas”, mientras que aquellos con niveles por debajo del umbral

definido por la curva ROC seran referidos como “M-MDSC Bajas”.
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Tabla 13. Especificidad, sensibilidad y area bajo la curva (AUC) para los puntos de corte de M-MDSC

determinados con curvas ROC

Sensibilidad  Especificidad

Punto de corte (TPR) (1- FPR) AUC

M-MDSC pre-trasplante

% sobre CD33" 12,30 % 0,53 0,71 0,60

NAbs (cel/pL) 28 cel/puL 0,73 0,47 0,60
M-MDSC 7 dias post-trasplante

% sobre CD33" 63,30 % 0,11 0,97 0,48

NADbs (cel/pL) 111,60 cel/uL 0,68 0,55 0,59
M-MDSC 14 dias post-trasplante

% sobre CD33" 23,70 % 0,79 0,34 0,53

NADbs (cel/pL) 50,80 cel/pL 0,87 0,31 0,56
M-MDSC 1 mes post-trasplante

% sobre CD33" 22,50 % 0,74 0,32 0,46

NAbs (cel/pL) 84,60 cel/uL 0,87 0,31 0,56

NAbs, numeros absolutos; TPR, true positive rate; FPR, false positive rate; AUC, area under curve.

3.5. Las M-MDSC altas confieren riesgo de forma independiente

para la aparicion de neoplasia en receptores renales

Con el objetivo de determinar el impacto de las variables que diferian entre RTR sin y con cancer
— edad, trasplantes previos, presencia de anticuerpos anti-HLA pre-trasplante, terapia de
induccion, muerte y niveles de M-MDSC — sobre el riesgo de desarrollar neoplasia, se llevo a
cabo un analisis de regresion de Cox, tanto univariante como multivariante. Adicionalmente, se
realiz6 un andlisis de supervivencia considerando riesgos competitivos, basado en el modelo de
Fine y Gray, que incluy6 tanto la aparicion de neoplasias como los episodios de rechazo como

eventos de interés.

La Tabla 14 resume los HR obtenidos en los andlisis univariante y multivariante para las
variables evaluadas. La Figura 31 presenta, en formato de forest plot, los HR de las variables

mas relevantes.

La edad emergié como un factor de riesgo independiente para el desarrollo de neoplasia, de
modo que cada incremento de un afo en la edad se asoci6 con un aumento del 4 % en el riesgo
de aparicion de cancer. La nefropatia diabética, aunque un factor protector significativo en el

modelo univariante no resulté un factor independiente en el modelo multivariante.
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El uso de basiliximab como terapia de induccién, en vez de ATG, se asocid con un incremento
superior a tres veces en el riesgo de aparicion de tumores en el seguimiento post-trasplante. De
nuevo, esta asociacion se perdio tras el ajuste multivariante. No obstante, el analisis de Kaplan-
Meier mostrd que los pacientes que recibieron basiliximab presentaron una menor SLM a los 9
afos (64 % (54 % — 76 %) en comparacion con aquellos tratados con ATG (89 % (83 % — 96 %)
(Figura 32A).

El desarrollo de anticuerpos anti-HLA DSA de clase I y II de novo, también se identificé como
factor protector en el analisis univariante, aunque no conservo su significacion en el modelo

multivariante.

Por otro lado, variables como haber recibido un trasplante previo, la presencia de anticuerpos
anti-HLA pre-trasplante asi como la existencia de una o dos incompatibilidades en HLA-DR
mostraron tendencia hacia un efecto protector, si bien estas asociaciones no alcanzaron la
significacion estadistica. No se identificaron asociaciones significativas en el resto de las

variables analizadas.

En cuanto a las M-MDSC, se observé que el grupo de M-MDSC altas, de acuerdo con el andlisis
de curvas ROC (Tabla 13), se asoci6 de manera independiente con un mayor riesgo de neoplasia.
Concretamente, tener las M-MDSC altas dentro de las células mieloides CD33* en el pre-
trasplante y en recuento absoluto, en el pre-trasplante y a los 7 dias post-trasplante se asociaron
con HR de 3,83 (IC 95 %: 1,68 —8,73), 3,12 (IC 95 %: 1,23 — 7,89) y 2,17 (IC 95 %: 1,02 —
4,61), respectivamente. Aunque niveles elevados de M-MDSC al mes post-trasplante también
mostraron una asociacion significativa en el andlisis univariante, esta no se mantuvo en el

modelo multivariante.

El andlisis de riesgos competitivos mediante el modelo de Fine y Gray confirmo los hallazgos
de la regresion de Cox, con la excepcion de la nefropatia diabética, que no se identificd como un

factor significativo en el anélisis univariante de este modelo (Tabla 14).
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Tabla 14. Hazard Ratio (HR) e intervalo de confianza al 95 % para la aparicion de neoplasia en el post-

trasplante calculados por regresion de Cox y modelo de riesgos competitivos univariantes

multivariantes.

Log-Rank

Univariante

Multivariante

Riesgos Competitivos
(Fine + Gray)

Univariante

Multivariante

Caracteristicas Clinicas

Edad

1,05 (1,03 — 1,1),

1,04 (1,01 - 1,1)

1,04 (1,02 - 1,07)

1,04 (1,01 - 1,08)

p<0,0001 p=0,0004 p<0,0001 p=0,005
Sexo (mujer) 0,49 (0,23 — 1,05), - 0,64 (0,29 - 1,39) -
exo (muje p=0,07 p=0,26
Enfermedad de Base
Nefropatia 0,11 (0,02 -0,94), 0,13 (0,01 -1,18) 0,31 (0,03 -3,23) -
diabética p=0,03 p=0,07 p=0,33
Lo 0,42 (0,17-1,07), 0,08 (0,01 —1,03) 0,42 (0,04 —4,52) -
Poliquistosis p=0,07 p=0,05 p=0,47
.. . 1,87 (0,79 — 4,40), - 1,66 (0,7 —3,96) -
Hepatitis Cronica p=0,16 p=0.25
Céncer previo 2,14 (0,85 —5,41), - 1,96 (0,73 —5,31) -
P p=0,11 p=0,18
Dialisis
I 1,66 (0,51 —5,39), - 1,22 (0,39 -3,87) -
Hemodialisis p=0,40 p=0,73
. 0,99 (0,23 —4,18), - 0,94 (0,23 - 3,88) -
Peritoneal p=0,99 p=0.93
. o 0,99 (0,99 - 1), - 1(1-1) -
Dias en dialisis p=0,18 p=021

Caracteristicas del Trasplante

Tipo Donante (vs vivo)

0,66 (0,20 — 2,16),

0,58 (0,18 — 1,88)

Asistolia p=0,49 p=0,37
Muerte 1,52 (0,60 — 3,89), - 1.06 (0,41 —2.73) -
encefalica p=0,38 p=0,91
. 0,15(0,02-1,11), 0,23 (0,03 -1,72) 0,18 (0,02 -1,3) 0,44 (0,05 -3,61)
Trasplante Previo p=0,06 p=0,15 p=0,09 p=0,45
Anti-HLA 0,33 (0,10-1,05), 0,24 (0,02-3,31)  0,25(0,06—-1.05) 0,29 (0,03 —2,42)
pre-trasplante p=0,06 p=0,29 p=0,058 p=0,25
. 0,48 (0,15 - 1,54), - 0,61 (0,19-2) -
Mismatch <3 =022 p=0,41
Disparidad B
1 0,36 (0,09 - 1,30), - 1,73 (0,21 — 14,2) -
p=0,12 p=0,61
2 0,64 (0,19 -2,12), - 1,42 (0,17 -11,5) -
p=0,46 p=0,74
Disparidad DR
1 0,45 (0,18 - 1,10), 1,59 (0,38 - 6,73) 2,7(0,65-11,2) -
p=0,08 p=0,52 p=0,17
2 0,52 (0,21 -1,28), 0,59 (0,13 -2,61) 1.33 (0,3 —5,98) -
p=0,15 p=0,48 p=0,71
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Inmunosupresion

Induccién (vs ATG)

No Induccién 1,78 (0,67 — 4,74),

1,88 (0,63 — 5,62),

p=0,25 p=0,26
- 3,45 (1,75 -6,79), 1,97 (0,85 -4,55) 3,36 (1,61 -6,99), 2,02 (0,81 —5,06)
Basiliximab p=0,0005 p=0,11 p=0,001 p=0,13
Mantenimiento!
Ta 0,50 (0,07 — 3,65), - 0,67 (0,09 — 4.9) -
¢ p=0,49 p=0,70
Tac + MMF + 0,69 (0,39 — 1,24), - 0,74 (0,4 — 1,38) -
Corticoides p=0,21 p=0,34
1,76 (0,79 — 3,93), - 1,73 (0,75 — 4) -
Tac + MMF p=0,17 p=0,20
Lo 0,97 (0,47 —2,01), - 0,69 (0,29 — 1,67) -
Tac + Corticoides p=0,93 p=0,41
1,40 (0,59 — 3,31), - 1.07 (0.38 —3.01) -
#
Tac + MMF + Otro p=0,79 p=0.90

Evolucion post-trasplante

DSA post-trasplante
1,40 (0,43 — 4,54),

0,48 (0,06 — 3,68)

Clase I 057 O
Clase II 0,68 (g,:()(i;04,92), - 0,65 (;);%f;; 5,08) .
Clase I+1I 0,11 (gf(io—30,82), 0,33 (;);%g; 328) 0,13 (3;?)2,0_4 0,99) 021 (12)2%3,13 1,56)
Rechazo 0,77 ;():53’35;71581), -
M-MDSC

M-MDSC Pre-trasplante

> 12,3 % de CD33" 2,47 (1’26 _ 4,85),

3,83 (1,68 — 8,73)

2,39 (1,18 — 4,85)

2,08 (1,02 — 4,23)

p=0,008 p=0,01 p=0,016 p=0,021
> 28 cel/uL. 2,3 (ll;i});) 24,74), 3,12 (pl;zoifo—l 7,89) 1,95 I()1=,((])’60 ;44,05) 1,92 l()1=,(())’50 ;93,38)
M-MDSC 7d Post-trasplante
> 63,3 % de CD33" 1’47p(:()67f e 2) ) 134 (g;?fl; 192 )
> 11,6 cel/uLL 2,31 (I1),=107’0—14,58), 2,17 (;;(:)2,0—4 4,61) 2,80 l()1=,(.;a,100—86,01) 2,41 l()1=,3’60 ;55,47)

M-MDSC 14d Post-trasplante

>23,7 % de CD33" 1,55 (0,82 -2,93)

1,51 (0,76 — 3,01)

p=0,18 p=0,24
1,44 (1,74 - 2,82), - 2,80 (1,31 -6,01) -
> 50,8 cel/uLL p=0,28 p=0,084

M-MDSC 1m Post-trasplante
>22,5 % de CD33* 1,31 (0,69 - 2,49)

1,04 (0,53 — 2,05)

p=0,41 p=0,91
224 (1,13-446),  177(0,78-4,01)  2,68(1,27-5,62)  2,12(0,99 -4,51)

Para el andlisis multivariante se consideraron las variables significativas en el analisis univariante.
ATG, globulina anti-timocitica; Tac, tacrolimus; MMF, micofenolato

'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagndstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)
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Figura 31. Forest plot de los Hazard Ratio (HR) para la aparicién de neoplasia en el post-trasplante.
(A) HR correspondientes a la regresion de cox univariante y (B) multivariante. Se muestra el HR con el
intervalo de confianza al 95 % correspondientes a la edad, nefropatia diabética, poliquistosis, trasplante
previo, anticuerpos anti-HLA pre-trasplante, disparidad en HLA-DR, basiliximab como terapia de
induccion, anticuerpos anti HLA DSA post-trasplante, y el porcentaje sobre células mieloides y recuento
de M-MDSC pre-trasplante (PreTx), a los 7 dias (7d) y al mes (1m) post-trasplante.

La estratificacion de los pacientes en dos grupos segun los puntos de corte establecidos por las
curvas ROC, revelo, mediante analisis de Kaplan-Meier, que aquellos receptores con niveles
elevados de M-MDSC presentaron una menor SLM en comparacién con los pacientes con
niveles bajos (Figura 32B-E). A los 9 afos, la SLM para los grupos con M-MDSC elevadas fue
de 71 % (61 —84), 75 % (66 — 85), 73 % (65 — 83) y 71 % (62 — 82) para los puntos de corte de
>12,3 % de CD33" pre-trasplante, > 28 células/uL pre-trasplante, > 111,6 células/uL a los 7 dias
post-trasplante y > 84,6 células/uL al mes post-trasplante (Tabla 13), respectivamente; mientras

que los grupos con niveles bajos de M-MDSC superaron el 85 % en todos los casos.

Resumiendo, la edad y niveles elevados de M-MDSC en el pre-trasplante y a los 7 dias post-
trasplante emergieron como los unicos factores de riesgo independientes de aparicion de
neoplasia, aunque la terapia de induccion permitia estratificar a los pacientes de forma que los

RTR tratados con basiliximab presentaban menor SLM.
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Figura 32. RTR con niveles altos de M-MDSC presentan menor supervivencia libre de malignidad.
Graficas Kaplan Meier estratificando a los pacientes en funcion de (A) la terapia de induccion, (B) los
niveles de M-MDSC sobre células mieloides CD33" en el pre-trasplante, (C) recuento de M-MDSC en
el pre-trasplante (D) recuento de M-MDSC 7 dias post-trasplante, y (E) recuento de M-MDSC un mes
post-trasplante. El color sombreado representa el intervalo de confianza al 95 %. El tiempo se representa
en dias.

3.6. Perfil de las M-MDSC en receptores renales con distintos

tipos de tumor

En la cohorte de RTR analizada el tipo tumoral mas frecuente fue el carcinoma cutaneo
basocelular, con una prevalencia del 26,09 %, seguido del carcinoma cutdaneo epidermoide
(23,91 %) y el adenocarcinoma de pancreas (8,70 %). (Tabla 15). Con base en esta distribucion,
los pacientes se agruparon en tres categorias: 1) carcinoma cutdneo basocelular o epitelioma

(CCB); 1ii) carcinoma cutdneo epidermoide o escamoso (CCE); y iii) tumores no cutdneos
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(TNC), que incluyeron el resto de las neoplasias, en 6rganos internos, suponiendo el 50 % de los
casos restantes. La mediana de tiempo desde el trasplante hasta el diagnostico de cancer fue de
1337 (729 — 2124) dias para el grupo CCB, 1664 (1208 — 2588) para CCE y 1315 (728 — 1686)
para TNC.

Tabla 15. Clasificacion de las neoplasias desarrolladas por los RTR

Tipo neoplasia n (%)
Carcinoma Cutaneo Basocelular (epitelioma) 12 (26,09 %)
Carcinoma Cutaneo Epidermoide (escamoso) 11 (23,91 %)
Adenocarcinoma de pancreas 4 (8,70 %)
Adenocarcinoma Pulmoén 3 (6,52 %)
Carcinoma Pancreas (de células acinosas) 3 (6,52 %)
Carcinoma Colén 2 (4,35 %)
Carcinoma Renal de células claras 2 (4,35 %)
Adenocarcinoma Intestino grueso 1 (2,17 %)
Carcinoma Pulmoén (microcitico) 1 (2,17 %)
Carcinoma Pulmon (no microcitico) 1 (2,17 %)
Carcinoma Urotelial 1 (2,17 %)
Hepatocarcinoma 1 (2,17 %)
Hipoplasia de células germinales 1 (2,17 %)
Mieloma multiple 1 (2,17 %)
Tumor carcinoide de duodeno 1 (2,17 %)
Adenocarcinoma Sitio primario desconocido 1(2,17 %)

Para cada tumor, se incluye el nimero de pacientes (n) y el porcentaje
(%) con respecto al total de RTR con neoplasia post-trasplante.

Se evaluaron primero las tasas de M-MDSC (porcentaje dentro de la poblacion mieloide) en los
tres grupos de pacientes. Los receptores con CCB mostraron valores similares al grupo sin
neoplasia durante todo el primer afio post-trasplante. Por el contrario, los pacientes con CCE o
TNC presentaron niveles significativamente mas elevados en comparacion con el grupo sin
cancer en la medicion pre-trasplante. En el grupo CCE, las M-MDSC se encontraron elevadas
también al mes post-trasplante. A los seis meses, los pacientes con CCE presentaron niveles de

M-MDSC significativamente mas bajos que el grupo TNC de tumores internos (Figura 33A).

Cuando los niveles de M-MDSC se analizaron en valores absolutos, se observé que los pacientes
con CCE presentaban concentraciones significativamente mas altas en el pre-trasplante frente al
grupo sin neoplasia, asi como niveles superiores a los del grupo CCB a los 14 dias post-
trasplante. Nuevamente, a los seis meses post-trasplante, los niveles de M-MDSC en el grupo

CCE fueron significativamente inferiores a los observados en el grupo TNC (Figura 33B).
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En conjunto este analisis sugiere que el riesgo que confieren las M-MDSC elevadas en el
peritrasplante para la aparicion de cancer, favorece, principalmente, la aparicion de CCE y TNC,

pero no la de CCB.
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Figura 33. Dindmica de las M-MDSC en RTR clasificados en funcion del tipo de tumor desarrollado
post-trasplante. (A) Porcentaje sobre células mieloides y (B) recuento absoluto de M-MDSC en RTR
durante el primer afio post-trasplante. Todos los parametros se muestran como mediana y rango
intercuartilico. La evolucion temporal de las poblaciones celulares se analiz6 mediante un modelo de
regresion de efectos mixtos para datos continuos. Las comparaciones entre grupos se realizaron con el
estadistico U de Mann-Whitney. *, p<0,05. Pre, pre-trasplante; 7d, 7 dias post-trasplante; 14d, 14 dias
post-trasplante; 1m, 1 mes post-trasplante; 3m, 3 meses post-trasplante; 6m, 6 meses post-trasplante;
12m, 12 meses post-trasplante.
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3.7. La edad es el unico factor de riesgo independiente para la

aparicion de carcinoma cutaneo basocelular en RTR

Los pacientes que desarrollaron CCB durante el seguimiento post-trasplante tenian mayor edad
y mas antecedentes oncologicos previos al trasplante, en comparacion con los receptores sin
tumores. Asimismo, se observo una mayor proporcion de pacientes que recibieron basiliximab
como terapia de induccidn, mientras que la ATG fue el tratamiento mas frecuente en el grupo sin
neoplasia. No se encontraron diferencias significativas en el resto de las variables analizadas

(Tabla 16).

Tabla 16. Caracteristicas de los RTR con carcinoma cutaneo basocelular.

CCB No Neoplasia
(n=12) (n=180) P
Caracteristicas demograficas e historia clinica
Edad, mediana (IQR) 67 (58 —78) 54 (42 - 63) 0,005
Sexo, mujer 3 (25 %) 56 31,11 %) 0,90
Enfermedad de Base 0,78
Amiloidosis 0 2 (1,11 %)
Glomerulonefritis focal y segmentaria 0 12 (6,67 %)
Glomerulonefritis membranoproliferativa 0 7 (3,89 %)
Otra Glomerulonefritis 1(8,33 %) 11 (6,11 %)
Nefroangioesclerosis hipertensiva 0 13 (7,22 %)
Nefropatia diabética 3 (25 %) 41 (22,78 %)
Nefropatia IgA 0 15 (8,33 %)
Nefropatia reflujo 0 7 (3,89 %)
Otra Nefropatia 0 7 (3,89 %)
Poliquistosis 3 (25 %) 23 (12,78 %)
Vasculitis 1(8,33 %) 7 (3,89 %)
Tubulointersticial 1(8,33 %) 7 (3,89 %)
Otra 2 (16,67 %) 17 (9,44 %)
Desconocida 1(8,33 %) 19 (10,56 %)
Hepatitis Cronica 1(8,33 %) 16 (8,89 %) 1
Cancer previo al trasplante 3 (25 %) 8 (4,44 %) 0,02
Dialisis previa al trasplante 0,99
No 1 (8,33 %) 17 (9,44 %)
Dialisis Peritoneal 2 (16,67 %) 30 (16,57 %)
Hemodialisis 8 (66,67 %) 132 (73,48 %)
Dias en Dialisis 240 (135—-510) 510 (240 — 960) 0,12
Caracteristicas del trasplante
Tipo de Donante 0,40
Asistolia 2 (16,67 %) 47 (26,11 %)
Muerte Encefalica 7 (58,33 %) 111 (61,67 %)
Donante Vivo 3(25%) 22 (12,22 %)
Trasplante Previo, no 12 (100 %) 153 (85 %) 0,31
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Tipo de Trasplante 0,65
Renal 12 (100 %) 168 (93,33 %)
Hepato-Renal 0 8 (4,44 %)
Pancreas-Rifion 0 4 (2,22 %)

Anti-HLA Pre-trasplante, si 2 (16,67 %) 36 (20 %) 1

Disparidad HLA (ABDR) 0,49
<3 3 (25 %) 24 (13,13 %)
>3 9 (75 %) 156 (86,67 %)

Disparidad HLA-B
0 1 (8,33 %) 15 (8,33 %)

1 5 (41,67 %) 63 (35 %)
2 6 (50 %) 102 (56,67 %)

Disparidad HLA-DR
0 1 (8,33 %) 24 (13,13 %)

1 7 (58,33 %) 69 (38,33 %)
2 4 (33,33 %) 87 (48,33 %)

Funcionalidad del Injerto 0,85
Inmediata 5 (41,67 %) 89 (48,44 %)
Retrasada 7 (58,33%) 91 (50,56 %)

Inmunosupresion

Induccion 0,035
ATG 4 (33,33 %) 98 (54,44 %)
Basiliximab 8 (66,67 %) 57 (31,67 %)

No Induccién 0 25 (13,89 %)

Mantenimiento'

Tac 1 (8,33 %) 7 (3,89 %) 1
Tac+tMMF+Corticoides 9 (75 %) 115 (63,89 %) 0,64
Tac+MMF 1 (8,33 %) 15 (8,30 %) 1
Tac+Corticoides 1(8,33 %) 27 (15 %) 0,52
Tac+Corticoides+Otros” 0 16 (8,89 %) 0,59

Evolucién post-trasplante

DSA de novo post-trasplante, si 1(8,33 %) 16 (8,89 %) 1

Perdida del injerto 0 22 (12,22 %) 0,39

Rechazo 1 (8,33 %) 29 (16,11 %) 0,71

Exitus 5 (41,67 %) 47 (26,11 %) 0,42

Las variables numéricas se representan como mediana y rango intercuartilico. Las variables categoricas
se representan como tamafio y porcentaje. La significacion entre grupos se determino con el estadistico
U de Mann-Whitney para las variables numéricas y con la prueba de chi-cuadrado o la prueba exacta de
Fisher para las variables categoricas.

CCB, carcinoma cutaneo basocelular; IQR, rango intercuartilico; GN, glomerulonefritis; ATG, globulina
anti-timocitica; Tac, tacrolimus; MMF, micofenolato.

'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagndstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)

En la regresion de Cox para la aparicion de CCB, la edad fue el Unico factor de riesgo
independiente identificado. En concreto, cada incremento de un afio se asocié con un aumento
del 8 % en el riesgo de aparicion de este tipo de carcinoma. El antecedente de cancer previo al
trasplante también emergié como un factor de riesgo relevante en el andlisis univariante, con un

HR de 5,87 (IC 95 %: 1,58-21,7); sin embargo, esta asociacion no se mantuvo en el modelo
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multivariante ni en el andlisis de riesgos competitivos. De forma similar, los pacientes que

recibieron basiliximab como terapia de induccion presentaron un riesgo 3,49 veces mayor de

desarrollar CCB en comparacion con aquellos tratados con ATG. Esta asociacion fue consistente

en el analisis de riesgos competitivos, aunque no alcanzé significacion estadistica en los modelos

multivariantes. No encontramos una asociacion significativa con la presencia de niveles elevados

de M-MDSC en ninguno de los tiempos evaluados (Tabla 17).

Tabla 17. Hazard Ratio (HR) e intervalo de confianza al 95 % para la aparicion de carcinoma cutaneo

basocelular en el post-trasplante calculados por regresion de Cox y modelo de riesgos competitivos

univariantes y multivariantes

Log-Rank

Univariante

Multivariante

Riesgos Competitivos
(Fine + Gray)
Univariante Multivariante

Caracteristicas Clinicas

Edad

1,08 (1,03 —1,14),

1,07 (1,01 - 1,12),

1,05 (1,01 - 1,11), 1,03 (0,98 — 1,08),

p=0,002 p=0,02 p=0,04 p=0,21

Sexo (mujer) 0,71 (gigg02562), - 0,84 (g;z(ig03,21), )
Hepatitis Cronica 0.91 (;3;1025;37’04)’ - 0,99 (g’:l(i;97’56)’ -
Céncer previo 5,87 :)1;3?0;) 217, 440 ((;,zg ,6719’15)’ 3,84 (35(16817,4), ]
Dialisis

Hemodialisis 1,10 (12;16‘2;38576)’ - 0,88 (3;1015;07,15), -

Peritoneal 1,09 «;50)56412’05)’ - 1,05 (3;10059*71 1,6), -
Dias en dialisis 0’99p(£6?207 D, B pl: 8‘52{9

Caracteristicas del Trasplante

Tipo Donante (vs vivo)

Asistolia

0,35 (0,06 — 2,13),

0,31 (0,05 — 1,80), -

p=0,26 p=0,19
- 0,56 (0,14 —2,13), - 0,41 (0,10 - 1,65), -
Muerte Encefalica p=0,39 p=021
Trasplante Previo 0,01 1()0:I nf), ) ) )
Anti-HLA 0,86 (0,19 —3,93), - 0,42 (0,05 —3,33), -
pre-trasplante p=0,85 p=0,41
. 2,05 (0,56 —7,59), - 2,41 (0,64 —9,03), -
Mismatch <3 p=0,28 p=0,19
Disparidad B
1 0,41 (0,05 -3,97), - 0,40 (0,04 —4,07), -
p=0,43 p=0,44
) 0,36 (0,04 —3,05), - 0,43 (0,05 —3,93), -
p=0,35 p=0,45
Disparidad DR
1 1,70 (0,21 — 14,17), - 1,36 (0,16 — 11,70), -
p=0,62 p=0,78
2 0,84 (0,09 -8,11), - 0,77 (0,08 —7,36), -
p=0,88 p=0,82
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Inmunosupresion
Induccion (vs ATG)
No Induccién 0 (Op; %nﬂ’ . .
e 3,49 (1,05 - 11,6), 2,75 (0,64 — 15,4), 4,36 (1,16 — 16,4), 3,17 (0,76 — 13,3),
Basiliximab p=0,04 p=0,03 p=0,11
Mantenimiento'
Ta 1,82 (0,23 — 14,18), 2,30 (0,30 - 17,8), -
¢ p=0,57 p=0,42
Tac + MMF + 1,77 (0,48 — 6,53), 2,60 (0,56 — 12), -
Corticoides p=0,39 p=0,22
1,02 (0,13 — 7,89), 1,08 (0,14 — 8,06), -
Tac + MMF p=0,99 p=0,94
Tac + Corticoides 0.36 (OLOS ~2.74), . .
p=0,32

Evolucion post-trasplante

DSA post-trasplante
4 (0,85 —18,81),

1,90 (0,23 — 15,4), -

Clase p=0,08 p=0,55
0,44 (0,06 — 3,45), 0,46 (0,06 — 3,70), -
Clase I1 p=0,43 p=0,47
0,44 (0,06 — 3,38), - -
Rechazo =043
M-MDSC

M-MDSC Pre-trasplante
>12,30 % de CD33*  111(0:21-5.76),
p=0,90
1,68 (0,38 — 7,54),
> 28 cel/pL 07049
M-MDSC 7d Post-trasplante
> 63,3 % de CD33* 1,07 (0,33 - 3,52),
p=0,91
1,99 (0,58 - 6,83),
>111,6 cel/pL 00,27

M-MDSC 14d Post-trasplante

1,46 (0,44 — 4,80),
p=0,53

0,48 (0,14 — 1,65),
p=0,24

>23,7 % de CD33"

>50,8 cel/pL
M-MDSC 1m Post-trasplante
>22,5 % de CD33* 0,62 (0,18 —2,22),

0,51 (0,06 — 4,36), -
p=0,54

1,29 (0,27 — 6,08), -
p=0,75

1,32 (0,37 —4,74), -
p=0,67

2,76 (0,71 - 10,70), -
p=0,14

1,14 (0,32 — 4,10), -
p=0,84

0,54 (0,16 — 1,87), -
p=0,33

0,45 (0,11 — 1,80), -

p=0,47 p=0,26
0,87 (0,25 - 3,08), 1,05 (0,28 — 3,87), -
> 84,6 cel/pL p=0,83 p=0,95

Para el andlisis multivariante se consideraron las variables significativas en el analisis univariante.
ATG, globulina anti-timocitica; Tac, tacrolimus; MMF, micofenolato

'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagndstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)
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3.8. Las M-MDSC elevadas predicen la aparicion de carcinoma

cutaneo epidermoide en RTR

En cuanto a las caracteristicas clinicas de los pacientes que desarrollaron CCE, se observo que

la mayoria habian sido tratados con basiliximab como terapia de induccidn, en comparacioén con

los RTR sin céncer, quienes fueron tratados mayoritariamente con ATG. No se encontraron

diferencias significativas entre ambos grupos en el resto de las variables clinicas o inmunologicas

evaluadas (Tabla 18).

Tabla 18. Caracteristicas de los RTR con carcinoma cutaneo epidermoide

CCE No Neoplasia
(n=11) (n=180) P
Caracteristicas demograficas e historia clinica
Edad, mediana (IQR) 66 (57 — 68) 54 (42 -63) 0,054
Sexo, mujer 3 (27,27 %) 56 (31,11 %) 1
Enfermedad de Base 0,59
Amiloidosis 0 2 (1,11 %)
Glomerulonefritis focal y segmentaria 0 12 (6,67 %)
Glomerulonefritis membranoproliferativa 0 7 (3,89 %)
Otra Glomerulonefritis 3 (27,27 %) 11 (6,11 %)
Nefroangioesclerosis hipertensiva 1 (9,09 %) 13 (7,22 %)
Nefropatia diabética 1 (9,09 %) 41 (22,78 %)
Nefropatia IgA 2 (18,18 %) 15 (8,33 %)
Nefropatia reflujo 1 (9,09 %) 7 (3,89 %)
Otra Nefropatia 0 7 (3,89 %)
Poliquistosis 1 (9,09 %) 23 (12,78 %)
Vasculitis 0 7 (3,89 %)
Tubulointersticial 0 7 (3,89 %)
Otra 1 (9,09 %) 17 (9,44 %)
Desconocida 1 (9,09 %) 19 (10,56 %)
Hepatitis Cronica 2 (18,18 %) 16 (8,89 %) 0,62
Cancer previo al trasplante 0 8 (4,44 %) 1
Didlisis previa al trasplante 0,79
No 1 (9,09 %) 17 (9,44 %)
Dialisis Peritoneal 1 (9,09 %) 30 (16,57 %)
Hemodialisis 9 (81,82 %) 132 (73,48 %)

Dias en Dialisis

225 (210 - 638)

510 (240 — 960) 0,18

Caracteristicas del trasplante

Tipo de Donante
Asistolia
Muerte Encefalica
Donante Vivo
Trasplante Previo, no
Tipo de Trasplante
Renal
Hepato-Renal
Pancreas-Rifion
Anti-HLA Pre-trasplante, si
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1(9,09 %)
10 (90,91 %)
0
11 (100 %)

11 (100 %)
0
0
0

0,14
47 (26,11 %)
111 (61,67 %)
22 (12,22 %)
153 (85 %) 0,35
0,68
168 (93,33 %)
8 (4,44 %)
42,22 %)
36 (20 %) 0,22
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0,45

Disparidad HLA (ABDR)

<3 0 24 (13,13 %)

>3 11 (100 %) 156 (86,67 %)
Disparidad HLA-B 0,73

0 0 15 (8,33 %)

1 4 (36,36 %) 63 (35 %)

2 7 (63,64 %) 102 (56,67 %)
Disparidad HLA-DR 0,41

0 1 (9,09 %) 24 (13,13 %)

1 7 (63,64 %) 69 (38,33 %)

2 3 (27,27 %) 87 (48,33 %)
Funcionalidad del Injerto 0,53

Inmediata 7 (63,64 %) 89 (48,44 %)

Retrasada 4 (36,36 %) 91 (50,56 %)
Inmunosupresion
Induccion 0,019

ATG 2 (18,18 %) 98 (54,44 %)

Basiliximab 8 (72,73 %) 57 (31,67 %)

No Inducciéon 1 (9,09 %) 25 (13,89 %)
Mantenimiento'

Tac 2 (18,18 %) 7 (3,89 %) 0,15

Tac+tMMF+Corticoides 4 (36,36 %) 115 (63,89 %) 0,13

Tac+MMF 1 (9,09 %) 15 (8,30 %) 1

Tac+Corticoides 3 (27,27 %) 27 (15 %) 0,88

Tac+Corticoides+Otros” 1 (9,09 %) 16 (8,89 %) 1
Evolucién post-trasplante
DSA de novo post-trasplante, si 0 16 (8,89 %) 0,62
Perdida del injerto 0 22 (12,22 %) 0,43
Rechazo 1 (9,09 %) 29 (16,11 %) 0,80
Exitus 327,27 %) 47 (26,11 %) 1

Las variables numéricas se representan como mediana y rango intercuartilico. Las variables categoricas
se representan como tamafio y porcentaje. La significacion entre grupos se determiné con el estadistico
U de Mann-Whitney para las variables numéricas y con la prueba de chi-cuadrado o la prueba exacta de
Fisher para las variables categoricas.

CCE, carcinoma cutaneo epidermoide; IQR, rango intercuartilico; GN, glomerulonefritis; ATG,
globulina anti-timocitica; Tac, tacrolimus; MMF, micofenolato

'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagnéstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)

Al analizar la asociacion de las diferentes variables al riesgo de desarrollar CCE, tanto la edad
como los niveles elevados de M-MDSC en el pre-trasplante emergieron como los inicos factores
de riesgo independientes. En el modelo multivariante, la edad presenté un HR de 1,08 (IC 95 %:
1,02 — 1,15), lo que implica un incremento del 8 % del riesgo por cada afio adicional. M-MDSC
altas, en porcentaje sobre células mieloides y como recuento total en el pre-trasplante se
asociaron con HR de 4,29 (IC 95 %: 1,10 — 16,76), y 3,80 (IC 95 %: 1,15 — 17,99),
respectivamente (Tabla 13). Asimismo, M-MDSC altas al mes post-trasplante se asociaron con
un HR de 5,66 (IC 95 %: 1,09 — 29,34) en el modelo univariante, aunque esta asociacidon no

alcanz¢ significacion estadistica en el modelo multivariante (Tabla 19, Figura 34).
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De nuevo, el uso de basiliximab como terapia de induccién se asocid con un aumento
significativo del riesgo en el andlisis univariante (6,59 (1,40 — 31,07)), aunque esta asociacion
perdi6 significacion tras el ajuste multivariante. A pesar de ello, el andlisis de Kaplan-Meier
mostro diferencias en la SLM segun el tipo de induccién, con una SLM significativamente menor
en los pacientes tratados con basiliximab frente a aquellos que recibieron ATG (Figura 35A). A
los 9 afios, la SLM fue del 89 % (82-97) en los pacientes tratados con basiliximab, en

comparacion con el 99 % (96—-100) en los tratados con ATG.

El andlisis de riesgos competitivos mostrd resultados concordantes con los obtenidos mediante
regresion de Cox, con la excepcion de las M-MDSC > 84,6 células/puL al mes post-trasplante,
que si se confirmaron como un factor de riesgo independiente significativo en el modelo

multivariante (Tabla 19).

Cabe sefialar que la enfermedad de base, el historial de cancer previo, el tipo de donante, la
presencia de anticuerpos anti-HLA pre-trasplante, las incompatibilidades en HLA-B y la
presencia de DSA post-trasplante no pudieron ser incluidas en este analisis por tener HR no
interpretables (0 o infinito), resultado de la ausencia de eventos en alguno de los niveles de dichas

variables.

Tabla 19. Hazard Ratio (HR) e intervalo de confianza al 95 % para la aparicion de carcinoma cutdneo
epidermoide en el post-trasplante calculados por regresion de Cox y modelo de riesgos competitivos

univariantes y multivariantes

Log-Rank Riesgos Competitivos
(Fine + Gray)
Univariante Multivariante Univariante Multivariante

Caracteristicas Clinicas

1,06 (1,01 - 1,11), 1,08 (1,02—1,15),  1,03(1,01—1,08), 1,03 (1,01 - 1,06),

Edad p=0,02 p=0,005 p=0,006 p=0,04
Sexo (mujer) 0,83 (0,22 - 3,13), - 0,96 (0,25 — 3,66), -
! p=0,78 p=0,95
o . 2,07 (0,45 -9,61), - 1,02 (0,13 - 8,15), -
Hepatitis Cronica p=0,35 p=0,99
Dialisis
- 1,33 (0,17 - 10,49), - 1,04 (0,14 —7,59), -
Hemodialisis p=0,79 p=0,97
. 0,61 (0,04 —9,72), - 0,56 (0,03 — 8,94), -
Peritoneal p=0,73 p=0,68
. R 0,99 (0,99 - 1), - 1(-), -
Dias en dialisis p=024 p=0,10
Caracteristicas del Trasplante
Disparidad DR
1 2,02 (0,25 - 16,43), - 1,87 (0,24 — 14,7), -
p=0,51 p=0,55
2 0,87 (0,09 — 8,43), - 0,51 (0,05 - 5,62), -
p=091 p=0,59
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Inmunosupresion

Induccion (vs ATG)

No Induccién 1,68 (0,15~ 18,61),

1,82 (0,17 - 20,1),

p=0,67 p=0,62
e 6,59 (1,40 -31,07), 8,79(0,99 —77,40), 5,30 (1,12 — 25,10), 5,41 (0,99 — 12),
Basiliximab p=0,02 p=0,05 p=0,04 p=0,13
Mantenimiento!
Ta 3,84 (0,83 - 17,82), - 4,90 (0,95 -22,2), -
¢ p=0,09 p=0,08
Tac + MMF + 0,36 (0,1 —1,22), - 0,26 (0,07 - 1), -
Corticoides p=0,1 p=0,06
1,12 (0,15 -38,72), - 1,15 (0,17 — 7,66), -
Tac + MMF p=0,92 p=0.89
. 1,42 (0,38 — 5,38), - 1,61 (0,41 —6,37), -
Tac + Corticoides p=0,60 p=0,50
Tac + Corticoides + 3,31 (0,88 — 12,48), - 4,16 (0,96 — 16,3), -
Otro* p=0,08 p=0,06

Evolucion post-trasplante

0,49 (0,06 — 3,79),

Rechazo p=0.49

M-MDSC

M-MDSC Pre-trasplante
>12,30 % de D33+ 1 (137 20,56),
p=0,02
4,54 (1,12 - 21,39),
> 28 cel/pL p=0,03
M-MDSC 7d Post-trasplante
> 63,3 % de CD33" 1,28 (0;36 ~4,54),
p=0,70
1,70 (0,48 — 6,04),
>111,6 cel/pL p=0,41

M-MDSC 14d Post-trasplante
1,62 (0,43 — 6,08),
p=0,48
5,99 (0,75 — 47,93),
p=0,09

>23,7 % de CD33"

> 50,8 cel/pL
M-MDSC 1m Post-trasplante
>22,5 % de CD33" 1,49 (0,98 ~ 5,34),
p=0,05
5,66 (1,09 —29,34),

> 84,6 cel/pL p=0,04

4,29 (1,10 — 16,76),
p=0,03

3,80 (1,15-17,99),
p=0,04

5,25 (0,99 —28,04),
p=0,05

4,22 (1,08 — 16,5),
p=0,03
4,02 (1,05 - 19),
p=0,02

1,07 (0,29 — 3,89),
p=0,92

2,49 (0,66 — 9,43),
p=0,18

2,02 (0,51 —7,92),
p=0,31

6,15 (0,80 — 56,41),
p=0,13

1,20 (0,34 — 4,28),
p=0,78

4,61 (1,07 — 19,9),
p=0,04

3,82 (1,08 — 13,5),
p=0,04

3,59 (1,07 - 16,5),
p=0,03

4,09 (1,04 — 17,2),
p=0,04

Para el andlisis multivariante se consideraron las variables significativas en el analisis univariante.
ATG, globulina anti-timocitica; Tac, tacrolimus; MMF, micofenolato
'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagndstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)
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Edad

;

Disparidad DR = 1 .

8 Disparidad DR=2 :

_*8 Basiliximab :

E M-MDSC de CD33+ > 12,3% (PreTx) |

Dim: M-MDSC > 28 cel/uL (PreTx) E

8 M-MDSC de CD33+ > 63,3% (7d) 1

E M-MDSC > 111,6 cel/uL (7d) E

M-MDSC de CD33+ > 22,5% (1m) '

M-MDSC > 84,6 cel/uL (1m) E
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B Hazard Ratio (HR)
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g Basiliximab !
&) M-MDSC de CD33+ > 12,3% (PreTx) E
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Hazard Ratio (HR)

Figura 34. Forest plot de los Hazard Ratio (HR) para la aparicion de carcinoma cutineo
epidermoide en el post-trasplante. (A) HR correspondientes a la regresion de cox univariante y (B)
multivariante. Se muestra el HR con el intervalo de confianza al 95 % correspondientes a la edad,
incompatibilidades en HLA-DR, basiliximab como terapia de induccion, y el porcentaje sobre células
mieloides y recuento de M-MDSC pre-trasplante (PreTx), a los 7 dias (7d) y al mes (1m) post-trasplante.

Finalmente, el andlisis de Kaplan-Meier también confirmo que los pacientes con M-MDSC altas
también presentaban una menor SLM en comparacioén con aquellos con niveles bajos. A los 9
afos, la SLM fue del 88 % (79-98) para niveles de M-MDSC > 12,3 % dentro de las células
mieloides en el pre-trasplante, 90 % (83-98) para > 28 células/uL en el pre-trasplante, y 89 %
(82-96) para > 84,6 células/uL al mes post-trasplante, mientras que los pacientes con niveles por
debajo de estos puntos de corte presentaron tasas de SLM superiores al 97 % en todos los casos

(Figura 35B-D).

En resumen, la edad y los niveles elevados de M-MDSC en el pre-trasplante fueron los tinicos
factores de riesgo independientes para la aparicion de CCE. El valor del riesgo aportado por las

M-MDSC elevadas pre-trasplante fue superior al de la edad.
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Figura 35. RTR con niveles altos de M-MDSC presentan menor supervivencia libre de malignidad.
Graficas Kaplan Meier estratificando a los pacientes en funcion de (A) la terapia de induccion, (B) los
niveles de M-MDSC sobre células mieloides CD33" en el pre-trasplante, (C) recuento de M-MDSC en
el pre-trasplante (D) y recuento de M-MDSC un mes post-trasplante. El color sombreado representa el
intervalo de confianza al 95 %. El tiempo se representa en dias.

3.9. Las M-MDSC elevadas son un factor de riesgo
independiente para la aparicion de tumores profundos en

pacientes con trasplante renal

En comparacion con los pacientes que no hicieron neoplasias, aquellos clasificados como TNC,
con tumores en oOrganos profundos, durante el seguimiento post-trasplante, tenian
significativamente mayor edad, eran sobre todo hombres y con mayor frecuencia habian recibido
basiliximab como terapia de induccion. Ademas, el grupo de TNC presenté una mayor tasa de

mortalidad (Tabla 20).
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Tabla 20. Caracteristicas de los RTR con tumores no cutaneos en el post-trasplante.

TNC No Neoplasia
(n=23) (n=180) P
Caracteristicas demograficas e historia clinica
Edad, mediana (IQR) 62 (53-172) 54 (42 - 63) 0,009
Sexo, mujer 2 (8,70 %) 56 (31,11 %) 0,046
Enfermedad de Base 0,71

Amiloidosis 1 (4,35 %) 2 (1,11 %)

Glomerulonefritis focal y segmentaria 1 (4,35 %) 12 (6,67 %)

Glomerulonefritis membranoproliferativa 1 (4,35 %) 7 (3,89 %)

Otra Glomerulonefritis 0 11 (6,11 %)

Nefroangioesclerosis hipertensiva 3 (13,04 %) 13 (7,22 %)

Nefropatia diabética 6 (26,09 %) 41 (22,78 %)

Nefropatia IgA 2 (17,39 %) 15 (8,33 %)

Nefropatia reflujo 0 7 (3,89 %)

Otra Nefropatia 1 (4,35 %) 7 (3,89 %)

Poliquistosis 1 (4,35 %) 23 (12,78 %)

Vasculitis 0 7 (3,89 %)

Tubulointersticial 2 (8,70 %) 7 (3,89 %)

Otra 1 (4,35 %) 17 (9,44 %)

Desconocida 4 (17,39 %) 19 (10,56 %)

Hepatitis Cronica 4 (17,39 %) 16 (8,89 %) 0,36
Cancer previo al trasplante 2 (8,70 %) 8 (4,44 %) 0,71
Dialisis previa al trasplante 0,38

No 1 (4,35 %) 17 (9,44 %)

Dialisis Peritoneal 2 (8,70 %) 30 (16,57 %)

Hemodialisis 20 (87 %) 132 (73,48 %)

Dias en Dialisis 450 (240 — 660) 510 (240 — 960) 0,74
Caracteristicas del trasplante
Tipo de Donante

Asistolia 3 (13,04 %) 47 (26,11 %)

Muerte Encefalica 18 (78,26 %) 111 (61,67 %)

Donante Vivo 2 (8,70 %) 22 (12,22 %)
Trasplante Previo, no 22 (95,65 %) 153 (85 %) 0,28
Tipo de Trasplante 0,45

Renal 23 (100 %) 168 (93,33 %)

Hepato-Renal 0 8 (4,44 %)

Pancreas-Rifién 0 4 (2,22 %)

Anti-HLA Pre-trasplante, si 1 (4,35 %) 36 (20 %) 0,12
Disparidad HLA (ABDR) 0,12
<3 0 24 (13,13 %)

>3 23 (100 %) 156 (86,67 %)
Disparidad HLA-B 0,55

0 0 15 (8,33 %)

1 10 (43,58 %) 63 (35 %)

2 13 (56,52 %) 102 (56,67 %)
Disparidad HLA-DR 0,33

0 1 (4,35 %) 24 (13,13 %)

1 14 (60,87 %) 69 (38,33 %)

2 8 (34,78 %) 87 (48,33 %)

Funcionalidad del Injerto
Inmediata
Retrasada

11 (47,83 %)
12 (52,17 %)

89 (48,44 %)
91 (50,56 %)
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Inmunosupresion
Induccion 0,038
ATG 6 (26,09 %) 98 (54,44 %)
Basiliximab 12 (52,17 %) 57 (31,67 %)
No Induccién 5 (21,74 %) 25 (13,89 %)
Mantenimiento'
Tac 1 (4,35 %) 7 (3,89 %) 1
Tac+tMMF+Corticoides 11 (47,83 %) 115 (63,89 %) 0,21
Tac+MMF 4 (17,39 %) 15 (8,30 %) 0,40
Tac+Corticoides 521,74 %) 27 (15 %) 1
Tac+Corticoides+Otros” 2 (8,70 %) 16 (8,89 %) 1
Evolucién post-trasplante
DSA de novo post-trasplante, si 1 (4,35 %) 16 (8,89 %) 0,74
Perdida del injerto 1 (4,35 %) 22 (12,22 %) 0,44
Rechazo 4 (17,39 %) 29 (16,11 %) 1
Exitus 13 (56,52 %) 47 (26,11 %) 0,006

Las variables numéricas se representan como mediana y rango intercuartilico. Las variables categoricas
se representan como tamafio y porcentaje. La significacion entre grupos se determiné con el estadistico
U de Mann-Whitney para las variables numéricas y con la prueba de chi-cuadrado o la prueba exacta de
Fisher para las variables categoricas.

TNC, tumores no cutaneos; IQR, rango intercuartilico; GN, glomerulonefritis; ATG, globulina anti-
timocitica; Tac, tacrolimus; MMF, micofenolato

'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagnéstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)

La Tabla 21 muestra los HR obtenidos en los andlisis univariante y multivariante para las
variables evaluadas, mientras que la Figura 36 presenta un forest plot con los HR de las variables

mas relevantes.

Entre las variables clinicas, la edad se asocidé con un incremento del 5 % en el riesgo de
desarrollar TNC por cada afio adicional, HR = 1,05 (IC 95 %: 1,01-1,10). Por el contrario, el
sexo femenino junto con la nefropatia diabética y la poliquistosis renal como causas de la ERC
se asociaron con un menor riesgo de aparicion de TNC. De estos factores, inicamente la edad y
la nefropatia diabética se mantuvieron como variables significativamente asociadas en el modelo

multivariante, como factores de susceptibilidad y proteccion, respectivamente.

Por otro lado, el tratamiento con basiliximab, comparado con ATG, se asocié con un mayor
riesgo de aparicion de TNC en el andlisis univariante, HR = 3,25 (IC 95 %: 1,21 — 8,65), aunque
esta asociacion no se mantuvo como significativa en el modelo multivariante. Sin embargo, el
analisis de Kaplan-Meier mostrd una menor SLM en los pacientes tratados con basiliximab, con
una tasa de SLM a los 9 afos del 83 %, en comparacion con el 94 % en el grupo tratado con ATG

(Figura 37A).
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Los niveles elevados de M-MDSC se asociaron con un mayor riesgo de aparicion de TNC, asi,

M-MDSC altas sobre el total de células mieloides en el pre-trasplante, y en recuento total a los

7 dias y al mes post-trasplante (Tabla 13) emergieron como factores de riesgo independientes

con HR de 2,95 (IC 95 %: 1,07 — 8,16), 3,43 (IC 95 %: 1,04 — 11,29) y 2,12 (IC 95 %: 1,05 —

6,68), respectivamente (Tabla 21). En cuanto al recuento absoluto de M-MDSC en el pre-

trasplante, aunque mostrd una tendencia hacia la significacion, solo resultd significativo en el

analisis univariante.

Tabla 21. Hazard Ratio (HR) e intervalo de confianza al 95 % para la aparicion de tumores no cutaneos

en el post-trasplante calculados por regresion de Cox y modelo de riesgos competitivos univariantes y

multivariantes

Log-Rank

Univariante

Multivariante

Riesgos Competitivos
(Fine + Gray)

Univariante

Multivariante

Caracteristicas Clinicas

Edad

1,05 (1,02 — 1,09),

1,05 (1,01 — 1,09),

1,05 (1,02 — 1,09),

1,05 (1,01 - 1,10),

p=0,002 p=0,008 p=0,003 p=0,02
Sexo (mujer) 0,22 (0,05 - 0,92), 0,25 (0,06 — 1,08), 0,30 (0,07 — 1,33), -
J p=0,04 p=0,06 p=0,11
Enfermedad de Base
Nefropatia 0,25 (0,09 - 0,57), 0,48 (0,02 — 0,54), 0,19 (0,02 -0,83), 0,27 (0,02 -4,19),
diabética p=0,006 p=0,02 p=0,04 p=0,35
S 0,05 (0,01 — 0,80), 0,08 (0,01 — 1,50), 0,09 (0,01 — 1,72), -
Poliquistosis p=0,04 p=0,09 p=0,11
. . 2,03 (0,69 — 5,96), - 2,80 (0,93 — 8,45), -
Hepatitis Cronica p=0,20 p=0,07
Céncer previ 1,79 (0,42 — 7,64), - 2,42 (0,60 —9,70), -
cer previo p=0,43 p=0,21
Dialisis
I 2,59 (0,35 -19,33), - 1,83 (0,25 - 13,6), -
Hemodialisis p=0,35 p=0,55
. 1,2 (0,11 —13,23), - 1,14 (0,11 - 12,3), -
Peritoneal p=0.88 p=0,92
. R 0,99 (0,99 - 1), - 1(0,99-1), -
Dias en dialisis p=0.49 p=0.65

Caracteristicas del Trasplante

Tipo Donante (vs vivo)

Asistolia

0,81 (0,14 —4,87),

0,73 (0,13 — 4,19),

p=0,82 p=0,72
- 1,95 (0,45 - 8,40), - 1,26 (0,29 - 5,37), -
Muerte Encefalica p=0,37 p=0,76
. 0,28 (0,04 —2,08), - 0,36 (0,05 -2,73), -
Trasplante Previo p=021 p=0,32
Anti-HLA 0,19 (0,03 — 1,45), - 0,26 (0,03 —1,94), -
pre-trasplante p=0,11 p=0,19
Disparidad DR
1 2,96 (0,38 —22,92), - - -
p=0,30
2 1,71 (0,21 — 14,21), - - -
p=0,62
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Inmunosupresion
Induccion (vs ATG)
. 2,99 (0,91 —9,78), - 3,02 (0,79 - 11,5), -
No Induccion p=0,07 p=0,10
e s 3,25 (1,21 - 8,65), 2,04 (0,71 —5,89), 2,77 (0,94 — 8,20), -
Basiliximab p=0,02 p=0,19 p=0,05
Mantenimiento'
Ta 0,97 (0,13 - 7,18), - 1,39 (0,20 — 9,44), -
¢ p=0,97 p=0,74
Tac + MMF + 0,57 (0,25 - 1,28), - 0,60 (0,24 — 1,52), -
Corticoides p=0,17 p=0,28
1,77 (0,93 — 7,47), - 2,84 (0,93 —8,62), -
Tac + MMF p=0,12 p=0,07
.. 1,07 (0,39 — 2,87), - 0,76 (0,22 — 2,60), -
Tac + Corticoides p=0,89 p=0,66
Tac + Corticoides + 1,41 (0,42 —4,73), - 0,54 (0,08 — 3,86), -
Otro* p=0,58 p=0,54

Evolucion post-trasplante

DSA post-trasplante

0,88 (0,12 — 6,57),

Clase I p=0.90
1,16 (0,16 — 8,62), - 1,36 (0,17 — 10,6), -
Clase 11 p=0,88 p=0,77
1,07 (0,36 — 3,16), - - -
Rechazo p=0,01
M-MDSC

M-MDSC Pre-trasplante
>12,30 % de CD33"

> 28 cel/pLL

2,55 (1,08 — 6,61),
p=0,03

2,69 (1,13 —7,43),
p=0,02

M-MDSC 7d Post-trasplante

> 63,3 % de CD33"

>111,6 cel/pL

0,94 (0,36 — 2,43),
p=0,19

3,55 (1,16 — 10,88),

p=0,03

M-MDSC 14d Post-trasplante

>23,7 % de CD33"

> 50,8 cel/pL

1,61 (0,65 —4),
p=0,31
2,04 (0,73 - 5,65),
p=0,17

M-MDSC 1m Post-trasplante

>22,5 % de CD33"

2,48 (0,98 — 4,94),

2,95 (1,07 - 8,16),
p=0,04

1,91 (0,92 - 5,03),
p=0,09

3,43 (1,04 — 11,29),
p=0,04

3,32 (1,19 - 9,30),
p=0,02

1,77 (0,63 — 4,94),
p=0,04

0,70 (0,24 — 2,08),
p=0,53
3,58 (0,99 — 13),
p=0,05

1,62 (0,58 — 4,52),
p=0,35

2,79 (0,79 — 9,86),
p=0,11

1,66 (0,57 — 4,84),

3,11 (1,11 - 8,68),
p=0,03

1,66 (0,79 — 4,69),
p=0,14

p=0,07 p=0,35
2,84 (1,15 - 6,49), 2,12 (1,05 - 6,68), 4,53 (1,28-16,1), 3,78 (1,07 -13,3),
> 84,6 cel/pLL p=0,02 p=0,03 p=0,01 p=0,03

Para el andlisis multivariante se consideraron las variables significativas en el analisis univariante.
ATG, globulina anti-timocitica; Tac, tacrolimus; MMF, micofenolato
'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagndstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)
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Edad
Sexo (mujer)

>

Nefropatia Diabetica

Poliquistosis

Anti-HLA Pre-Tx

Basiliximab

M-MDSC de CD33+ > 12,3% (PreTx)
M-MDSC > 28 cel/uL (PreTx)
M-MDSC de CD33+ > 63,3% (7d)
M-MDSC > 111,6 cel/uL (7d)

)

)

Variables Predictoras

M-MDSC de CD33+ > 22,5% (1m
M-MDSC > 84,6 cel/uL (1m

0 3 6 9
Hazard Ratio (HR)

Edad

0o

Sexo (mujer)

Nefropatia Diabetica

Poliquistosis

Basiliximab

M-MDSC de CD33+ > 12,3% (PreTx)

M-MDSC > 28 cel/uL (PreTx)

Variables Predictoras

M-MDSC > 111,6 cel/uL (7d)

M-MDSC > 84,6 cel/uL (1m)

0 3 6 9
Hazard Ratio (HR)

Figura 36. Forest plot de los Hazard Ratio (HR) para la aparicion de tumores de 6rganos profundos
en el post-trasplante. (A) HR correspondientes a la regresion de cox univariante y (B) multivariante. Se
muestra el HR con el intervalo de confianza al 95 % correspondiente a la edad, sexo, nefropatia diabética,
poliquistosis, anticuerpos anti-HLA pre-trasplante, basiliximab como terapia de induccion, y el porcentaje
sobre células mieloides y recuento de M-MDSC pre-trasplante (PreTx), a los 7 dias (7d) y al mes (1m)
post-trasplante

El anlisis de riesgos competitivos fue mas restrictivo en sus resultados. Variables como el sexo,
el tratamiento con basiliximab y los niveles de M-MDSC a los 7 dias post-trasplante, que fueron
significativas en la regresion de Cox, no alcanzaron significacion estadistica en este modelo. La
edad, la proporcion de M-MDSC superior a 12,30 % pre-trasplante y el nimero de M-MDSC
superior a 84,6 células por microlitro de sangre al mes fueron los tres unicos factores,
independientes, asociados con la apariciéon de TNC, mostrando, el segundo y el tercero de ellos,

cifras de riesgo superiores a las de la edad.

El andlisis de Kaplan-Meier, de nuevo, permitio separar a los RTR en funcién del punto de corte
en los niveles de M-MDSC de forma que los pacientes con niveles de M-MDSC superiores al
punto de corte en el pre-trasplante y a los 7 dias post-trasplante, pero no al mes post-trasplante,
presentaron significativamente menor supervivencia libre de aparicion de un tumor profundo
que aquellos con menor concentracion de M-MDSC (Figura 37B-D). A los 9 afios, la SLM fue
de 79 % (68-93) para tasas de M-MDSC altas (M-MDSC > 12,30 %) en el pre-trasplante y
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83 % (74-92) para recuentos de M-MDSC > 111,6 células/pL 7 dias post-trasplante, mientras
que los pacientes con niveles M-MDSC bajas presentaron tasas de SLM superiores al 92 % en

los dos casos.

. .z .
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Figura 37. RTR con niveles altos de M-MDSC presentan menor supervivencia libre de malignidad.
Graficas Kaplan Meier estratificando a los pacientes en funcion de (A) la terapia de induccion, (B) los
niveles de M-MDSC sobre células mieloides CD33" en el pre-trasplante, (C) el recuento de M-MDSC a
los 7 dias y (D) un mes post-trasplante. El color sombreado representa el intervalo de confianza al 95 %.
El tiempo se representa en dias.

Resumiendo, la edad, basiliximab y niveles elevados de M-MDSC en el pre-trasplante, a los 7
dias y al mes post-trasplante resultaron factores de riesgo para la aparicion de TNC. Por el
contrario, el sexo femenino junto nefropatia diabética o poliquistosis emergieron como factores
protectores. De entre estos factores, la edad, niveles elevados de M-MDSC y la nefropatia

diabética fueron los unicos factores independientes.
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3.10. Las M-MDSC altas protegen del rechazo

La alosensibilizacion y los rechazos empeoran la evolucion y supervivencia tanto del injerto
renal como de los RTR. Por tanto, adicionalmente a los anélisis anteriores se estudio el impacto

de las M-MDSC sobre esos eventos.

La edad actué como factor protector de la aparicién de anticuerpos anti-HLA de novo post-
trasplante, con un HR de 0,98 (IC 95 %: 0,96 — 0,99). Por el contrario, el sexo femenino, haber
recibido trasplantes previos, la presencia de anticuerpos anti-HLA preexistentes y la existencia
de dos incompatibilidades en HLA-DR se asociaron con un mayor riesgo de desarrollo de
anticuerpos de novo, con HR de 2,23 (IC 95 %: 1,37 — 3,62), 5,53 (IC 95 %: 3,30 — 9,27), 8,58
(IC 95 %: 5,25 - 14) y 1,42 (IC 95 %: 1,19 — 1,93), respectivamente (Tabla 22).

En el andlisis multivariante, inicamente la presencia de anticuerpos anti-HLA pre-trasplante se
mantuvo como un factor de riesgo independiente, aumentando en mas de cinco veces la
probabilidad de desarrollar anticuerpos de novo frente a los pacientes sin sensibilizacion previa.
Ninguna de las demés variables evaluadas, incluido el régimen inmunosupresor y los niveles
elevados de M-MDSC en las diferentes mediciones mostraron asociacion significativa con el

riesgo de alosensibilizacion (Tabla 22).

El andlisis de riesgos competitivos reporto resultados similares a la regresion de Cox a excepcion

de las incompatibilidades en HLA-DR que no resultaron significativas.

Tabla 22. Hazard Ratio (HR) e intervalo de confianza al 95 % para el desarrollo de anticuerpos anti-HLA

en el post-trasplante calculados por regresion de Cox y modelo de riesgos competitivos univariantes y

multivariantes
Log-Rank Riesgos Competitivos
(Fine + Gray)
Univariante Multivariante Univariante Multivariante

Caracteristicas Clinicas

Edad 0,98 (0,96 — 0,99), 0,99 (0,97 — 1,01), 0,98 (0,97 — 0,99), 0,98 (0,97 - 1),
p=0,04 p=0,27 p=0,002 p=0,05
Sexo (mujer) 2,23 (1,37 - 3,62), 1,64 (0,92 — 2,93), 1,86 (1,14 — 3,04), 1,10 (0,64 — 1,87),
J p=0,001 p=0,09 p=0,013 p=0,74
Dialisis
iy 1,80 (0,65 —4,97), - 1,52 (0,58 —4,02) , -
Hemodialisis p=0,26 p=0,32
. 1,03 (0,30 — 3,51), - 0,67 (0,21 —2,18) , -
Peritoneal p=0,97 p=0,51
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Caracteristicas del Trasplante

Tipo Donante (vs vivo)

0,76 (0,31 — 1,89), -

0,66 (0,27 — 1,64) ,

Asistolia p=0,62 p=0,37
Muerte 1,21 (0,57 —2,57), - 1(0,47-2,14), -
encefilica p=0,56 p>0,99
. 5,53 (3,30 - 9,27), 1,79 (0,88 — 3,66), 4,38 2,63 -7,28), 1,17 (0,60 —2,27),
Trasplante Previo p<0,0001 p=0,11 p<0,0001 p=0,64
Anti-HLA 8,58 (5,25-14)), 5,20 (2,64 —10,22), 6,54 (4-10,7), 5,52 2,76 - 11),
pre-trasplante p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
. . 1,86 (1,02 —3,43), - 1,61 (0,85 -3,006), -
Disparidad HLA <3 p=0,05 p=0,14
Disparidad B
1 0,78 (0,23 —2,60), - 0,82 (0,22 -3,02), -
p=0,69 p=0,77
) 0,59 (0,18 —1,93), - 0,59 (0,16 —2,13), -
p=0,38 p=0,42
Disparidad DR
1 0,61 (0,30 - 1,26), - 0,77 (0,39 -1,52), -
p=0,18 p=0,45
) 1,42 (1,19 -1,93), 0,68 (0,29 - 1,57), 0,45 (0,21 -0,95), -
p=0,03 p=0,37 p=0,37
Inmunosupresion

Induccion (vs No)

Basiliximab

1,77 (0,83 — 3,76),

0,56 (0,24 — 1,31,

p=0,14 p=0,18
0,62 (0,26 — 1,47), - 1,45 (0,70 —2,99) , -
ATG p=0,28 p=0,32
Mantenimiento'
Tac 1,22 (0,44 — 3,36), - 0,98 (0,35-2,77), -
p=0,70 p=0,97
Tac + MMF + 1,34 (0,80 — 2,23), - 1,63 (0,95 -2,81), -
Corticoides p=0,27 p=0,17
0,75 (0,30 — 1,87), - 0,71 (0,27 — 1,90) , -
Tac + MMF p=0,54 p=0,50
.. 0,63 (0,32 — 1,23), - 0,48 (0,23 - 1,52), -
Tac + Corticoides p=0,17 p=0,15
Tac + MMF + 0,79 (0,34 — 1,82), - 0,71 (0,27 -1,92) , -
Otro” p=0,58 p=0,50
M-MDSC

M-MDSC 1m Post-trasplante

>22,5 % de CD33"

0,99 (0,58 — 1,69),

1,02 (0,59 — 1,77),

p=0,96 p=0,95
0,79 (0,46 — 1,35), - 1,09 (0,63 — 1,88), -
> 84,6 cel/pL p=0,39 p=0,76

Para el analisis multivariante se consideraron las variables significativas en el analisis univariante.
ATG, globulina anti-timocitica; Tac, tacrolimus; MMF, micofenolato
'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagndstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)
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En lo relativo a la aparicion de DSA de novo, se identificé nuevamente que el sexo femenino, la

historia de trasplantes previos y la sensibilizacion HLA preexistente se asociaron con un mayor

riesgo de alosensibilizacion, con HR de 2,31 (IC 95 %: 1,16 —4,64), 3,96 (IC 95 %: 1,88 —8,37)

y 3,87 (IC 95 %: 1,91 — 7,84), respectivamente. Entre estos, la presencia de anticuerpos anti-

HLA pre-trasplante se mantuvo como el tnico factor de riesgo independiente en el modelo

multivariante. El resto de las variables evaluadas no mostraron asociaciones significativas en el

analisis de regresion de Cox (Tabla 23). El andlisis de riesgos competitivos reprodujo los

resultados del andlisis de regresion de Cox.

Tabla 23. Hazard Ratio (HR) e intervalo de confianza al 95 % para el desarrollo de anticuerpos anti-HLA

donante-especificos (DSA) post-trasplante calculados por regresion de Cox y modelo de riesgos

competitivos univariantes y multivariantes.

Log-Rank

Univariante Multivariante

Riesgos Competitivos
(Fine + Gray)
Univariante Multivariante

Caracteristicas Clinicas

0,99 (0,97 — 1,02), -

0,99 (0,97 — 1,01), -

Edad p=0,66 p=0,38
. 2,31 (1,16 —4,64), 2,03 (0,99 -4,19), 2,02 (1,05-4,10), 1,47 (0,71 —3,04),
Sexo (mujer) p=0,02 p=0,05 p=0,04 p=0,31
Dialisis
T 1,83 (0,44 -17,69) , - 1,59 (0,42 -6,09) , -
Hemodialisis p=0.41 p=0,50
. 0,60 (0,08 —4,24), - 0,23 (0,02 -2,28), -
Peritoneal p=0,61 p=0.21
Caracteristicas del Trasplante
Tipo Donante (vs vivo)
s 0,84 (0,24 -3), - 0,85(0,23-3,19), -
Asistolia p=0,80 p=0,81
Muerte 1,13 (0,39 -3,29), - 1,15 (0,36 - 3,65) , -
encefilica p=0,82 p=0,81
. 3,96 (1,88-8,37), 2,38(0,91-6,20), 4,09 (1,95-8,57), 1,99 (0,86 — 4,62),
Trasplante Previo p=0,0003 p=0,08 p=0,001 p=0,11
Anti-HLA 3,87 (1,91-7,84), 2,46 (1,15-6,27), 4,24(2,09-8,58), 2,54 (1,08 —5,99),
pre-trasplante p=0,0002 p=0,03 p<0,0001 p=0,03
. . 0,43 (0,10 - 1,83), - 0,25 (0,03 - 1,86), -
Disparidad HLA <3 p=0,26 p=0,18
Disparidad B
1 1 (0 —Inf), - -
p=0,99
2 1 (0 —Inf), - -
p=0,99
Disparidad DR
1 1,47 (0,43 - 5,01), - 1,46 (0,46 — 4,66) , -
p=0,54 p=0,52
2 0,77 (0,21 —2,92), - 0,69 (0,19-2,48), -
p=0,70 p=0,57
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Inmunosupresion

Induccion (vs No)

Basiliximab

2,02 (0,60 — 6,81),

0,52 (0,23 - 1,16),

p=0,26 p=0,11
1,13 (0,31 —4,19), 0,56 (0,17 -1,88),
ATG p=0,85 p=0,35
Mantenimiento'
T 3 (0,94 - 8,58), 2,08 (0,72 -5,96),
ac p=0,14 p=0,17
Tac + MMF + 0,70 (0,35 - 1,41), 0,94 (0,46 -1,91),
Corticoides p=0,32 p=0,86
0,61 (0,15 -2,57), 0,58 (0,13 -2,50),
Tac + MMF p=0,50 p=0.46
- 1,31 (0,59 —2,92), 1,02 (0,44 -2,37),
Tac + Corticoides p=0,51 p=0,97
Tac + MMF + 1,66 (0,64 — 4,30), 1,55 (0,56 -4,31),
Otro* p=0,30 p=0,40
M-MDSC
M-MDSC 1m post-trasplante
1,12 (0,49 - 2,55), - 1,09 (0,47 —2,21), -
[\) +
>22,5 % de CD33 p=0,79 p=0,84
0,68 (0,30 - 1,59), - 0,42 (0,37 - 1,95), -
> 84,6 cel/pL p=0,37 p=0,70

Para el analisis multivariante se consideraron las variables significativas en el analisis univariante.
ATG, globulina anti-timocitica; Tac, tacrolimus; MMF, micofenolato

'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagndstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)

En cuanto a los episodios de rechazo, como era de esperar, la presencia de dos incompatibilidades
en HLA-DR se asoci6 con un riesgo superior a cuatro veces en comparacion con los pacientes
sin incompatibilidades en este locus. Ademads, la aparicion de anticuerpos anti-HLA clase I y
clase I, y de DSA de clase I y clase II, en el post-trasplante, se identificaron como factores de
riesgo independientes significativos para el rechazo con HR de 2,55 (IC 95 %: 1,21 —5,39), 2,91
(IC 95 %: 1,17 — 7,28), 3,67 (IC 95 %: 1,39 — 9,72) y 4,22 (IC 95 %: 1,81 — 9,86),
respectivamente. Los diferentes tratamientos inmunosupresores, tanto de induccion como de

mantenimiento, no resultaron significativos en el modelo.

Por otro lado, niveles de M-MDSC > 22,5 % dentro de las células mieloides CD33" o > 84,6
cel/uL, al mes post-trasplante, se asociaron de forma independiente con una reduccion del riesgo

de rechazo del 61 % y 31 %, respectivamente, en el modelo multivariante (Tabla 24).

En el andlisis de riesgos competitivos las incompatibilidades en HLA-DR 'y los anticuerpos anti-
HLA post-trasplante no resultaron factores pronosticos significativos. Finalmente, tanto por el
analisis de regresion de Cox como por el de riesgos competitivos, la presencia de DSA post-
trasplante surgi6 como el Uinico factor independiente que conferia riesgo para rechazo, mientras
que niveles elevados de M-MDSC al mes post-trasplante fueron el Unico factor que de forma
independiente protegia del rechazo (Tabla 24).
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Tabla 24. Hazard Ratio (HR) e intervalo de confianza al 95 % para la aparicion de eventos de rechazo

post-trasplante calculados por regresion de Cox y modelo de riesgos competitivos univariantes y

multivariantes.
Riesgos Competitivos
Log-Rank (Fine + Gray)
Univariante Multivariante Univariante Multivariante
Caracteristicas Clinicas
0,99 (0,96 — 1,01), - 0,98 (0,97 — 1), -
Edad p=0,17 p=0,13
. 0,58 (0,25 —1,32), - 0,62 (0,28 —1,42), -
Sexo (mujer) p=0,19 =026
Dialisis
iy 0,77 (0,39 —4,23) , - 1,21 (0,36 —4,05) , -
Hemodialisis p=0,67 p=0,75
. 5,40 (0,02 -1,78), - 0,17 (0,02 — 1,68) , -
Peritoneal p=0,14 p=0,13

Caracteristicas del Trasplante

Tipo Donante (vs vivo)

0,52 (0,17 - 1,61),

0,47 (0,15 -1,46),

Asistolia =026 p=0,19
Muerte 0,7(0,29-1,74), - 0,66 (0,27 - 1,64) , -
encefilica p=0,46 p=0,37
. 0,68 (0,61 —3,54), - 1,49 (0,63 —3,53), -
Trasplante Previo p=0,39 p=0,36
Anti-HLA 1,17 (0,51 - 2,68) , - 1,22 (0,53 -2,77), -
pre-trasplante p=0,71 p=0,64
Disparidad HLA<3 % (g’:l(i ;62’09)’ ) 0.6 (100;28,;82’10) ’ )
Disparidad B
1 0,33 (0,09 - 1,21), - 0,36 (0,09 -1,41), -
p=0,10 p=0,14
) 0,34 (0,1 - 1,17), - 0,36 (0,10-1,37), -
p=0,09 p=0,13
Disparidad DR
1 3,9 (0,89 —29,69), - 3,70 (0,48 —28,40), -
p=0,08 p=0,21
2 4,3 (1,56 — 32,70), 5,56 (0,72 -42,83), 3,94 (0,51 —30,40), -
p=0,04 p=0,07 p=0,19
Inmunosupresion

Induccion (vs No)

1,52 (0,25 — 1,71),

1,41 (0,68 —2,92),

Basiliximab p=0,39 p=0,35
1,08 (0,36 —2,38), - 1,58 (0,61 —4,12),
ATG p=0,87 p=0,35
Mantenimiento'
Tac 0,51 (0,07 —3,76), - 0,56 (0,08 —4,04) , -
p=0,51 p=0,56
Tac + MMF + 1,14 (0,57 - 2,25), - 1,07 (0,54 -2,11), -
Corticoides p=0,72 p=0,85
1,17 (0,41 —3,30), - 1,24 (0,43 -3,52), -
Tac + MMF p=0,77 p=0,69
L 0,75 (0,31 - 1,80), - 0,78 (0,33 -1,87), -
Tac + Corticoides p=0,51 p=0,58
Tac + MMF + 1,16 (0,41 —3,29), - 1,18 (0,43 -3,27), -
Otro* p=0,78 p=0,74
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Evolucion post-trasplante

Anti-HLA post-trasplante

2,53 (1,29 — 4,99),

2,55 (1,21 — 5,39),

2,66 (1,36 — 5,21),

0,68 (0,20 — 2,36),

Clase p=0,007 p=0,014 p=0,004 p=0,55
Clase Il 2,06 (1,04 - 4,10), 2,91 (1,17 - 7,28), 2,17 (1,11 — 4,26) , 1,03 (0,32 —3,33),
p=0,038 p=0,023 p=0,024 p=0,96
DSA post-trasplante
Clase I 3,98 (1,74 -9,13), 3,67 (1,39 —9,72), 3,91 (1,74-8,78), 2,36 (0,87 - 6,39),
p=0,001 p=0,009 p<0,0001 p=0,09
Clase II 4,52 2,17-9,41), 4,22 (1,81 -9,86), 4,48 (2,24 -8,96), 3,45 (1,48 - 8,02),
p<0,0001 p=0,0008 p<0,0001 p=0,003
Neoplasia 0,77 (0,32 -1,85), - 1,91 (0,45 - 8,05), -
post-trasplante p=0,56 p=0,38
M-MDSC

M-MDSC 1m post-trasplante

>22,5 % de CD33"

0,43 (0,21 — 0,90),

0,39 (0,19 — 0,84),

0,45 (0,22 — 0,94),

0,40 (0,19 — 0,84),

p=0,027 p=0,015 p=0,034 p=0,016
0,60 (0,29 0,94), 0,69 (0,29—0,94), 0,59 (0,29 — 1,24), .
> 84,6 cel/uL p=0,031 p=0,04 p=0.,16

Para el analisis multivariante se consideraron las variables significativas en el analisis univariante.
ATG, globulina anti-timocitica; Tac, tacrolimus; MMF, micofenolato

'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagnéstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)

El andlisis Kaplan-Meier mostrdo que los pacientes con niveles de M-MDSC sobre células
mieloides por encima del punto de corte (22,50 %), al mes post-trasplante, presentaban
significativamente mayor SLR que aquellos con M-MDSC por debajo del punto de corte (Figura
38A). Esto no se observo al clasificar a los pacientes de acuerdo con el recuento de M-MDSC al

mes post-trasplante (Figura 38B).
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Figura 38. RTR con niveles altos de M-MDSC presentan mayor supervivencia libre de rechazo.
Graficas Kaplan Meier estratificando a los pacientes en funcion de (A) los niveles de M-MDSC sobre
células mieloides CD33" y el (B) recuento de M-MDSC un mes post-trasplante. El color sombreado
representa el intervalo de confianza al 95 %. El tiempo se representa en dias.
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3.11. Factores de riesgo asociados a la muerte en receptores

renales

La Tabla 25 muestra que, entre las variables clinicas estudiadas, la edad, el tipo de donante y el
tratamiento de induccion con basiliximab se asociaron con mayor riesgo de muerte en los RTR.
En concreto, la edad presenté un HR de 1,09 (IC 95 %: 1,06—1,11), lo que implica un aumento
del 9 % en el riesgo de fallecimiento por cada afio adicional. Los pacientes que recibieron un
injerto de donante en muerte encefalica presentaron un riesgo casi seis veces superior (HR: 5,98;
IC 95 %: 1,45-24,6), y aquellos tratados con basiliximab como terapia de induccion presentaron

un HR de 2,44 (IC 95 %: 1,03-5,80).

El resto de las variables clinicas, asi como los esquemas de mantenimiento inmunosupresor, no
mostraron asociacion significativa con el riesgo de mortalidad. Tampoco se observaron
asociaciones significativas con eventos inmunologicos post-trasplante como la

alosensibilizacion o el rechazo.

Sin embargo, el desarrollo de neoplasias tras el trasplante se asocié con un riesgo casi duplicado
de mortalidad en comparacion con los pacientes que no desarrollaron céncer. Este riesgo se
explicd fundamentalmente por la presencia de TNC, que presentaron un HR de 2,74 (IC 95 %:

1,48-5,10) frente a los pacientes libres de neoplasias.

A pesar de esto, el tnico factor independiente en el modelo multivariante fue la edad asociando

un incremento del 10 % en el riesgo de muerte por cada afio adicional.

Los niveles elevados de M-MDSC no se asociaron de manera significativa con la mortalidad,
sin evidenciar un rol pronostico, ya sea como factor de riesgo o de proteccion, en ninguno de los

momentos analizados.
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Tabla 25. Hazard Ratio (HR) e intervalo de confianza al 95 % para los exitus post-trasplante calculados

por regresion de Cox univariante y multivariante.

Univariante Multivariante
HR (IC 95 %) p-value HR (IC 95 %) p-value
Caracteristicas Clinicas
Edad 1,09 (1,06 —1,11) <0,0001 1,10 (1,07 - 1,14) <0,0001
Sexo (mujer) 0,88 (0,52 - 1,50) 0,63 - -
Dialisis
Hemodialisis 2,62 (0,82 — 8,35) 0,11 - -
Peritoneal 1,16 (0,29 — 4,65) 0,83 - -
Caracteristicas del Trasplante
Tipo Donante (vs vivo)
Asistolia 3,99 (0,89 - 17,6) 0,07 1,87 (0,38 —9,21) 0,44
Muerte encefalica 5,98 (1,45 —24,6) 0,01 1,74 (0,40 — 7,66) 0,46
Trasplante Previo 1,15(0,57 -2,32) 0,70 - -
Anti-HLA pre-trasplante 0,97 (0,51 - 1,86) 0,93 - -
Disparidad HLA <3 0,43 (0,15 -1,18) 0,10 - -
Disparidad B
1 0,74 (0,22 — 2,46) 0,62 - -
2 0,77 (0,24 - 2,51) 0,67 - -
Disparidad DR
1 1,71 (0,60 —4,91) 0,32 - -
2 2,15 (0,76 — 6,12) 0,15 - -
Inmunosupresion
Induccion (vs No)
Basiliximab 2,44 (1,03 - 5,80) 0,04 0,99 (0,39 —2,55) 0,59
ATG 1,38 (0,57 — 3,35) 0,48
Mantenimiento'
Tac 0,24 (0,03 - 1,72) 0,16 -
Tac + MMF + Corticoides 0,69 (0,43 - 1,11) 0,13 -
Tac + MMF 1,81 (0,93 - 3,56) 0,08 -
Tac + Corticoides 1,54 (0,90 — 2,62) 0,11 -
Tac + Corticoides + Otro* 0,69 (0,28 — 1,71) 0,42 -
Evolucion post-trasplante
Anti-HLA post-trasplante
Clase I 0,54 (0,27 - 1,08) 0,08 - -
Clase I1 0,51 (0,25 -1,02) 0,06 - -
DSA post-trasplante
Clase I 0,58 (0,18 — 1,84) 0,35 - -
Clase II 0,78 (0,31 - 1,94) 0,59 - -
Rechazo 0,70 (0,33 - 1,47) 0,35 - -
Neoplasia post-trasplante 1,96 (1,16 — 3,28) 0,02 0,91 (0,51 - 1,60) 0,73
Basocelular 1,54 (0,61 —3,89) 0,35 - -
Espinocelular 0,95 (0,30 — 3,07) 0,97 - -
No cutineos 2,74 (1,48 — 5,10) 0,001 1,51 (0,79 — 2,89) 0,21
M-MDSC
M-MDSC 1m post-trasplante
> 22,5 % de CD33* 1,45 (0,84 — 2,49) 0,19 - -
> 84,6 cel/pL 1,28 (0,78 — 2,22) 0,39 - -

Para el analisis multivariante se consideraron las variables significativas en el analisis univariante.
'En el momento de consulta: durante el afio previo al diagndstico de cancer o de acuerdo con la
aleatorizacion. *Azatioprina o inhibidores de mTOR (everolimus/sirolimus)
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1. Las eMDSC expresan CD25 y presentan un receptor de

IL-2 funcional

El estudio inicial sobre la dinamica del compartimento mieloide en RTR reveld que, si bien los
niveles de MDSC totales aumentaban a los 7 y 14 dias post-trasplante, la subpoblacion de
eMDSC disminuia especificamente en aquellos RTR que habian recibido basiliximab como
terapia de induccion. Este fendmeno no se observo en los pacientes tratados con ATG ni en

aquellos que no recibieron tratamiento de induccion.

Basiliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico recombinante de tipo IgG1 dirigido frente
a CD25, cadena o del IL-2R*Z2. Dado el perfil de disminucion selectiva de las eMDSC
observado, postulamos que esas células podrian expresar CD25. En efecto, se observd una
reduccion de eMDSC CD25* en RTR tratados con basiliximab post-trasplante y ensayos in vitro
demostraron que basiliximab impedia la deteccion de CD25 en estas células, confirmando la

presencia de CD25 en la membrana celular de las eMDSC.

Basiliximab actia bloqueando IL-2Ra., presente en linfocitos T activados y en muy bajo grado
en linfocitos T en reposo, inhibiendo competitivamente la union de la IL-2 a su receptor, proceso
esencial para la proliferacion de los linfocitos T334 Aunque estd clasificado como un
anticuerpo bloqueante no deplecionante debido a la ausencia de un dominio sefializador

intracelular en IL-2Ro%

, su estructura de IgG1 humana3*? le confiere la capacidad potencial de
inducir citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), ADCC y citotoxicidad celular
dependiente de fagocitosis (ADCP, Antibody-dependent Cellular Phagocytosis)*° lo que podria
explicar que la disminucion de eMDSC observada se debe a la deplecion mediada por
basiliximab. En este estudio, se descartd que la deplecion de eMDSC por basiliximab se deba a
activacion del complemento, ya que la adicion de basiliximab no indujo muerte celular en

ensayos de activacion del complemento. Sin embargo, no se ha podido descartar la implicacion

de mecanismos como ADCC o ADCP, que deberan evaluarse en futuros estudios.

El receptor de IL-2 es un complejo heterotrimérico compuesto por tres cadenas independientes
cuya asociacion da lugar a receptores con diferente afinidad por la IL-2. IL-2Ra, o CD25 —
presente en timocitos tempranos, linfocitos T activados de forma transitoria y, principalmente,
en linfocitos Treg**” — se une a la IL-2 con baja afinidad (Constante de disociacion, Kq ~ 1078
M). El receptor de afinidad intermedia (K ~ 10 M) esta formado por las cadenas 8, CD122 y
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¥, CD132. Solo la asociacion de las tres cadenas genera un receptor de alta afinidad (Kq ~ 10!
M)3**8, Aunque tanto el receptor de afinidad intermedia como el de alta afinidad son funcionales,
estudios en ratones knockout para CD25 han demostrado que la funcion de la IL-2 estd mediada
en la mayoria de las casos por el receptor de alta afinidad**. En este complejo, la IL-2 se une
inicialmente a IL-2Ra, seguidamente se recluta IL-2Rp y finalmente IL-2Ry**, La union de la
IL-2 provoca la activacion y fosforilacion de JAK1 y JAK3 en las cadenas B y v, respectivamente,
activandose asi: 1) la fosforilacion de STATS y su correspondiente traslocacion al nicleo donde
regula la transcripcion de los genes dianas; ii) la via de Ras/Raf/MAPK; y iii) la ruta de

PI3K/AKT/mTOR*!,

En concordancia con lo publicado anteriormente, se detectd expresion de las cadenas f y y en
todas las poblaciones mieloides estudiadas. IL-2Ry, también denominada cadena y comun (yc),
se expresa de forma ubicua en la mayoria de células hematopoyéticas ya que forma parte de los
receptores de IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21 mientras que IL-2Rf estd presente en
linfocitos T y B, células NK y monocitos***4%, La expresion de CD25 resultd exclusiva de
eMDSC, ya que no se detectd CD25 por citometria en monocitos, M-MDSC o PMN-MDSC.
Este hallazgo result6 inesperado, ya que CD25 es una molécula tipicamente asociada a
poblaciones celulares linfoides, y no a células de origen mieloide. Estos resultados sugieren que
las células CD14" y las PMN-MDSC podrian presentar el IL-2R de afinidad intermedia o que
las cadenas B y y formaran parte de otros receptores de IL, mientras que las eMDSC presentarian

el de alta afinidad.

Tras confirmar la presencia de las tres cadenas en las eMDSC, se evalud su funcionalidad
mediante fosforilacion de STATS por citometria de flujo. La adiciéon de IL-2 indujo la
fosforilacion de STATS, que se bloqueaba si antes se afiadia basiliximab, confirmando que las

eMDSC presentan un IL-2R funcional, formado por a, By v, que sefializa intracelularmente.

Otros estudios han descrito la expresion de CD25 en células mieloides asociadas a tumores,

como DC y macrofagos03-407

, de acuerdo con lo cual CD25 se postula no solo como una
molécula clave en la activacion de los linfocitos T sino como un mecanismo inmunosupresor
mediando el secuestro de la IL-2 y favoreciendo asi la tolerancia inmunoldgica frente al tumor*®®,
En linea con esto, la administracion de dosis altas de IL-2 en ensayos clinicos de melanoma
metastasico y carcinoma renal se asocidé con un aumento de MDSC*%, sugiriendo un posible

papel de la sefializacion IL-2 en el mantenimiento de estas células de fenotipo inmaduro y

supresor. Asimismo, el hecho de que las eMDSC presenten el receptor funcional implica que la
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IL-2 podria modular la funcionalidad de estas células potenciando o impidiendo su actividad
inmunorreguladora. En este sentido, se ha sugerido que basiliximab tendria potencial terapéutico
en tumores con alta expresion de CD25 o infiltracion de eMDSC vy linfocitos Treg. En modelos
in vitro y en pacientes oncoldgicos, se ha demostrado que dosis bajas de basiliximab reducen la
proporcion de linfocitos Treg CD4*CD25" sin afectar a los linfocitos T efectores CD4"CD25'v,
los cuales incluso mejoran su capacidad antitumoral*!%#!!, En este momento, estamos trabajando
en el andlisis transcriptomico de las eMDSC expuestas a IL-2 para determinar el efecto de su

sefializacion en la poblacion de eMDSC.

En conclusion, este trabajo aporta conocimiento sobre la naturaleza de las eMDSC humanas, una
subpoblacion mieloide muy poco estudiada. Se demuestra que las eMDSC presentan un receptor
completo y funcional de IL-2, compuesto por las cadenas a, B y v, y que basiliximab impide la
senal desencadenada por IL-2. Asimismo, CD25 se identifica como un nuevo marcador
fenotipico de esta poblacion. No obstante, se requiere mas investigacion para dilucidar el papel

funcional de la sefalizacion de IL-2 en la biologia de las eMDSC.

La observacion de la importante fraccion de eMDSC CD25" existente en los pacientes sometidos
a trasplante hepatico por hepatocarcinoma, y de su expansion post-trasplante, promovid el

estudio de la relacion entre esta poblacion celular y el cancer de higado.
2. Papel de las MDSC en la progresion tumoral del HCC

Entre las células inmunosupresoras del TME, las MDSC han emergido como una poblacion clave
en la progresion tumoral y, por tanto, en el pronostico clinico. Diversos estudios han demostrado
un aumento de MDSC en sangre periférica y en el TME en diferentes neoplasias, incluido el
HC(C!22,144.245.246412-414 ' N obstante, dichos estudios se han centrado en una subpoblacion
especifica siendo todavia desconocida la distribucion de las MDSC en pacientes con HCC. Por
este motivo, el principal objetivo de este capitulo fue estudiar las subpoblaciones de MDSC en

su conjunto y su relacion con la progresion tumoral.

En este trabajo, se demostrd que las tres subpoblaciones de MDSC, M-MDSC, PMN-MDSC y
eMDSC, estan expandidas en la sangre periférica de los pacientes con HCC en comparacion con
CS, mientras que las células presentadoras de antigeno clasicas, monocitos identificados como
CD14" HLA-DR" en este trabajo, estaban disminuidas. El estudio solo incluyé dos pacientes

con CCA, por lo que no fue posible evaluar si existian diferencias significativas entre HCC y
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CCA. No obstante, el PCA separ6 en dos agrupaciones discretas los pacientes con HCC y con
CCA, observandose, en concordancia con estudios previos, que no habia una expansion de
MDSC en los pacientes con CCA*3. Ademas de una expansion de células mieloides
inmunosupresoras, en nuestra cohorte de HCC, también se encontr6 aumento de la actividad
Arg-1 y de los niveles circulantes de IL-10, mecanismos inmunosupresores ampliamente
asociados a las MDSC. Previamente, en pacientes con adenocarcinoma gastrico, mostraron que
las células, tanto intratumorales como circulantes, positivas para Arg-1 correspondian

mayoritariamente a M-MDSC y eMDSC*3,

Al evaluar la capacidad inmunosupresora in vitro, comprobamos que la fraccion mieloide de los
pacientes con HCC, enriquecida en células CD33* HLA-DR™"°¥, reducia la proliferacion de
linfocitos T CD4" y CD8", asi como la produccioén de IL-2, cumpliendo asi con la definicion
funcional de MDSC®’. El co-cultivo de las MDSC con linfocitos T autélogos aument6 la
produccion de IL-10, TNF-a e IL-6. La IL-10 es un conocido mediador de la capacidad
inmunosupresora de las células mieloides con efecto autocrino sobre las propias MDSC e
implicada en la diferenciacion de linfocitos Treg y macrofagos con fenotipo

116416417 "En el caso de las citoquinas mieloides, TNF-o. e IL-6, aunque

inmunosupresor
tipicamente pro-inflamatorias, son también necesarias para la funcion de las MDSC. La
secrecion autocrina de TNF-a favorece la supervivencia, acumulacion y funcion supresora de
las MDSC, probablemente a través de la sefializacion del receptor 2 de TNF-oo (TNFR-2)*#18:419,
La acumulacién de IL-6, por su parte, se ha asociado a expansion de las MDSC, enriquecimiento
de su capacidad inmunosupresora e inhibicion de la diferenciacion de linfocitos T anti-

tumorales372,420-422

Las MDSC impiden la inmunidad antitumoral gracias a multiples mecanismos que favorecen
tanto la progresion tumoral como la resistencia a la terapia antitumoral. La capacidad
inmunosupresora varia entre los distintos subtipos de MDSC. En nuestra cohorte de HCC, las
M-MDSC resultaron ser la principal subpoblacion inmunosupresora ya que la inhibicion de la
proliferacion de linfocitos T correlaciond directamente tanto con las M-MDSC como con la ratio
M-MDSC/eMDSC. Estos resultados coinciden con investigaciones anteriores que identifican a
las M-MDSC como los principales mediadores de inmunosupresion en el HCC?#247412 Por otra
parte, la falta de asociacion entre las PMN-MDSC y la supresion de linfocitos T podrian deberse
a limitaciones metodoldgicas en la separacion de PBMC y células CD33*, dado que las PMN-
MDSC son particularmente sensibles a variaciones técnicas durante el procesamiento de

muestras*?3,
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La poblacion de eMDSC en humanos se identificd inicialmente en pacientes con cancer de
mama!02:15%:160424 - donde se ha asociado a progresion tumoral, metastasis y mal pronostico.

425

Posteriormente, se han descrito en leucemia mieloide aguda*?>, mieloma, linfoma no Hodgkin'®!,

carcinoma de células renales'®? y cancer epitelial de ovario*?

. Un trabajo previo reportd que las
eMDSC no estaban aumentadas en pacientes con HCC ni se asociaban a ninguna caracteristica
clinica, mientras que en el presente trabajo se encontré una expansion significativa de esta
poblacion en comparacion con controles sanos. Esta poblacion estaba ademas expandida en
pacientes con enfermedad mds avanzada, medida como numero de nddulos y estadio TNM.
Hasta donde se sabe, este es el primer estudio que documenta la expansion de las eMDSC en
pacientes con HCC y su asociacion con el estadio en la enfermedad. Los resultados sugieren que
las eMDSC circulantes en HCC no estan relacionadas con la capacidad inmunosupresora. Se
trata de un hallazgo interesante puesto que en la literatura previa las eMDSC se han considerado
la subpoblacion mas inmadura y con mayor capacidad supresora®’-19%160:424 Sin embargo, cabe
destacar que la capacidad inhibitoria de la expansion de linfocitos T o la polarizacion hacia
linfocitos Thl asi como la induccidén de la apoptosis de linfocitos T ha sido demostrada para
eMDSC intratumorales®”-1%% o para células con fenotipo CD33*CD13*CD14CD15" derivadas del
cultivo de células CD33* de sangre de cordon umbilical con la linea de cancer de mama MDA-
MB-23116%424 " pero no para eMDSC de sangre periférica como las que describimos en este
trabajo. En linea con los resultados del presente trabajo, un estudio en neoplasia de cabeza y
cuello y en cancer uroldgico mostréo que las eMDSC circulantes presentaban escasa o nula

capacidad inhibitoria'4’,

Continuando con lo descrito en el capitulo I, en los pacientes con HCC se evalu6 también la
nueva poblacion de eMDSC CD25". En el analisis de correlacion, observamos que las eMDSC
CD25" mostraban atin menos asociacion con la inhibicion de la proliferacion de linfocitos T
CD4" y CD8" que las eMDSC en general. De hecho, la inhibicion linfocitaria era inversamente
proporcional al nivel de expresion de CD25 en las eMDSC. Asi, la expresion de CD25 en la
superficie de las células mieloides CD33*CD11b*CD14'CD15HLA-DR" podria definir una
nueva poblacion de eMDSC sin capacidad inmunosupresora. El significado bioldgico de la
cadena IL-2Ra en las eMDSC es por el momento desconocido y merece ser investigado en mayor

profundidad.

En el contexto del andlisis clinico de la cohorte de HCC, encontramos que los pacientes con
diabetes, tanto tipo I como tipo II, presentaban una expansion de M-MDSC, en concordancia

con lo reportado anteriormente*?’#?®, También se exploro la posible influencia de la hepatitis,
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dado que el 54 % de los pacientes presentaban infeccidon cronica por VHB o VHC y estudios
previos han descrito que dichas infecciones promueven la expansion de MDSC***#, No
obstante, en nuestro estudio unicamente se observo una expansion significativa de PMN-MDSC,
sin diferencias en los niveles de M-MDSC ni eMDSC, lo cual podria atribuirse al numero

limitado de sujetos incluidos en la cohorte.

En cuanto a la relacion entre MDSC y la progresion tumoral, observamos que mayor niamero de
nédulos de tumor, estadio TNM maés avanzado y los niveles séricos aumentados de aFP se
asociaron con mayores cantidades de M-MDSC y eMDSC. Aunque en el estudio no se
incluyeron pacientes en los estadios mas avanzados de la enfermedad, ya que las muestras se
obtuvieron en el momento de la reseccion hepatica, que no esta indicada en estadios avanzados,
se encontro, no obstante, que las M-MDSC, eMDSC y las eMDSC CD25* eran mas abundantes
en las formas mas avanzadas de la enfermedad. Sin embargo, no encontramos diferencias
significativas ni en PMN-MDSC ni en monocitos. Niveles elevados de M-MDSC se han
asociado con anterioridad a recurrencia y progresion del HCC tras ablacion por
radiofrecuencia*!?, menor supervivencia tras radioterapia!** y reduccion de la supervivencia
global después de radioembolizacion con Itrio-90?*. Estos resultados, junto con los datos del
presente trabajo, apoyan un papel de las M-MDSC en la progresion del HCC, mediado, al menos

en parte por su capacidad para inhibir la proliferacion de linfocitos T.

Por el contrario, eMDSC y eMDSC CD25* estan relacionados con formas avanzadas de HCC,
pero, puesto que no se asocian a inhibicion de la linfoproliferacion, cabe pensar que su
contribucion a la progresion tumoral ocurre probablemente a través de mecanismos distintos a
la inhibicion de la respuesta inmune adaptativa, como la supresion de la inmunidad innata,
células NK y macrofagos M1, o la contribucion a la angiogénesis, la transicion epitelio-

mesénquima y la invasividad!>#31-433,

Dado que las MDSC se asocian con la progresion tumoral y desempefian un papel clave en la

134,434

formacién del nicho premetastasico , ademds de conferir resistencia a las terapias

antitumorales*3?

, se han desarrollado estrategias anti-oncologicas basadas en el bloqueo de su
funcionalidad, con el fin de mejorar el prondstico de los pacientes. Se ha reportado previamente
que las M-MDSC pueden ser moduladas por la radioterapia'?>?4>#12, No obstante, en nuestro
estudio no fue posible evaluar este efecto debido a que los pacientes recibieron esquemas
combinados de tratamiento, lo que impidi6 aislar el impacto especifico de la radioterapia.

Actualmente, diversas estrategias terapéuticas dirigidas a eliminar las MDSC estan en desarrollo
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y siendo evaluadas en ensayos clinicos, con el objetivo de revertir el entorno inmunosupresor y

favorecer una respuesta inmunitaria antitumoral efectiva*3¢-44!,

Entre las limitaciones de este estudio destaca el tamafio reducido de la cohorte y la modesta
representacion de pacientes en estadios avanzados de la enfermedad o con CCA. El anélisis de
las MDSC intratumorales seria también necesario para obtener una vision mas completa de las
subpoblaciones de MDSC presentes en el microambiente del HCC y de sus propiedades

funcionales.

En conclusion, en este capitulo, demostramos que las M-MDSC, eMDSC y eMDSC CD25* estan
expandidas en la circulacion de pacientes con HCC y se asocian a formas avanzadas de la
enfermedad. Sin embargo, la capacidad para inhibir la inmunidad adaptativa varia entre los
subtipos de MDSC y parece concentrarse principalmente en las M-MDSC. Se requiere mas
investigacion para entender plenamente las propiedades inmunosupresoras y pro-tumorales de
las MDSC circulantes e intratumorales en HCC, informacion que serd crucial para disenar
estrategias terapéuticas dirigidas a estas células que mejoren las inmunoterapias actuales y

futuras para el cancer de higado.

3. Las M-MDSC son un factor de riesgo de la aparicion de

neoplasia en el post-trasplante renal

El trasplante renal es el tratamiento de eleccion para pacientes con ERCA, mejorando su
supervivencia y calidad de vida con respecto a la permanencia en didlisis. Si bien la terapia
inmunosupresora mejora notablemente la supervivencia del injerto a corto y medio plazo, la
inmunosupresion cronica contribuye al aumento de aparicion de céncer en los pacientes
trasplantados, de forma que la neoplasia representa la segunda causa de morbimortalidad en RTR

por detras de los eventos cardiovasculares®*.

En este contexto, la identificacion de biomarcadores predictivos de cancer en pacientes
trasplantados adquiere una relevancia crucial. Contar con herramientas que permitan predecir
qué individuos presentan un mayor riesgo de desarrollar neoplasias facilitaria un seguimiento
clinico mas estrecho y eficiente, permitiria establecer recomendaciones personalizadas de
cribado oncologico, y, especialmente, abriria la posibilidad de ajustar de forma individualizada

el tratamiento inmunosupresor.
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En trabajos previos, nuestro grupo identificé que niveles elevados de M-MDSC a los 14 dias
post-trasplante eran un factor de riesgo de aparicion de neoplasia de novo durante los dos
primeros afios post-trasplante’®®. En el presente estudio, se ha evaluado qué factores contribuyen
a la aparicion de cancer en esa misma cohorte de RTR, ampliando el seguimiento clinico a nueve

afios tras el trasplante.

Se evaluaron 226 RTR, de los cuales 46 (20,4 %) desarrollaron neoplasia durante el periodo de
seguimiento. Esta incidencia es ligeramente superior a la descrita en la literatura, que, aunque
variable seglin la region y el estudio, se estima entre el 10 % y el 15 % a los 10 afios post-
trasplante3#+34>-350:442-445 Qipy embargo, en multiples estudios los CCB no se consideran para la
estadistica lo que podria explicar la incidencia ligeramente superior reportada en este trabajo. En
comparacion con la poblacion general, los tumores mas frecuentes en receptores renales son el
sarcoma de Kaposi, los CCNM y los PTLD?3#4-347.352,360445-447 "y npuestra cohorte, no se
registraron casos de PTLD o sarcoma de Kaposi, siendo los carcinomas cutdneos los mas
frecuentes, que aparecieron en el 10 % del total de la cohorte y representaron el 50% de los casos

de cancer.

Entre los factores de riesgo asociados a la aparicion de neoplasia post-trasplante, se identificé la
edad como un factor independiente significativo, y el unico predictor cuando se consideraron
unicamente los pacientes con CCB. Esta asociacion no es exclusiva de la poblacion
trasplantada®*® dado que el riesgo de cancer aumenta con la edad en la poblacion general*8. El
antecedente de cancer previo solo se asocié a la aparicion de CCB, aunque no alcanzo
significacion estadistica en el analisis multivariante. Otros factores comiinmente asociados a la
aparicion de cancer — tabaquismo o exposicion solar, en el caso de los canceres cutdneos, — no
han podido ser analizados en este estudio. Debido a las caracteristicas demograficas de los

pacientes incluidos en el estudio tampoco se ha podido evaluar la influencia de la raza.

Por otro lado, encontramos que la diabetes mellitus como causa de la ERC era un factor protector,
e incluso un factor pronostico independiente en los TNC. En la poblacion general, la diabetes se
asocia a un mayor riesgo de cancer hepatico, pancreatico o colorrectal. Sin embargo, estudios
observacionales en trasplantados de Estados Unidos, Australia o Nueva Zelanda han reportado
una reduccion de hasta un 20 % en el riesgo de cancer en el post-trasplante, en coincidencia con
los resultados del presente trabajo’#-3>°, La enfermedad renal poliquistica también se ha descrito

como un factor protector con una reduccion del 20 % en el riesgo de la aparicion de cancer*#*4,
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En este estudio, la poliquistosis renal solo result6 un factor protector en los pacientes con TNC,

aunque esta asociacion no se mantuvo en el modelo multivariante.

La presencia de anticuerpos anti-HLA pre-trasplante y el antecedente de trasplante previo
mostraron una tendencia no significativa como posibles factores protectores. Es posible que la
sensibilizacién previa favorezca una mayor inmunovigilancia por activacion del sistema

inmunitario.

El exceso de cancer observado en poblacion trasplantada suele atribuirse a la inmunosupresion
crénica necesaria para evitar el rechazo del injerto. Se ha observado que los pacientes tratados
con agentes deplecionantes de linfocitos T presentan mayor riesgo de desarrollar tumores
solidos. RTR que recibieron ATG como induccién presentaban un aumento del 24 % de riesgo
de aparicion de tumores solidos en comparacion con aquellos que no recibieron induccion®!. De
forma similar, en otra cohorte de trasplante renal, el uso de estos agentes para el tratamiento del
rechazo agudo se asocid con un incremento del 42 % en el riesgo de neoplasias so6lidas respecto
a pacientes que no presentaron. Cabe destacar que el tratamiento del rechazo conlleva
habitualmente un aumento en la dosis de inmunosupresores de mantenimiento, lo cual también
podria contribuir a la aparicién de cancer. En ese mismo estudio, en el grupo de pacientes que
sufrieron rechazo pero no fueron tratados con agentes deplecionantes como ATG, no se observo

un riesgo significativamente elevado de tumores solidos*¢2,

En nuestra cohorte no se observo una asociacion entre el uso de ATG como terapia de induccion
y un mayor riesgo de cancer. Curiosamente, los pacientes que recibieron basiliximab presentaron
un riesgo significativamente mayor de desarrollar neoplasias: 3,45 y 3,25 veces en el grupo
general y TNC, respectivamente, y hasta 6,59 veces en los casos de CCE, en comparacion con
los tratados con ATG en el modelo univariante, no asi en el modelo multivariante corregido. En
la literatura, el uso de anticuerpos anti-IL-2R no se ha asociado con mayor riesgo de aparicion
de cancer*®, Dado que la asociacion de basiliximab se pierde en el modelo multivariante, es
probable que esté influida por factores como la edad o el riesgo inmunolédgico, trasplantes
previos y sensibilizacion anti-HLA, dado que basiliximab suele utilizarse en pacientes con bajo

riesgo inmunologico*>2.

Los resultados de los capitulos I y II de este trabajo sugieren que CD25 es funcional en las
eMDSC, y que la poblacion de eMDSC CD25%, por tener reducida capacidad inmunosupresora,
se asociaria con mejor inmunovigilancia antitumoral. Si fuera asi, la administracion de
basiliximab podria impedir la funcion de estas eMDSC no supresoras, alterando el equilibrio
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hacia el predominio de las MDSC inmunosupresoras favorecedoras de la aparicion de procesos
neoplasicos. Esto se alinea con lo hallado en este capitulo, donde se reporta un mayor riesgo de
aparicion de neoplasias en pacientes trasplantados tratados con basiliximab. Aunque esta
asociacion se pierde en el modelo multivariante, el potencial efecto del bloqueo de la sefial de la

IL-2 en el fenotipo de las MDSC merece una evaluacion mas profunda.

En cuanto a la inmunosupresion de mantenimiento, se ha descrito que la azatioprina incrementa
hasta 9 veces el riesgo de CCE en comparacion con MMF#33, mientras que los inhibidores de
mTOR se asocian con un menor riesgo de cancer en comparacion con tacrolimus2*-366:454-456 No
obstante, en nuestra cohorte, ninguno de los esquemas de inmunosupresion evaluados mostrd

una asociacion significativa con la aparicion de neoplasia.

Otros factores de riesgo descritos en la literatura, como haber recibido un 6rgano procedente de
un donante cadaver en comparacion con uno de donante de vivo®>®, tiempo prolongado en dialisis
antes del trasplante*>* e incompatibilidades en HLA-DR**, no se asociaron de manera

significativa con el riesgo de cancer en nuestro modelo de regresion.

Relativo a las M-MDSC, en linea con estudios previos®”, los niveles de M-MDSC aumentaron
significativamente a los 7 dias tras el trasplante renal y se mantenian elevados durante el primer
afio post-trasplante. Los pacientes que posteriormente desarrollaron neoplasias presentaban
niveles basales de M-MDSC mas altos que aquellos que no desarrollaron cancer. Esta diferencia
también fue evidente en las mediciones realizadas a los 7 dias post-trasplante. Estratificando los
RTR segun el tipo de tumor, encontramos que los pacientes con CCB presentaban niveles pre-
trasplante de M-MDSC comparables a los pacientes sin cancer. En cambio, aquellos que
desarrollaron CCE o TNC mostraban una expansion significativa de M-MDSC en comparacion

con el grupo sin neoplasia.

El analisis de regresion puso de manifiesto que niveles elevados de M-MDSC, estratificados
segun curvas ROC, en el pre-trasplante, a los 7 dias y al mes post-trasplante se asociaban con
mas del doble de riesgo de desarrollar neoplasia durante el seguimiento. Esta asociacion no se
observo para CCB pero se mantuvo en CCE y en TNC. Niveles elevados de M-MDSC en el pre-
trasplante se mantuvieron como factor de riesgo independiente en los modelos de aparicion de
cancer general, CCE y TNC mientras que la asociacion con los niveles de M-MDSC al mes post-

trasplante se perdid en el modelo multivariante.

206



Discusion

Hasta la fecha, solo dos trabajos han reportado la relacion entre M-MDSC vy la aparicion de
neoplasia post-trasplante. El primero realizé un seguimiento prospectivo durante dos afios desde

386

el trasplante’®® y el segundo incluydo RTR estables, con y sin historial de malignidad previa,

seguidos durante un afio’®’

. Ambos trabajos identificaron un aumento de M-MDSC — o la
disminuciéon de HLA-DR en monocitos, caracteristica de M-MDSC — como factor de riesgo
independiente para el desarrollo de cancer. Los resultados presentes aportan un seguimiento
clinico minimo de 9 afios de la cohorte analizada en A. Utrero-Rico et al*®. Si bien la falta de
determinaciones de MDSC mas allé del primer afio post-trasplante constituye una limitacion del

trabajo, es muy importante sefialar que fueron las mediciones de M-MDSC mas proximas al

trasplante las que resultaron ser las mas utiles para la estratificacion del riesgo oncologico.

Las M-MDSC han sido ampliamente implicadas en la progresion tumoral y, mas recientemente,
en la preparacion del nicho pre-metastasico!'**. En ratones con adenocarcinoma mamario las
MDSC se acumulan en los pulmones antes de la llegada de las células tumorales*’. Ademas,
promueven la expansion de linfocitos Treg, reforzando el microambiente inmunosupresor®”.
Especificamente en el CCE, el eje monocito-macrofago desempeila un rol clave en la

148, El analisis transcriptomico single-cell de pacientes con

mutagénesis y progresion tumora
CCE de cabeza y cuello reveld que las MDSC mediaban la supresion de linfocitos T CD8",
facilitaban el reclutamiento de TAM y se correlacionaban con progresion tumoral y peor
supervivencia®*’. En un modelo de raton de este mismo tumor, las MDSC favorecian la
progresion tumoral y estaban implicadas en la angiogénesis*®. En este trabajo, son las M-MDSC
en el peritrasplante, entre el pre-trasplante y el mes post-trasplante, y no en tiempos mas lejanos
las que se asociaban a aparicion de tumores. De acuerdo con esto, el aumento temprano de M-
MDSC tras el trasplante, quizas inducido por las sefiales inflamatorias de la cirugia, contribuiria,
junto con muchos otros factores, al establecimiento de tumores en los pacientes trasplantados al
condicionar un ambiente inmunosupresor favorecedor de aparicion de tumores. Nuestras
mediciones corresponden a las M-MDSC circulantes en sangre periférica pero es esperable
pensar que son un reflejo del perfil encontrado en tejidos, donde quedan retenidas mediando el
ambiente inmunosupresor favoreciendo ademas la expansion de otras poblaciones tolerogénicas

como los linfocitos Treg o los TAM.

Asi, las M-MDSC emergen como biomarcador prometedor para identificar pacientes con alto
riesgo de desarrollar neoplasias post-trasplante, lo que permitiria intensificar el seguimiento
clinico o ajustar a la baja la carga inmunosupresora. Esto resulta particularmente relevante,

considerando que la inmunosupresion cronica compromete la inmunovigilancia antitumoral, con
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efectos que incluyen la reduccion de linfocitos T CD8" 4! y células NK#%2 asi como el aumento

de linfocitos Treg*¢3:464,

No obstante, las M-MDSC también han demostrado propiedades tolerogénicas en el contexto
del trasplante de organos solidos, actuando como una poblacion inmunorreguladora

beneficiosa’’7-38!,

En este contexto, la presencia de anticuerpos anti-HL A pre-trasplante surgié como el unico factor
de riesgo independiente para la aparicion de anticuerpos anti-HLA y DSA de novo post-
trasplante. Ademas, los pacientes que desarrollaron anticuerpos post-trasplante, especialmente
DSA de clase II, mostraron un riesgo significativamente mayor de eventos de rechazo, en linea

465-467 Por otro lado, niveles elevados de M-MDSC al mes post-

con publicaciones anteriores
trasplante actuaron como factor protector independiente frente al rechazo, reduciendo el riesgo

entre un 40 % y un 60 % con respecto a los pacientes con M-MDSC bajas.

Multiples evidencias experimentales refuerzan el rol tolerogénico de las MDSC. En un modelo
de ratén de trasplante de cornea, la infusion de MDSC derivadas de médula 6sea prolongaba la

468

supervivencia del injerto™®, y en uno de trasplante cardiaco, las MDSC migraban al 6rgano

367 Ademas, la

trasplantado e inhibian la respuesta adaptativa generando tolerancia al injerto
expansion de MDSC se ha asociado a mayor supervivencia del injerto en diferentes estudios de
trasplante renal®’*-38!, intestinal®®? o pulmonar*®. Asi, las MDSC se postulan como una potencial
herramienta terapéutica celular, gracias a su capacidad de modular la respuesta aloinmune. En
este trabajo, M-MDSC elevadas se asocian independientemente de otros factores a mayor
aparicion de neoplasia en el post-trasplante, pero a su vez son un factor protector de los eventos

de rechazo debido en ambos casos al ambiente inmunosupresor que propician tras el trasplante.

Dado su caracter inmunosupresor, las MDSC constituyen un arma de doble filo en el contexto
del trasplante, por un lado, favorecen la tolerancia al injerto al limitar la respuesta aloinmune;
por otro, su persistencia o expansion excesiva puede comprometer la inmunovigilancia
antitumoral y facilitar el desarrollo de neoplasias. Por tanto, futuros estudios deberian enfocarse
en definir el rango 6ptimo de M-MDSC en pacientes trasplantados. La validacion de nuestras
observaciones permitiria establecer puntos de corte estandarizados para el uso de M-MDSC

como biomarcador de estratificacion de riesgo clinico en el seguimiento post-trasplante.
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Conclusiones _

De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, se puede concluir:

1. La expresion de CD25 define una nueva subpoblacion de eMDSC, eMDSC CD25".
Basiliximab depleciona las eMDSC y las eMDSC CD25" e impide la deteccién de CD25
in vitro. La deplecion de las eMDSC no esta mediada por citotoxicidad dependiente de

complemento.

2. Solo las eMDSC, no los monocitos, M-MDSC ni PMN-MDSC, expresan las tres cadenas,
o, Byy, del receptor completo de IL-2, y presentan un receptor funcional que fosforila

STATS.

3. Los receptores de trasplante hepatico con hepatocarcinoma presentan eMDSC CD25" y

estas aumentan en el post-trasplante.

4. Los pacientes con hepatocarcinoma presentan mayor ambiente inmunosupresor que los
controles sanos y pacientes con colangiocarcinoma mostrando expansion de las tres
subpoblaciones de MDSC: M-MDSC, PMN-MDSC y eMDSC, y niveles elevados de
actividad Arg-1 e IL-10 séricos.

5. Las MDSC aisladas de pacientes con hepatocarcinoma presentan capacidad
inmunosupresora in vitro. Las M-MDSC resultaron la subpoblacion con mayor capacidad

inhibitoria.

6. Las M-MDSC, eMDSC y eMDSC CD25" se encontraron mas elevadas en pacientes con
hepatocarcinoma mas avanzado, de acuerdo con el mayor nimero de nddulos, estadio

TNM mas avanzado y mayores niveles de alfa-fetoproteina.

7. Los receptores de trasplante renal que desarrollaron céncer en el seguimiento post-
trasplante presentaban niveles elevados de M-MDSC en el pre-trasplante y a los 7 dias
post-trasplante. Las M-MDSC aumentadas en el peritrasplante son un factor de riesgo

independiente de aparicion de neoplasia hasta 9 afios post-trasplante.

8. La edad result6 el unico factor de riesgo independiente para la aparicién de neoplasia en

el post-trasplante entre las variables clinicas o demogréficas.

9. La edad emergié como el Unico factor de riesgo independiente para la aparicion de

carcinoma cutaneo basocelular.
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10. La edad y niveles elevados de M-MDSC en el pre-trasplante fueron los tinicos factores

de riesgo independientes para la aparicion de carcinoma cutaneo epidermoide.

11. La edad y niveles elevados de M-MDSC peritrasplante fueron los unicos factores de
riesgo independientes para la aparicion de tumores de 6rganos profundos. La nefropatia

diabética resulté el tnico factor protector independiente.

12. La presencia de anticuerpos anti-HLA donante-especificos post-trasplante resulté un
factor de riesgo independiente para la apariciéon de eventos de rechazo. Por su parte,
niveles elevados de M-MDSC al mes post-trasplante surgieron como un factor protector

independiente.
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Abstract

In patients with hepatocellular carcinoma (HCC), increased myeloid-derived suppres-
sor cells (MDSC) relate to aggressiveness and poor prognosis. Favorable responses
with immune checkpoint inhibitors demonstrate that HCC is susceptible to immune
activation, suggesting that the elimination of MDSC would provide therapeutic bene-
fits. However, a global analysis of the different MDSC subsets in HCC is still missing.
Here we phenotyped circulating myeloid cell subsets (monocytes, M-MDSC, PMN-
MDSC and eMDSC) by flow cytometry in HCC and hepatocholangiocarcinoma
patients and in healthy donors (HD). Isolated myeloid CD33™ cells were analyzed in
immunosuppression assays, and cytokines were quantified in the supernatants.
Arginase-1 activity (Arg-1) was analyzed in serum samples. All three proportions of
MDSC, together with the immunosuppressive Arg-1, were significantly increased in
HCC compared with HD. An important proportion of eMDSC expressed CD25, the
IL-2 receptor a chain, and CD25" eMDSC were also significantly expanded in HCC
patients. HCC-CD33™ cells, enriched in M-MDSC and eMDSC, in vitro inhibited both
CD4" and CD8™" T cell proliferation and IL-2 production, and augmented IL-10, IL-6,
and TNF-a. The correlation between the inhibition of T lymphocyte proliferation and
M-MDSC was the strongest, while eMDSC or CD25%" eMDSC did not show anti-
proliferative capacity. Despite this functional difference, M-MDSC, CD25% eMDSC,
and CD25 expression in eMDSC were more prominent in advanced HCC as defined

by a higher number of nodules, TNM stage, and alpha-fetoprotein level. This better
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1 | INTRODUCTION

Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) are a heterogeneous and
immature cell population that results from a sustained myelopoi-
esis in chronic inflammation, autoimmunity, and cancer. In the set-
ting of cancer, MDSC increase in peripheral blood and infiltrate
the tumor microenvironment. Because of their capacity to sup-
press the immune response, MDSC contribute to the growth and
metastasis of tumoral cells.x®> Human MDSC express the myeloid
lineage markers (CD33 and CD11b) together with low or no
expression of HLA-DR. With the aim of gaining consistency in the
studies, a group of experts proposed a standardized nomenclature
and characterization for MDSC. Together with the definition of
the classical polymorphonuclear (PMN-MDSC, CD14~ CD11b"
CD15" [or CD66b™]) and monocytic (M-MDSC, CD11b*" CD14*
HLA-DR™/'°"CD15~) MDSC, a more immature population referred
to as early-stage MDSC (eMDSC, Lin"[CD3/14/15/19/56] HLA-
DR~ CD33%) was also identified.*

In patients with hepatocellular carcinoma (HCC), MDSC were
first described as a CD14" HLA-DR™/'" cell population which
accumulate in peripheral blood and tumoral microenvironment.
CD14" HLA-DR™/'" MDSC isolated from the blood of HCC
patients were potently suppressive, as shown by their capacity to
inhibit autologous T cell proliferation, with production of a high
level of arginase-1 (Arg-1), capacity to induce regulatory T cells
(Treg)® and to inhibit autologous natural killer (NK) cells cytotoxic-
ity.® The correlation between circulating Treg and MDSC pheno-
typed as CD33" CD11b" CD14~ HLA-DR™ cells was later
reported in patients with inoperable, advanced HCC who showed
an impairment of T-cell-mediated anti-tumor immunity.” In HCC
patients without any previous treatment, circulating Lin™’
lowcD33+ HLA-DR™ MDSC were found elevated and in relation-
ship with more advanced clinical stage, splenomegaly and high

expression of the suppressive molecules metalloproteinase

delineation of M-MDSC and eMDSC phenotype and function in HCC could help to

design therapies more likely to succeed in clinical trials.

hepatocarcinoma, immunosuppression, MDSC, myeloid derived suppressor cells

In hepatocellular carcinoma, expanded myeloid-derived suppressor cells (MDSC) relate to
aggressiveness and poor prognosis. A global analysis of the different MDSC subsets in hepato-
cellular carcinoma is, however, missing. In this study, all three subsets of M-MDSC, PMN-
MDSC, and eMDSC, together with arginase 1 activity, were significantly increased in hepatocar-
cinoma. Moreover, eMDSC expressing CD25, the IL2-receptor a chain, were also expanded.
HCC-CD33+ myeloid cells, enriched in M-MDSC and eMDSC, inhibited T cell proliferation
in vitro. Expanded M-MDSC, eMDSC, and CD25-expressing eMDSC correlated with advanced
HCC. Further insight into the role of MDSC could potentially improve immunotherapies for liver

13 (MMP-13), nitric oxide synthetase 2 (NOS-2) and Arg-1.8 The
relationship between higher frequencies of MDSC and poorer
overall survival and recurrence-free survival in HCC was confirmed
in a meta-analysis in which the definition of MDSC as CD33"
CD11b* HLA-DR™""" or CD14* HLA-DR™/'°¥ cells was a criteria
for inclusion of works in the analysis.” The review of the literature
shows that most of the studies have focused on analyzing the
meaning of M-MDSC, thus, a detailed analysis of the different
MDSC subsets in HCC is still lacking.

In the last years, immune checkpoint inhibitors have significantly
improved results and have been incorporated into the management of
HCC, demonstrating that HCC is susceptible to the activation of the
immune response.'®! These results further suggest that the elimina-
tion of MDSC would potentiate the anti-tumoral immunity in HCC
and may provide therapeutic benefit.!? Therefore, a clear definition of
MDSC in patients suffering from liver cancer could help to design
therapies more likely to succeed in clinical trials. Here, we accomplish
a global analysis of the different circulating MDSC subsets in HCC

patients, including the more recently recognized eMDSC.

2 | METHODS

21 | Patients and controls

We included 22 liver cancer patients recruited at Hospital Universi-
tario 12 de Octubre (Madrid, Spain) before undergoing surgery: 18 for
liver transplantation and four for tumoral resection. Among these
cohorts, 20 patients had HCC and two patients had hepatocholangio-
carcinoma (CCA). Blood samples were collected before the surgery. A
group of 17 age- and gender-matched healthy donors (HD) was also
recruited for comparison (HCC, median age 63 (IQR: 58-67); HD,
median age 57.5 (IQR: 41.5-62), p > 0.05). The diagnosis of HCC or
CCA was histologically confirmed in all patients.
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2.2 | Flow cytometry analysis

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by density-
gradient centrifugation on Lymphoprep (Stemcell). Myeloid cell sub-
sets were evaluated on fresh PBMC after incubating with anti-FcR
MoAb, using the following monoclonal antibodies: CD33-PE-Cy7
(eBioscience), CD11b-APC750 (BeckmanCoulter), HLA-DR-APC
(BD Bioscience), CD14-FITC (BD Bioscience), CD15-PerCP-Cy5.5
(Miltenyi-Biotec). Expression of alpha IL-2 receptor (IL-2Ra) chain was
evaluated on fresh PBMC using CD25-PE (BD Bioscience). Labeled
PBMC were acquired with FACSCanto Il (BD Bioscience) and ana-
lyzed by FlowJo V10 software (Tree Star).

2.3 | Cellisolation and in vitro
immunosuppression assay

CD33" and CD33" cells were isolated using CD33 microbeads
(Miltenyi-Biotec) according to manufacturer instructions. After sepa-
ration, the purity of the CD33" fraction was determined by flow cyto-
metry using CD33-PE-Cy7 monoclonal antibody. For all experiments,
the purity of both fractions was >90%. The number of plated CD33~
cells in each experiment was adjusted according to the CD3" T cell
percentage (which ranged from 76% to 84%).

Immunosuppression assay was performed by labeling CD33™ cells
with 2.5 uM of carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE). The
CFSE-labeled CD33™ cells were plated in 96-well flat bottom plates
(5 x 10* T cells/well) alone as negative proliferation control; with
1.25 pg/mL of coated anti-CD3 and 0.5 pg/mL of soluble anti-CD28 as
positive proliferation control; and with stimulus and autologous CD33*
cells at a 1:1 ratio. Cells were cultured in RPMI1640 supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS), 1% penicillin-streptomycin, and 1%
L-glutamine at 37°C in a humidified 5% CO, incubator. After 4 days,
supernatants were collected and frozen, and cells were harvested and
stained with CD4-Krome Orange (Beckman Coulter) and CD8-PerCP-
Cy5.5 (BD Bioscience) and analyzed by flow cytometry (FC). We used

FlowJo V10 to assess T cell proliferation.

24 | Arginase 1 activity

Arg-1 activity was analyzed in frozen serum samples from HD and
cancer patients with the QuantiChrom Arginase Assay Kit (BioAssay
Systems) according to the manufacturer instructions. Samples were
previously centrifuged in Amicon ultra-0.5 columns (10 KDa cutoff)

(Sigma-Aldrich) to eliminate urea.

2.5 | Cytokines quantification
Frozen supernatants from the in vitro immunosuppression assays
and sera samples were thawed and centrifuged. Eight cytokines

were detected: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
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(GM-CSF), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interferon gamma
(IFN-y), IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, and IL-21 with a cytokine 8-plex
human panel (Invitrogen) according to manufacturer instructions.

Data were analyzed by Luminex 100 (One Lambda).

2.6 | Statistics

Continuous variables were plotted as median and interquartile range
(IQR) and compared using nonparametric Mann-Whitney U test or
Wilcoxon signed-rank test when appropriate. Principal component
analysis (PCA) of the myeloid population studied in our cohorts was
performed using the factoMineR and factoextra R packages. The PCA
data set is available upon request. Correlations between continuous
variables were evaluated using linear regression or Spearman's rank
test and represented as correlation plots using the Hmisc and corrplot
R packages. Differences were considered statistically significant when
p < 0.05 (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). Statistical analysis was
performed using GraphPad Prism version 8.0 software (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA) and R software v4.1.1.

3 | RESULTS

3.1 | MDSC subsets are expanded in HCC
Table 1 shows the main characteristics of the studied cohort. To investi-
gate MDSC in HCC patients, we characterized four myeloid populations
by FC (Figure $1): monocytes (CD33*CD11b"CD14"CD15 HLA-DR*/M),
M-MDSC  (CD33"CD11b"CD14"CD15 HLA-DR™"), PMN-MDSC
(CD337CD11b"CD14 CD15"HLA-DR™) and eMDSC (CD33"CD11b*
CD14 CD15 HLA-DR™). These populations were identified in the
peripheral blood of both HD and HCC patients before surgery. All three
proportions of M-MDSC, PMN-MDSC, and eMDSC were significantly
increased in HCC patients compared with HD (Figure 1A-C). In con-
trast, monocytes were significantly decreased in cancer patients
(Figure 1D). Activity of the immunosuppressive molecule Arg-1 in serum
as well as circulating IL-10 levels were also higher in HCC patients than
in HD (Figure 1E,F). No differences in circulating IL-6, IFN-y or TNF-a
levels were observed between HCC patients and HD (Figure 1G-1).
Based on our previous data showing that a significant number of
eMDSC express IL-2Ra (CD25) (unpublished results), we asked for the
presence of these CD25" eMDSC in HCC patients. By analysing six
liver transplant recipients (LTR), five of whom were because of HCC,
we observed that a high proportion of eMDSC expressed CD25
(a median of 73% of eMDSC). Both CD25" eMDSC proportion and
the per cell expression of CD25 on eMDSC (measured by mean fluo-
rescent intensity, MFI) were significantly augmented in the peripheral
blood of liver transplant recipients (LTR) compared to HD
(Figure 1J,K). Patients with HCC had the highest numbers of CD25"
eMDSC and the highest CD25 expression on eMDSC, while the
patient with the lowest percentage of CD25" eMDSC had no liver
cancer but alcoholic cirrhosis.
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TABLE 1 Characteristics of liver cancer patients.
n=22
Age (y), median (IQR) 63 (58-67)
Gender, male, n (%) 19 (86.36%)
Active smoking, n (%) 7 (31.82%)
Alcohol consumption, n (%) 13 (59.01%)
BMI, median (IQR) 28 (24.25-30)
Hepatitis®, n (%) 12 (54.54%)
HBV 3 (13.64%)
HCV 10 (45.45%)
Diabetes, n (%) 8 (36.36%)
IDD 1(4.55%)
NIDD 7 (31.82%)
Cirrhosis, n (%) 16 (72.73%)
Anti-Dyslipidaemia drugs, n (%) 7 (31.82%)
Atorvastatin 4 (18.19%)
Simvastatin 1(4.55%)
Gemfibrozil 2 (9.09%)
Hepatic encephalopathy, n (%) 3(13.64%)
Edema-ascites decompensation, n (%) 2 (9.09%)

Laboratory parameters on sample day, median (IQR)®
INR, median (IQR) 1.11 (1.032-1.177)
Bilirubin, mg/dL, median (IQR) 0.6 (0.42-0.98)
Creatinine, mg/dL, median (IQR) 0.98 (0.83-1.09)
Albumin, g/dL, median (IQR) 4.5 (4.1-4.7)
Alpha-fetoprotein, ng/mL, median (IQR) 3.71(2.78-17.53)
Histological analysis, n (%)

Poorly differentiated HCC 4 (18.19%)

Moderately differentiated HCC 11 (50%)
Well differentiated HCC 5(22.73%)
Hepatocholangiocarcinoma (CCA) 2 (9.09%)
Synchronic tumours 1(4.55%)
Number of nodules, n (%)
1 8(36.36%)
2 7 (31.82%)
=3 7 (31.82%)
Vascular microinvasion 2 (9.09%)
Metastasis 1(4.55%)
Child-Pugh class, n (%)
A 19 (86.36%)
B 2 (9.09%)
C 1(4.55%)
BCLC staging, n (%)
0 2(9.09%)
A 15 (68.19%)
A/B 4(18.19%)
C 1(4.55%)

(Continues)

TABLE 1 (Continued)
n=22
TNM
0 1 (4.55%)
| 9 (40.91%)
Il 10 (45.46%)
1} 2 (9.09%)
Previous treatments®
No 7 (31.82%)
Radiofrequency ablation (RFA) 9 (40.91%)
Transcatheter Arterial Chemoembolization 9 (40.91%)
(TACE)
Transarterial radioembolization (TARE) 2 (9.09%)
Surgery 4(18.19%)
Transplantation, n (%)
Liver alone 7 (77.27%)
Liver and kidney 1(4.55%)
Recurrence 2 (9.09%)
Exitus 3(13.64%)

Abbreviations: BCLC, Barcelona clinic liver cancer staging system; BMI,
body mass index; IDD, insulin-dependent diabetes mellitus; INR,
international normalised ratio; IQR, interquatile range; NIDD, no insulin-
dependent diabetes mellitus; TNM, tumour, node, metastasis; y, years.
20ne patient had both HBV and HCV.

PNormal values in the reference population: INR [0.80-1.20], Bilirubin
[0.20-1 mg/dL], Creatinine [0.50-0.90 mg/dL], Albumin [3.5-5.0 g/dL],
Alpha-fetoprotein [<7 ng/mL].

“Patients can have more than one previous treatment.

Moreover, in the follow-up of LTR after transplantation, there
was a significant increase of eMDSC expressing CD25. Compared to
pre-transplant levels, almost all eMDSC were CD25" at days 7 and
14 post-transplant (Figure 1L). The per-cell expression of CD25 on
eMDSC also experienced a significant augmentation relative to pre-
transplant (Figure 1M). In our cohort of HCC patients, CD25" eMDSC
were significantly expanded compared to HD (Figure 1N).

3.2 | HCC patients showed a more
immunosuppressive profile than
hepatocholangiocarcinoma patients

In order to further understand the contribution of the myeloid cell-
related parameters in characterizing liver cancer patients, we carried
out PCA. The PCA biplot showed that dimensions 1 and 2 accounted
for 38.2% and 25.9%, respectively, of the variation among the ana-
lyzed subjects. PCA separated HD from HCC patients into discrete
clusters and, interestingly, it also discriminated between patients
with HCC and those with CCA (Figure 2A). The parameters that dif-
fered the most between HD, HCC patients, and CCA patients

belonged to dimension 1, in which monocytes, the per cell
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FIGURE 1 Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) are expanded in HCC patients. (A) Percentage of M-MDSC

(CD33*CD11b*CD14*CD15 HLA-DR™"°%), (B) PMN-MDSC (CD33*CD11b*CD14~CD15"HLA-DR™), (C) e-MDSC
(CD337CD11b*CD14~CD15 HLA-DR™), and (D) monocytes (CD337CD11b*CD14+CD15 HLA-DR") in healthy donors (HD) and
hepatocarcinoma (HCC) patients. (E) Arginase (Arg-1) activity in HD and HCC. (F) Circulating levels of IL-10, (G) IFN-y, (H) IL-6, and (I) TNF-a in
HD and HCC patients. (J) Percentage of CD25" eMDSC and (K) CD25 expression in HD and liver transplant recipients (LTR) pre-transplant.

(L) Percentage of CD25" eMDSC and (M) CD25 expression in LTR pre-transplant and 7 and 14 days post-transplant. (N) Percentage of CD25"
eMDSC in HCC patients. All parameters are shown as median values and interquartile ranges. The significance between groups was determined
using the Mann-Whitney U test or Wilcoxon signed-rank test when appropriate. *, p < 0.05; **, p < 0.01. HCC, hepatocellular carcinoma; HD,
healthy donors; MFI, mean fluorescence intensity; Pre, Pre-transplant; 7D, 7 days post-transplant; 14D, 14 days post-transplant.

expression of HLA-DR on monocytes, and M-MDSC contributed the
most. HD, HCC, and CCA also differed in dimension 2, which was
principally influenced by CD257eMDSC and CD25 expression on
eMDSC (Figure 2B). The PCA biplot visually suggests that the
MDSC-related immunosuppressive profile is more prevalent in HCC
than in CCA patients.

3.3 | Inhibition of T cell proliferation by MDSC
from HCC patients is mostly related to M-MDSC

To confirm that the expanded myeloid CD33*HLA-DR™°" subset in
HCC has immunosuppressive capacity and can then be considered
true MDSC, CD33™ cells isolated from HD and HCC were cocultured
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with autologous CFSE-labeled CD33™ cells. In cultures, CD33™ cell
proliferation stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 in the absence
of CD33" cells was similar in both HD and HCC patients
(Figure 3A,B). The CD33" myeloid compartment from HD, with a
higher proportion of monocytes (Figure 3C), promoted CD4" and
CD8" T cell proliferation in vitro (Figure 3A,D), whereas CD33" cells
from HCC patients, enriched in CD337CD11b"CD14"CD15 HLA-
DR™°" (M-MDSC) and CD33*CD11b*CD14 CD15 HLA-DR™
(eMDSC) (Figure 3C), inhibited both CD4" and CD8™" T cell prolifera-
tion (Figure 3B,D). The measurement of cytokines in the culture
supernatants showed that the inhibition of proliferation by CD33"
cells from HCC patients was accompanied by a reduction in the
production of IL-2 and an augmentation of IL-10. The myeloid-
related cytokines IL-6 and TNF-a increased when myeloid cells
were added to the culture (Figure 3E). No differences were found
in GM-CSF, IFN-y, IL-4, and IL-21 (data not shown).

Because the strength to inhibit the lymphocyte proliferation
exhibited by CD33" cells from HCC was variable between individuals,
we explored which clinical features could be related to the different
immunosuppressive capacity. We did not observe any relationship
between the rate of CD4" or CD8* T cells proliferation inhibition and
the presence of cirrhosis, hepatitis, TNM (tumor, nodule, metastasis)
stage, or serum alpha-fetoprotein (aFP) levels (data not shown). How-
ever, there was a significant direct correlation between the number of
HCC nodules in the patients' liver and the inhibition of T cell prolifera-
tion of both CD4" (r = 0.90, p = 0.0052) and CD8" T lymphocytes
(r=0.94, p = 0.0014) (Figure 3F).

In addition, we further investigated whether T cell proliferation
inhibition was associated with a specific subset or phenotype among
the studied myeloid cell populations (Figure 4 and Table S1). Regard-
ing MDSC, there was a significant direct correlation between
M-MDSC percentage and CD4" T cell proliferation inhibition, and a
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nearly significant correlation with CD8" T cell proliferation inhibi-
tion (p = 0.06). The correlation between lymphocyte proliferation
inhibition and PMN-MDSC was weaker, and the weakest (even
negative in the case of CD8™ T cells) with eMDSC. The M-MDSC/
eMDSC ratio showed a significant direct correlation with the sup-
pression of CD4" and CD8" lymphocyte proliferation. Both CD4™
and CD8™ T cell proliferation inhibition inversely correlated with
the proportion of monocytes and the per cell expression of HLA-
DR in CD14" cells. Interestingly, CD4" and CD8™" T cell prolifera-
tion inhibition showed a significant inverse correlation with CD25
expression in eMDSC. The per cell expression of CD25 in eMDSC
directly correlated with other T-cell activating factors, such as the
proportion of monocytes and their surface expression of HLA-DR,
while it inversely correlated with M-MDSC and the M-MDSC/
eMDSC ratio.

Collectively, these data suggest that the expanded adaptive
immunity-suppressing myeloid compartment in HCC is mostly driven
by M-MDSC.

3.4 | Advanced HCC disease is associated with
M-MDSC and eMDSC subsets

Next, we assessed the potential relationship between MDSC and clini-
cal features in HCC patients. No differences were found in MDSC sub-
set distribution in relation to tobacco or alcohol consumption. There
were no changes in MDSC subsets among patients taking anti-
dyslipidemia drugs (data not shown). Patients with either type | insulin-
dependent (IDD) or non-insulin-dependent (NIDD) diabetes mellitus
showed significantly higher levels of M-MDSC than HCC patients with-
out diabetes. Diabetes did not affect the distribution of PMN-MDSC,
eMDSC, CD25" eMDSC, or monocyte subsets (Figure S2A). No differ-
ences were observed in myeloid populations in HCC patients in relation
to viral hepatitis (hepatitis B (HBV) and C (HCV) virus) with the excep-
tion of PMN-MDSC, which showed significantly higher levels in
infected patients (Figure S2B). All MDSC populations were higher in
HCC patients with than without cirrhosis, although the differences did
not reach statistical significance (Figure S2C).
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Then we analyzed the relationship between MDSC subsets and
clinical variables related to tumor progression. HCC patients with
more than two nodules presented higher levels of both eMDSC and
CD25%eMDSC than HCC patients with two or fewer nodules. No dif-
ferences were found in M-MDSC, PMN-MDSC, or monocytes
(Figure 5A). Moreover, patients with TNM stage II/Ill (T2NOMO or

>

—
N

0.33

T3NOMO) exhibited significantly higher levels of M-MDSC, eMDSC,
and CD25" eMDSC than patients with less advanced TNM stages
(0/1, TANOMO), while there were no differences in PMN-MDSC or
monocyte distribution according to TNM stage (Figure 5B). Stratifica-
tion according to the median value of M-MDSC proportion (%
M-MDSC = 2.66) showed an accumulation of stage II/Ill HCC in the
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high % M-MDSC group (9/11 patients in the % M-MDSC >2.66%
group) while only 3/11 stage II/Ill patients were included in the low %
M-MDSC group (Figure 5C, 81.2% vs. 27.3%, respectively, p = 0.03).

The tumor marker aFP was measured, and patients were classi-
fied into high and low aFP according to our hospital aFP cutoff levels
(7 ng/mL) (Figure 5D). Patients with high aFP (27 ng/mL) had
significantly higher levels of M-MDSC, while the proportions of PMN-
MDSC and eMDSC did not differ according to aFP level. The propor-
tion of CD25" eMDSC was increased, although not significantly, in
patients with higher serum aFP. However, per cell expression of CD25
on eMDSC was significantly higher in patients with high aFP levels,
and there was a significant direct correlation between CD25 expres-
sion on eMDSC and the amount of serum aFP in HCC patients
(Figure 5E).

PCA of myeloid populations separated HCC patients stratified
according to the presence or absence of cirrhosis (Figure S3A), num-
ber of nodules (Figure S3B), TNM stage (Figure S3C) and aFP level
(Figure S3D). Patients with more advanced disease were clustered
separately from controls and were observed to have a more immuno-
suppressive profile. Arg-1 activity was not different in patients with or
without diabetes, hepatitis, or cirrhosis, neither in relationship with
the number of nodules, TNM stage, and aFP serum level (data not
shown). Finally, PCA analysis showed that those patients who died
during follow-up were discretely distinguished from the HCC patients
who remained alive in dimension 2, with CD25" eMDSC and CD25

expression per each eMDSC as the main contributors (Figure S3E).

4 | DISCUSSION

Among the immunosuppressive cells of the tumoral microenviron-
ment, MDSC are known to play a critical role in tumor progression
and poor prognosis. MDSC are increased in peripheral blood as well
as in the tumoral microenvironment in different malignancies, includ-
ing HCC.®71%-%¢ Here, we demonstrate that all three subsets,
M-MDSC, PMN-MDSC, and eMDSC, are expanded in the peripheral
blood of HCC patients when compared with HD, whereas the classical
antigen presenting cells (monocytes identified as CD14+*HLA-DR"
cells) are reduced. In accordance with previous reports, our study also
shows that MDSC levels are not augmented in CCA patients.*
Accompanying the expansion of immunosuppressive myeloid cells, in
our HCC cohort there is also an increase in Arg-1 activity and IL-10
circulating levels, well-known immunosuppressive mechanisms dis-
played by MDSC. In gastric adenocarcinoma patients, intratumoral
and circulating Arg-1-expressing cells mostly corresponded to eMDSC
and M-MDsC."’

In our in vitro experiments, the increased fraction of CD33" HLA-
DR~""°Y in the peripheral blood of HCC subjects reduced the prolifer-
ation of both CD4" and CD8™ T cells and the production of IL-2, thus
representing true MDSC according to literature.* The culture of
MDSC together with T cells increased IL-10 production as well as the
myeloid-related cytokines IL-6 and TNF-a. IL-10 is known to be pro-
duced by myeloid suppressive cells and to be influential for their

immunosuppressive capacity.?®1? Although TNF-« is typically a pro-
inflammatory cytokine, an autocrine secretion of TNF-a by MDSC has
been identified as a factor promoting MDSC survival, accumulation,
and suppressive capacity, probably signaling through tumor necrosis
factor receptor 2 (TNFR-2).2%21 |L-6 has been associated with impair-
ment of anti-tumoral T cells differentiation together with the accumu-
lation and maintenance of the immunosuppressive properties of
MDSC.?224 |n our HCC cohort, M-MDSC were the main immunosup-
pressive cells as T lymphocytes proliferation inhibition directly corre-
lated with M-MDSC as well as with M-MDSC/eMDSC ratio. These
findings agree with previously published reports which support
M-MDSC as the key immunosuppressive MDSC in HCC.>?'*® We did
not find any significant relationship between PMN-MDSC and T cells
suppression, although this observation could be a consequence of the
methodology used for PBMC and CD33" cells separation, since
PMN-MDSC are very dependent on technical variables during the
sample processing.?®

Human eMDSC were first found in patients with breast

cancer,267%?

where they were shown to promote tumor growth and
metastasis and to confer poor prognosis. They have also been
described in hematological cancers such as acute myeloid leukemia,*®
multiple myeloma®! and non-Hodgkin's lymphoma,®2 in renal cell car-
cinoma®® and in epithelial ovarian cancer.3* To the best of our knowl-
edge, this is the first report that identifies the presence of eMDSC in
HCC patients and analyzes their relationship with the inhibition of
lymphocyte proliferation and with the HCC disease stage. Our results
suggest that peripheral blood eMDSC from HCC patients are unre-
lated to the inhibition of T cell proliferation. This is an interesting find-
ing since eMDSC have been considered more immature MDSC with
enhanced suppressive properties. However, the capacity to inhibit T
cell amplification and Th1 polarization and to induce T cell apoptosis
has  been eMDSC?®  or
CD33"CD13"CD14 CD15  cells derived from culturing umbilical
blood CD33* cells with the breast cancer cell line MDA-MB-231,%728
but not for circulating eMDSC similar to the ones described here. In

demonstrated for intratumoral

agreement with our data, a study in human head and neck and uro-
logical cancer showed that circulating eMDSC presented marginal or
no capacity to inhibit T cell effector functions.3®

In our HCC patients, we also detected the presence of eMDSC
expressing CD25 (IL-2Ra chain). Before surgery for liver transplanta-
tion, around 80% of eMDSC in HCC patients expressed CD25, and
the frequency of CD25" eMDSC was significantly higher in HCC
patients than in controls. Other tumor-associated myeloid cells
expressing IL-2Ra have been described, such as dendritic cells and
macrophages. The presence of CD25 in these cells is generally
explained as an IL-2-sequestering mechanism, which further enhances
the tolerance of the immune response towards the growing of tumor
cells.®437 Interestingly, the administration of high-dose IL-2 in a clini-
cal trial for metastatic melanoma and kidney cancer was accompanied
by an increase of MDSC,®® a finding that might suggest an IL-
2-dependent signaling to direct the differentiation of cellular precur-
sors towards MDSC and/or to maintain their immature phenotype. In

our correlation analysis, we found that CD25" eMDSC were even less
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related to the capacity to inhibit CD4" and CD8" T lymphocyte prolif-
eration than eMDSC. Moreover, the inhibition of proliferation was
proportionally inverse to the amount of CD25 expressed on the
eMDSC membrane. The surface expression of CD25 on
CD33"CD11b*CD14 CD15 HLA-DR™ myeloid cells would then
identify a cell population formerly phenotyped as eMDSC but without
the capacity to inhibit T cell proliferation. The meaning of IL-2Ra
chain and its role in eMDSC is still unknown and deserves further
investigation.

Regarding the association of MDSC and tumor progression, we
observed that M-MDSC, eMDSC, and CD25 expression on eMDSC
were more prominent in more advanced forms of the disease
defined by a higher number of nodules, higher TNM stage, and
increased aFP serum levels. No differences were found in PMN-
MDSC or monocytes. Higher levels of M-MDSC have been related
to HCC
ablation,'® with shorter survival time after radiation therapy** and

recurrence and progression after radiofrequency
with lower overall survival after transarterial radioembolization
with Yttrium-90.3? These results, together with our own data, sup-
port a role for M-MDSC in HCC progression, which would be at
least partially mediated by their capacity to inhibit T cell prolifera-
tion. Our results suggest that eMDSC and CD25" eMDSC are also
related to advanced HCC, but probably by mechanisms other than
the inhibition of the adaptive immunity response, which may
include abrogation of innate immunity responses from NK cells
and M1 macrophages, and potentiation of angiogenesis, invasive-
ness, and epithelial-mesenchymal transition.22%-40:41

The small number of HCC patients analyzed and a modest rep-
resentation of advanced stages of the disease are limitations in
this study. An analysis of intratumoral MDSC would also be
required to add more information on the presence of the different
MDSC subsets in the HCC microenvironment and their functional
properties.

In conclusion, we have shown here that M-MDSC, eMDSC, and
eMDSC expressing the IL-2Ra chain are expanded in the circulation
of HCC patients and related to advanced forms of the disease. How-
ever, the capacity to inhibit adaptive immunity may differ among
those MDSC subsets and mostly applies to M-MDSC. More investiga-
tion is needed to fully understand the immunosuppressive and pro-
tumoral properties of circulating as well as intratumoral MDSC in
HCC. This information will be key to designing MDSC-focused strate-
gies that may improve present and future immunotherapies for liver

cancer.
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