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1. INTRODUCCION

1.1 CANCER
1.1.1 GENERALIDADES

El céncer es la segunda causa de muerte en ¢l mundo, superado sélo por
las enfermedades cardiovasculares' y se caracteriza por el crecimiento no
controlado de un conjunto de células. El crecimiento neoplasico es ocasionado
por la falla en alguno de los mecanismos que regulan el ciclo celular, como
pueden ser mutaciones en los genes que codifican receptores de membrana
cuyos ligandos tienen la funcién de inhibir la proliferacion celular, o en los
genes que codifican las proteinas que transducen la sefial de no proliferacién
hacia el nicleoc o proteinas mutadas que proporcionen a la célula sefales
permanentes de proliferacidn ¢ inclusive por la falla en los sistemas tanto de
revision de integridad como de reparacién del material genético *°.

Se ha propuesto un mecanismo de carcinogénesis que involucra tres fases:
iniciacion, promocién y progresién**S, La iniciacién se lleva a cabo cuando la
célula es agredida por algun agente genotoxico, que puede ser quimico, fisico o
bioldgico®, ocasionando una mutacién en alguna secuencia del DNA; esta
mutacién crea sitios fragiles o sensibles que conllevan a mutaciones posteriores
y en este caso se dice que la célula estd iniciada*®.

La promocién consiste en el incremento de mutaciones en una celula,
cuando hay alglin factor que favorezca la accion de los carcinégenos. Cabe
mencionar, que ni el agente promotor ni sus metabolitos producen mutaciones
per se. Si el mismo u otro carcindgeno sigue en contacto con la célula iniciada,

pueden producirse en ella mayor niimero de mutaciones, originandose cada vez
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mas sitios sensibles a mutaciones de forma tal que la célula puede ganar
autonomia al no depender de las sefiales del microambiente para proliferar; cada
nueva célula va sufriendo alteraciones en su material genético contribuyendo
esto a la heterogeneidad entre las células tumorales*®.

En la etapa de progresion, la célula adquiere autonomia al proliferar vy
produce la acumulacion de células transformadas, formando un tumor in sit™.
Al ir creciendo el tumor algunas de sus células pueden penetrar en ios tejidos
adyacentes, fendmeno conocido como invasion. Estas células transformadas
pueden alterar la expresion de moléculas de adhesion, lo que favorece su
separacion de las células vecinas y podrian migrar hacia la membrana basal,
cuando esto ocurre, y si las células neopldsicas son capaces de sintetizar
enzimas proteoliticas como la colagenasa y otras, entonces pueden degradar la
membrana basal de los vasos sanguineos y pasar a la circulacién, de donde
pueden llegar a cualquier sitio del organismo para establecerse y formar un
nuevo desarrollo tumoral. El proceso anterior se denomina metastasis y es una
caracteristica de aquellos tumores llamados malignos®’.

Para que una mutacidn origine una célula iniciada debe producirse en
ciertos genes que una vez mutados proporcionen autonomia a la célula’. Los
protooncogenes son genes dominantes que codifican proteinas que participan
como sefial positiva en la proliferacién celular®®; estos se dividen en cinco
grupos que son: factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento.
transductores intracelulares, factores de transcripcion nuclear y proteinas de
control del ciclo celular®. Se ha reportado gran cantidad de genes que se
encuentran mutados en diversos tipos de cincer, algunos de los mas importantes
son los genes c-myc, c-src, erbB-1 y ras, entre otros™*®. Por otro lado, en

general, los genes supresores del tumor son aquellos genes recesivos que
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codifican proteinas involucradas en la sefial negativa de proliferacion
celular*5%; una mutacién en estos genes conduce a la proliferacion de las
células dafiadas; los mas estudiados son el gen del retinoblastoma (Rb) y la

proteina p532*%,

1.1.2 FACTORES ASOCIADOS AL CANCER PULMONAR

E! cancer pulmonar presenta la mayor morbilidad y mortalidad entre todos
los tipos de cancer, siendo el carcinoma epidermoide y el adenocarcinoma los
subtipos de mayor incidencia'.

Se han descrito gran cantidad de factores ambientales o de exposicién que
favorecen la aparicién o desarrollo del cancer pulmonar. Los hibitos
alimenticios juegan un papel importante pues la presencia de conservadores en
alimentos enlatados favorece las mutaciones, ya que actian como promotores.
De igual modo, la ingesta de gran cantidad de calorias se ha relacionado con una
mayor tasa de proliferacion celular, con lo cual habria mayor frecuencia de
mutaciones. Por otro lado, se ha propuesto que la ingesta de ciertos
antioxidantes como algunas vitaminas pueden participar en la prevencion del
cancer al neutralizar los radicales libres. Con respecto a esto ultimo, se ha
observado que los individuos con alta ingesta de {-caroteno y vitamina C
presentan menor riesgo de desarrollar cancer pulmonar a futuro®>'°,

El tabaquismo ha sido relacionado principalmente con el cancer de
pulmén pues se han encontrado gran cantidad de carcindgenos y promotores en
el humo del cigarro, ademas de que las particulas que se aspiran junto con el
humo daiian el epitelio que recubre los bronquios y los alvéalos, conduciendo a
un dafio celular, que junto con los carcinégenos presentes pueden producir

mutaciones en las células epiteliales. Aproximadamente el 20% de los
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fumadores desarrolla algin tipo de carcinoma pulmonar; este porcentaje
depende del tipo de tabaco, el uso de filtros, 1a edad de inicio de tabaquismo. el
indice tabiquico (nimero de cajetillas consumidas en un aflo), etc. Se ha
encontrado relacioén entre el desarrollo de cancer pulmonar y los fumadores
pasivos, esto es, personas que estin expuestas al humo del cigarro de un
fumador®!1%",

El rad6n, un gas que se produce por el decaimiento radiactivo del uranio,
también se ha relacionado con el cancer pulmonar. Se ha observado gran
incidencia de cancer pulmonar en trabajadores de minas de uranio y/o en
personas que viven cerca de éstas. Se sabe que el radén emite particulas alfa que
son aspiradas y llegan a los conductos bronquiales, dafiando la integridad celular
y aumentando por lo tanto la posibilidad de aparicién de mutaciones™*!*!!.

El asbesto estd constituido principalmente por silicatos, y es util en la
construccién de viviendas asi como en la elaboracidon de materiales adiabaticos.
Cuando las fibras de asbesto ingresan a las vias respiratorias son fagocitadas por
los macréfagos y al no ser degradadas pueden dar origen a una acumulacion de
células fagociticas, proceso conocido como asbestosis. Se considera que una
exposicién prolongada a altas dosis de asbesto puede provocar cancer pulmonar,
debido a la agresién contra los epitelios, aunque algunos autores discuten que
dichas dosis son dificiles de alcanzar a menos que se trate de una exposicion

ocupacional**!!.

1.1.3 TIPOS HISTOLOGICOS DE CANCER PULMONAR

La clasificacion de los tumores pulmonares se basa principalmente en la

microscopia de luz, aunque recientemente se ha apoyado de otras técnicas como

3

la inmunohistoquimica y la microscopia electrénica. Se han propuesto diversos
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esquemas de clasificacion, siendo el mas aceptado el presentado por la
Organizacién Mundial de la Salud en 1981, el cual clasifica los tumores
pulmonares primarios en 1) adenocarcinoma, 2) carcinoma epidermoide, 3)
carcinoma de células grandes y 4) carcinoma de células pequefias. Los tumores
presentan distintos grados de difefenciécidn, ¢l cual se asigna segun la zona
menos diferenciada. Se dice que un tumor es bien diferenciado cuando no
presenta gran diferencia histoldgica en comparacion con el tejido que le dio
origen; un tumor pobremente diferenciado pierde el parecido con el tejido
normal y se asemeja a las células pluripotenciales. Debido a su comportamiento
clinico, los tres primeros grupos se designan corninmente como carcinoma de
células no pequeiias. Cada tipo histoldgico se ha asociado a ciertos factores

ambientales o de exposicion y genéticos del individuo'"1%'34,

Adenocarcinoma

Es el tipo histoldgico mas frecuente en ambos sexos y representa del 30 al
35% de los casos de cancer pulmonar. En su mayoria, el adenocarcinoma se
presenta como un tumor periférico, presentando sintomatologia en etapas
tardias; por su localizacién, es el principal tipo histolégico en metastatizar a
pleura, siendo el higado, gliandula adrenal, hueso y sistema nervioso central
otros blancos muy frecuentes. De acuerdo a su patrén de crecimiento y
produccion de moco, se subclasifica en cuatro categorias: acinar, papilar,
broncoalveolar y carcinoma sdlido con formaciéon de moco; segin el grado de
diferenciacién también se subdividen en tumor pobremente, moderadamente y
bien diferenciado. Una propiedad caracteristica del adenocarcinoma es la
produccién de mucina, lo cual es muy importante y 1til durante los examenes de

diagnéstico y clasificacion!"121314,
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Carcinoma epidermoide

Aproximadamente el 30% de los casos de cancer pulmonar pertenecen al
carcinoma epidermoide, el cual en su mayoria se presenta como un tumor
central en el epitelio bronquial proximal y de tamafio medio, por lo que presenta
sintomatologia en etapas tempranas. Varios autores han encontrado una estrecha
relacién con el habito tabiquico. Se ha sugerido que el origen del carcinoma
epidermoide se debe a la inflamacién crénica o dafio al epitelio bronquial lo que
origina la sustitucion de células epiteliales ciliadas normales por células
escamosas. Al igual que el adenocarcinoma, el carcinoma epidermoide puede
dividirse en pobremente, moderadamente y bien diferenciado. En estos ultimos,
la presencia de perlas de queratina y puentes intercelulares es caracteristica. Los
tumores bien diferenciados pueden alcanzar gran tamafio sin metastatizar,

aunque se han reportado metstasis a cerebro''*1>',

Carcinoma de células pequerias

Este tumor se presenta en un 20% de los casos de céncer pulmonar, se
origina en las vias respiratorias centrales y se le ha propuesto un origen
neuroenddcrino. Es un tumor sumamente agresivo y metastatiza de manera
temprana y rapida, principalmente a nddulos linféticos. Se ha reportado que el
carcinoma de células pequefias causa algunos sindromes hormonales debido a la
produccién ectépica de ciertas hormonas. Este tipo histolégico se subclasifica
como limitado o extensivo segin su diseminacién fuera del térax, y por sus
caracteristicas celulares en: células en forma de avena, intermedias o
combinadas. Las células de este tumor son muy semejantes a los linfocitos
normales, pero de mayor tamafio; para realizar el diagndstico se recurre a

tinciones inmunohistoquimicas de marcadores neuroendécrinos como son la
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enolasa neuroespecifica, la bombesina y la cromogranina. Los pacientes no

tratados tienen una sobrevida de 2 a 3 meses' ™",

Carcinoma de células grandes

Representan del 10 al 20% de los tumores pulmonares. En este grupo se
encuentran todos aquellos tumores que no cumplen las caracteristicas de los
otros tipos histoldgicos, es decir, son células no diferenciadas, con gran nucleo,
nucleolo prominente, sin produccién de queratina o mucina y sin diferenciacion
de célula pequefia. Presentan origen bronquial. El patrdn de metastasis es similar
al del adenocarcinoma pero con predominio cerebral. Se pueden dividir en dos
grupos, carcinoma de células gigantes el cual es muy agresivo y presenta células
multinucleadas y gran infiltrado leucacitario, y ¢l carcinoma de células claras
que contiene grandes cantidades de glucégeno. Muchas veces se encuentran
patrones microscépicos que sugieren algin otro tipo histolégico, por lo que
algunos autores lo consideran una variante del adenocarcinoma o del carcinoma
epidermoide totalmente desdiferenciado, realizindose el diagndstico diferencial

por medio de inmunohistoquimica'''*!>'4,

1.2 SISTEMA INMUNE

Cuando algin agente extraflo entra al organismo, se enfrenta en primera
instancia a las barreras mecanicas y posteriormente a los componentes de la
inmunidad natural; si estos mecanismos no son suficientes para la erradicacion
del agente invasor, debe ser activado algin mecanismo especializado contra el
agresor. Entre las céiulas que participan en los mecanismos de defensa del

huésped se encuentran las células NK, los monocitos/macréfagos, los linfocitos
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T y los linfocitos B'*'®, En el presente trabajo sdlo se describirdn aquellas

células que se determinaron durante la parte experimental.

1.2.1 MONOCITOS/MACROFAGOS

Los monocitos son células que derivan de la médula désea a partir del
precursor mieloide y se encuentran en la circulacién sanguinea; los monocitos
infiltran los tejidos en donde maduran dando lugar a las células del sistema
fagocitico mononuclear. Durante la maduracién y activacién , los monocitos
proliferan y cambian su tamafio y estructura interna, ademas de que sintetizan
gran cantidad de productos involucrados en la erradicacidn de agentes extrafios,
conociéndose ahora como macréfagos'®'.

Se han utilizado distintas técnicas con el fin de identificar a los
monocitos, las mas utilizadas han sido las tinciones citoquimicas de esterasa no
especifica y fosfatasa alcalina'’. Actualmente, se han utilizado anticuerpos
dirigidos contra moléculas de superficie de las células; los marcadores mas
utilizados son el CD14, el cual es el receptor para el lipopolisacarido (LPS)
presente en la pared celular de las bacterias gram-negativas; el CD16, conocido
anteriormente como el receptor tipo IIl para la fraccion Fc de la
inmunoglobulina G (FcyRIII), que participa bioldgicamente en la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo y la opsonizacion; el CD11b, que forma parte
de las moléculas de adhesion de la familia de las integrinas; el CD33, que
participa en la adhesién celular dependiente de 4cido sidlico; y el CD68, del cual
se desconoce su funcién, aunque se le ha encontrado asociado a la membrana
lisosomal'®*2,

Ademas de los antes mencionados, los monocitos presentan otras

proteinas de superficie como los receptores para manosa y lectinas que facilitan
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la fagocitosis de los microorganismos que presenten dichas sustancias en su
superficie externa®, los receptores FcyRI y FcyRlIl, las moléculas CR1 y CR3
que actiian como receptores para fracciones solubles del complemento con las
mismas funciones que el FcyRIIl, la molécula clase i codificada por el
complejo principal de histocompatibilidad (MHC-II) implicada en el proceso de
presentacion de antigenos, razén por 1o cual se incluyen en el grupo de células
presentadoras de antigeno profesionales (APC)*'™'2.

Los macréfagos tienen capacidad fagocitica, por lo que al exponerse a
particulas extrafias emiten prolongaciones de la membrana plasmatica
denominadas pseudopodos, formando fagosomas que se fusionan
posteriormente con lisosomas con ¢l fin de degradar el material fagocitado. Los
lisosomas contienen una amplia variedad de enzimas hidroliticas éacidas
(proteasas, lipasas, ribonucleasas), metabolitos reactivos de oxigeno
provenientes de la via de la mieloperoxidasa (anién superdxido, peroxido de
hidrégeno, radical hidroxilo) y éxido nitrico originado a partir de arginina®"’.

Una vez activados, los macréfagos sintetizan gran cantidad de mediadores
solubles destacando entre ellos los factores de crecimiento para granuiocitos y
macréfagos (GM-CSF, G-CSF y M-CSF), proteinas del complemento {C1 a C5,
factor B, factor D y properdina), citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
TNF-a), factores quimioticticos, citocinas antiinflamatorias (IL-10, TGF-B) ¥
algunos lipidos involucrados en la inflamaci6n (prostaglandinas, tromboxanos y
leucotrienos)®’.

Los macrofagos al integrarse al grupo de APC, participan en la iniciacion

de 1a respuesta inmune por medio de la activacién de linfocitos TS,



1.2.2 LINFOCITOS T

Los linfocitos T presentan un receptor especifico en su superficie
denominado receptor de la cétula T (TCR) formado por las cadenas o y B, el
cual reconoce fragmentos peptidicos unidos a las MHC. El TCR se encuentra
asociado a un complejo de cinco proteinas denominado CD3 (¥, 8, &, { y n) que
se encarga de la transduccién de la sefial iniciada por la interaccion MHC-
péptido-TCR hacia el interior de la célula'>".

Para los linfocitos T se han reportado diferentes marcadores de superficie,
como son; el CD28 que se encuentra presente en los linfocitos CD4™ e
interacciona con la molécula B7 (CD80) presente en la APC durante la
activacion del linfocito T, €l ligando de CD40 (CD40L o CD154) proteina que
al interaccionar con la molécula CD40 del linfocito B participa en el cambio de
isotipo, CD2 conocido como el receptor de eritrocitos de carnero que participa
en la adhesién entre el linfocito T y 1a APC, y el CDS5, molécula que participa en
la transduccién de seftales'™'.

Los linfocitos T al ser activados cambian morfoldgicamente presentando
mayor tamafio, proceso conocido como transformacién blastica. EI linfocito T
activado produce IL-2 que favorece la proliferacién de éste y los demas
linfocitos T y expresa sobre su membrana celular el receptor para esta
interleucina {CD25), razén por lo cual se considera a esta interleucina como

autécrina y pardcrina'®".

Linfocitos T cooperadores
Los linfocitos T cooperadores (Th) se caracterizan por presentar, ademas

de las moléculas arriba mencionadas, 1a molécula CD4, la cual sirve como un

co-receptor para la MHC-II presente en la APC durante el proceso de activacion
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del linfocito T. La funcidn principal de los linfocitos Th es la de proveer un

microambiente de citocinas con el fin de modular la respuesta inmune'.

Linfocitos Thl v Th

En 1984, Mossman describid dos clases de linfocitos Th de acuerdo al
patrén de citocinas producidas por lineas celulares murinas. Las clonas que
produjeron IL-2 ¢ IFN-y las denominé Thl, mientras que aquellas que
produjeron IL-4, IL-5 e IL-10 recibieron el nombre de Th2?°,

Otros autores estudiaron linfocitos T humanos buscando anilogos de las
clonas murinas, llegando a hallazgos similares. Ademas, otros reportes indican
la existencia de linfocitos T que producen tanto IL-2, IFN-y e IL-4 asi como
linfocitos que secretan IFN-y e IL-4, por lo que a estas células se les denomind
Tholﬂ.l i .22‘

De lo anterior, se ha propuesto un esquema de activacién y diferenciacion
para la clasificacion de los linfocitos T cooperadores. Los linfocitos pre-Th son
linfocitos T CD4" que no han entrado en contacto con el antigeno y producen
solamente IL-2, cuando el linfocito es activado comienza un proceso de
diferenciacion en el que la célula produce IFN-y e IL-4 y menores cantidades de
IL-2, conociéndose este estadio como linfocito ThO. Conforme contimia el
proceso de diferenciacion, el linfocito adquiere un patron diferencial de
citocinas, aquellos que producen IFN-y y TNF-B, se clasifican como Thl,
mientras que aquetlos que secretan IL-4, IL-5, [L-6, [L-10 e IL-13 se denominan
Th2%. Se ha propuesto una subdivision de linfocitos ThO como fases transitorias
de diferenciacion, segun secreten [L-2 e IL-4 (ThOA) o secreten IL-2, [FN-y e
IL-4 (ThOB) y la existencia de linfocitos Th3, los cuales sintetizan

predominantemente TGF-p*.
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Linfocitos T citotéxicos

Los linfocitos T citotoxicos (Tc) se distinguen por poseer en su superficie
la molécula CD8 que sirve como co-receptor de la MHC-I durante el proceso de
activacién de la célula T. Los linfocitos T CD8" antes de ser activados se
conocen como pre-Tc y para su activacion, maduracion y proliferaciéon necesitan
de IL-2 e IFN-y, ademas de la interaccion APC-linfocito pre-Tc, para poder
llevar a cabo su funcion'*'6.

Como su nombre lo indica, el linfocito Tc va a producir Ia muerte de la
APC que lo active, siendo éste el principal mecanismo de erradicacion de
células infectadas por virus, por bacterias o pardsitos intraceluiares, asi como
células provenientes de un trasplante o células transformadas®'®.

Los mecanismos efectores de los linfocitos Tc son 1) la liberacion de
perforina, proteina que forma poros en la membrana de la célula diana de forma
tal que ésta muere por pérdida del control de su permeabilidad, 2) granzimas que
al entrar en contacto con la célula blanco provocan que se degrade su propio
material genético, 3) el linfocito Tc presenta en su superficie la molécula
ligando de Fas (FasL, CD95L) la cual interacciona con la proteina Fas (CD95)
en la célula diana induciendo la apoptosis. Ademas, se ha reportado que los
linfocitos Tc producen y liberan cantidades considerables de IFN-y, TNF-at y, en
menores cantidades, IL-2, citocinas que presentan una amplia gama de
funciones efectoras ¢ inmunoreguladoras'™'®.

Recientemente, los linfocitos Tc también se han dividido en base al patrén
de citocinas producido. Se ha descrito la existencia de clonas de linfocitos T
CD8 que sintetizan IL-2 e IFN-y y otras que producen IL-4, IL-5 ¢ IL-10, a las

cuales se les ha denominado Tcl y Tc2, respectivamente®; de igual forma, se
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han reportado linfocitos T y8 que presentan esta dicotomia siguiendo el mismo
patron que los linfocitos Th®. Por esto, algunos autores prefieren denominar
linfocitos Thl y Th2 a las clonas murinas, mientras que aquellas respuestas in
vivo, tanto en modelos animales como humanos, son referidas como tipo Thl y
tipo Th2%.

Aln no se ha determinado claramente la importancia funcional de estos
subgrupos. Sin embargo, se considera que los linfocitos Tel reconocen al
antigeno siempre y cuando éste haya sido procesado y presentado en el contexio
de las MHC-I, lo cual significa que este antigeno es intracelular y al activarse el
linfocito T va a producir la muerte de la célula que present6 al antigeno: en
cambio, se considera que los linfocitos Tc2 cooperan con el linfocito B cuando
éste participa como APC. La colaboracion de estos subgrupos podria ser
participando en crear el microambiente de citocinas en el sitio donde se estd

activando la respuesta inmune.

1.2.3 LINFOCITOS B

Los linfocitos B son células encargadas de la sintesis de anticuerpos y se
producen en la médula oOsea, lugar donde se lleva a cabo el proceso de
maduracién y seleccién a partir del precursor linfoide. Estas células inmunes
presentan en su superficie una inmunoglobulina de superficie denominada
receptor de la célula B (BCR) que es especifica para cierto determinante
antigénico y se origina por ¢l reordenamiento de los genes de la
inmunogiobulina, durante 1a ontogenia del linfocito B. Este receptor es capaz de
reconocer al antigeno en su forma nativa, puesto que interacciona con la

estructura secundaria del determinante antigénico'*'®.



Las proteinas de superficie que caracterizan a los linfocitos B son: el
BCR, 1a MHC-II, el CD19, CD20, CD21 que participan en el proceso de
proliferacion y diferenciacion a célula plasmatica; el CD40, al que se le ha
descrito una funcién coestimuladora en la activacién y el cambio de isotipo en la
célula B, la proteina B7 (CD80) que es clave durante la activacién de los
linfocitos T CD4", y FcyRIl, que proporciona un sistema de retroalimentacion
negativa en la produccion de inmunoglobulinas®'*'.

Cuando el antigeno reacciona con el BCR del linfocito B se produce la
activacion de éste. Para que el linfocito B se active y prolifere es necesaria
ademas la presencia de la IL-4, IL-5 e IL-6, participando esta dltima en la
liberacién de los anticuerpos. Los anticuerpos producidos por la célula B
muestran la misma especificidad del BCR, ya que son producto de una variante
en ¢l procesamiento del RNAm que codifica para el BCR la cual elimina los
fragmentos transmembranal y citoplasmatico de este ultimo, por lo que se podria
decir que los anticuerpos son la forma soluble del BCR. El linfocito B
diferenciado origina a la célula plasmatica, que presenta mayor tamaiio que el
linfocito B en reposo, evidenciandose la intensa sintesis de proteinas por poseer
un aparato de Golgi prominente'*'é.

Los anticuerpos pueden dividirse de acuerdo al tipo de cadena pesada que
poseen en cinco isotipos: IgM, IgD, IgG, IgA ¢ IgE. La inmunoglobulina de
superficie de la mayoria de los linfocitos B es del isotipo [gM asociado a la IgD,
por lo que los primeros anticuerpos secretados son del isotipo IgM. En
posteriores contactos con el antigeno y dependiendo del microambiente de
citocinas y factores solubles, se pueden producir anticuerpos de los demas

isotipos'*°.
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1.2.4 CITOCINAS

Durante la activaciéon de la respuesta inmune en contra de agentes
externos, las células necesitan estar comunicadas por medio de moléculas de
superficie y por factores solubles, conocidos en forma genérica como citocinas y
se han descrito gran cantidad de éstas. Los mediadores solubles que participan
en la comunicacion entre leucocitos se conocen con el nombre de interleucinas,
las cuales por lo general son producidas por diferentes tipos celulares®.

Cada citocina tiene una amplia gama de funciones, dependiendo de la
célula sobre la cual este actuando. De igual forma, un mismo efecto puede ser
provocado por un grupo de citocinas. Algunas citocinas presentan efectos
contrarios o actian en forma agonista. Ademas, una citocina dada puede inhibir
o promover la sintesis de otra, por lo cual el efecto neto de una citocina esta en
funcién del conjunto de citocinas presentes en el ambiente celular”?. En esta
revision sélo se mencionaran aquellas citocinas que se relacionan con el trabajo

desarrollado.

Interferon y

El interferén y (IFN-y), junto con el IFN-a y el IFN-f3, pertenece a la
familia de interferones y es un polipéptido de 34-50 kDa con funcién
primordialmente inmunoreguladora. Se le denomina también IFN tipo II 6 IFN
inmune?’.

Los principales tipos celulares que producen esta citocina son los
linfocitos Thl y los Tcl, aunque en humanos ha sido reportado la existencia de
células ThO que son capaces de sintetizarlo. Las células NK sintetizan esta
citocina aunque parecen necesitar la coestimulacion de tos monocitos y el TNF-

(126'27.
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Las funciones del IFN-y son: 1) regular la expresion de MHC-I y MHC-II
en una variedad de tipos celulares, aunque disminuye la expresion de las MHC-
II en los linfocitos B, esta accién se ve aumentada en presencia de TNF-a; 2)
participar en la diferenciacién de precursores mieloides hacia monocitos y
promover la capacidad presentadora de antigeno sobre los macréfagos, ademas
promover la elaboracion de especies derivadas del nitrégeno y oxigeno,
incrementar la expresion de receptores para componentes del complemento y la
biosintesis de proteinas de este sistema y del receptor FcyRI, aumentar la
resistencia del macréfago a la infeccién bacteriana y, junto con el TNF-a
incrementar la expresion de moléculas de adhesién sobre las células
inflamatorias, promoviendo con esto la migracién hacia el tejido dafiado; 3)
antagonizar la expresion de MHC-II sobre linfocitos B murinos producida por la
IL-4, 4) inhibir la proliferacion de clonas de células Th2 pero no de clonas Thl
y 5) favorecer la produccién de linfocitos Tc, aunque existe controversia en esto
ltimo?*?7,

Interleucina 4

La interleucina 4 (IL-4) es una glicoproteina de 19 kDa producida
principalmente por los linfocitos Th2, los mastocitos y actualmente, se ha
reportado 1a produccién de esta citocina por algunos linfocitos Tc*.

Los primeros reportes de esta citocina, le atribuyeron la capacidad de
aumentar la sintesis de DNA en linfocitos B estimulados con anticuerpos anti-
IgM, razén por la cual se llamé factor de crecimiento de la célula B.
Actualmente se han atribuido diferentes funciones, entre las que se encuentran:
1) en linfocitos B, la induccién de MHC 11, del receptor de baja afinidad para

IgE, del receptor para IL-4, y la produccién de los isotipos IgE e IgG,; 2) en
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linfocitos T, promueve la proliferacién y diferenciacién de los linfocitos Tc,
favorece la proliferacion y produccién de IL-4 a partir de clonas Th2 e inhibe el
desarrollo de las clonas Thl y la produccién de las citocinas correspondientes;
3) en células no linfoides, inhibe el crecimiento de los macréfagos pero
incrementa su actividad citotoxica sobre ciertas células tumorales, favorece el
crecimiento de las células cebadas dependiente de IL-3 y 4) se ha reportado que
la IL-4 presenta actividad antitumoral asociada con la presencia de linfocitos Tc

especificos®?,

Interleucina 10

La interleucina 10 (IL-10) es un polipéptido de 18 kDa que aumenta la
proliferacién de timocitos murinos en respuesta a la [L-2 y la IL-4. Se presenta
como homodimero™.

Se ha reportado produccion de esta citocina en células T CD4" con el
fenotipe Th2 y ThO, por clonas de linfocitos T CD8*, monocitos/macréfagos,
queratinocitos, células B activadas, linfornas de células B y lineas de linfoma de
Burkitt transfectadas con el virus Epstein Barr. La IL-10 se sintetiza tardiamente
en comparacién a las otras citocinas, lo cual puede desempeiiar un papel muy
importante en la regulacién de la activacién de monocitos y linfocitos T,

Entre las funciones descritas para la IL-10 se encuentra: 1) la inhibicién
en linfocitos T CD4* de la produccion de IFN-y , TNF-a, GM-CSF y LT,
cuando se utilizan macréfagos como APC pero no con linfocitos B; algunos
reportes indican que la IL-10 también pueden inhibir la produccion de citocinas
tipo Th2, pero es necesario realizar mas estudios para confirmar este efecto: el
efecto en la disminucién de la proliferacion de linfocitos Thl puede ser

parcialmente neutralizado afiadiendo IL-2 al cultivo, lo que sugiere que la IL-10
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inhibe el estimulo APC-linfocito T necesario para la produccion de I1.-2; 2) en
monocitos/macréfagos disminuye la expresion de las MHC-II, con lo cual se
dificulta la presentacion de antigeno y la correcta activacion de los linfocitos T,
3) sobre las APC disminuye la expresién de moléculas coestimuladoras; 4)
inhibe su propia produccién a partir de los monocitos; 5) favorece la produccion
del antagonista del receptor de [L-1, el cual presenta actividad anti-inflamatoria;
6) inhibe l1a produccién de 6xido nitrico en el macréfago; 7) presenta actividad
quimiotactica para linfocitos T CD8" y no para CD4", inhibiendo la respuesta
quimiotictica de estos ultimos hacia la IL-8; 8) aumenta la viabilidad de los
linfocitos B en cultivo y 9) inhibe la diferenciacion de linfocitos T hacia Thl,

posiblemente por el bloqueo en la sintesis de IFN-y?%2%",

Factor de necrosis tumoral a

En 1975, Lloyd Old observé en ratones portadores de tumor que al
administrar LPS se producia la necrosis de la masa tumorai; dicho efecto era
ocastonado por una proteina, a la cual se le denominé factor de necrosis tumoral
(TNF). La purificacién y caracterizacién de ésta se realizd en 1984
Posteriormente, se describidé otra proteina con funciones semejantes a las del
TNF y se le denominé TNF-f, mientras que a la primera se¢ le 1lamé TNF-o*”,

Los principales células productoras de TNF-a son los macrofagos
estimulados con LPS, siendo esta induccién favorecida por el IFN-y. La
produccion por parte de los linfocitos T es controversial, aunque la evidencia
apunta hacia las células T CD4". Los linfocitos B producen TNF-a en cantidad
inversamente proporcional al estadio de maduracién. Otras células productoras
de TNF-a son los polimorfonucleares, las células cebadas, las células NK, los

queratinocitos y las células tumorales. Entre los inductores de TNF-a sobre los
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monocitos se encuentra ¢l LPS, el TNF-a. mismo, complejos inmunes, C5a y
varias citocinas como el IFN-y*%3,

El TNF-a se sintetiza como una pro-proteina transmembranal de 26 kDa,
la cual se libera al ser escindida por una metaloproteasa dando lugar a la forma
soluble de 17 kDa. La forma bioldégicamente activa del TNF-o es un
homotrimero de la especie soluble, aunque existen reportes de actividad
bioldgica para el TNF membranal®**.

Existen dos tipos de receptores para el TNF, el tipo 1 o TNFR-P55 y el
tipo II o TNFR-P75. Se han adjudicado diferentes funciones a cada uno de los
receptores, aunque diversos autores sugieren que es necesaria la presencia de los
dos para una adecuada transduccion de sefiales™. Estos receptores se encuentran
en todas las células nucleadas, excepto en los linfocitos T en reposo. Se ha
reportado la presencia de formas solubles de estos receptores, que al parecer
participan en la depuracion del TNF y como reguladores de los efectos de esta
citocina®,

Los efectos bioldgicos del TNF-oo son: 1) actia como un factor
quimiotactico de monocitos, 2) induce la expresion de moiéculas de adhesion
sobre estos y sobre las células endoteliales, con lo cual favorece el fendmeno de
migracion, 3) junto con el IFN-y, activa la produccion de intermediarios
reactivos del oxigeno y la produccién de dxido nitrico, 4) participa en la
diferenciacion de precursores de monocitos y en la proliferacion de monocitos,
5) reduce la expresién de MHC-II sobre los macréfagos, 6) incrementa la
afinidad del receptor de IL-2 e incrementa la producciéon de IFN-y sobre
linfocitos T activados, 7) favorece ¢l crecimiento y maduracion de las células B,
8) presenta actividad procoagulante por bloqueo de la via de la proteina C, 9)

induce la secrecion de IL-6 e IL-8 a partir de células endoteliates, 10) produce la
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necrosis de tumores transplantados en ratones, como se menciond anteriormente
y !1) activa a la lipoproteina lipasa en los adipocitos, evento clave para el

fenémeno de caquexia?®*>,
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2. ANTECEDENTES

2.1.1 CITOMETR{A DE FLUJO

La fluorescencia es un fenémeno en el cual una sustancia absorbe luz de
cierta longitud de onda, con lo cual sus electrones pasan a un nivel energético
superior quedando la' molécula excitada; cierta cantidad de energia es perdida
durante e} proceso de transicion interna, por lo que la sustancia excitada emite
luz de mayor longitud de onda y menor energia regresando a su nivel energético
basai®.

Hasta la fecha, los fluorocromos mas utilizados son el isotiocianato de
fluoresceina (FITC), la ficoeritrina (PE), yoduro de propidio (P1), el complejo
ficoeritrina-rojo Texas (PE-TR) y el perinilclorofilproteina (PerCP), entre otros.
Estos fluorocromos pueden acoplarse a anticuerpos con lo cual se logra un
proceso especifico llamado inmunofluorescencia®.

El citdmetro de flujo fue desarrollado en la década de los setenta
asociando el principio Coulter con el fendémeno de la fluorescencia. Su
aplicacién principal fue la separacion de células al emplear anticuerpos contra
moléculas especificas en la superficie de las células conjugados con aigin
fluorocromo, conociéndose al equipo como separador de células activadas por
fluorescencia (FACS, del inglés fluorescence-activated cell sorter). La principal
ventaja de la citometria de flujo es la capacidad de medir multiparamétricamente
gran cantidad de células individuales™.

En forma general, el citdmetro de flujo consta de varios sistemas: un
sistema de fluidos, un sistema optico y un sistema electrénico. La principal

funcion del sistema de fluidos es la de asegurar que las células sean analizadas
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una a una; para esto, ¢l aparato succiona la muestra con ayuda del vacio que él
mismo produce y la conduce hasta la zona de analisis en donde se mezcla con el
fluido de alimentacion del equipo; al ocurrir esto, cada célula es “empaquetada”
dentro de una gota de fluido y de esta forma interacciona con el laser™.

El sistema optico estd constituido por dos tipos de filtros: los filtros
dicroicos, cuya funcion es dividir la fluorescencia emitida por la célula y
dirigirla hacia los detectores para cada fluorescencia, y los filtros de ancho de
banda, los cuales estdn colocados frente a cada detector y permiten el paso de la
fluorescencia, rechazando la luz dispersada proveniente del laser™.

Cuando la célula pasa a través del laser, la continuidad del rayo es
alterada. En base a esto, es posible determinar los siguientes parimetros™:

1. Eventos. El citémetro de flujo detecta cualquier variacion en la
intensidad del laser y cada célula que pasa a través de él provoca una
interferencia en la seiial, la cual es considerada por ¢l aparato como un evento.

2. Tamafio. El tamafio de la célula se relaciona directamente con la luz
dispersada la cual es detectada con un sensor colocado en un éngulo de 2 a 15°
con respecto al laser.

3. Granularidad. Una célula que presenta gran complejidad en su interior
(un gran numero de organelos) dispersard mayor cantidad de luz, la cual se
detecta por medio de un sensor situado a 90° con respecto al laser.

4. Fluorescencia. Los citometros actuales tienen la capacidad de detectar
hasta cuatro fluorescencias de forma simultanea, para lo cual poseen un detector
para cada una de las fluorescencias empleadas. Por lo general, el aparato cuenta
con una fuente emisora de luz con longitud de onda tal que pueda excitar a todos
los flucrocromos utilizados, pero estos deben emitir fluorescencia en diferentes

rangos de longitud de onda.
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El sistema electrénico consta de detectores de fluorescencia vy

amplificadores de sefial.
. Existen distintas metodologias para realizar la inmunofluorescencia en
células. El método directo utiliza anticuerpos marcados con algin fluorocromo y
. dirigidos contra la molécula de interés y el proceso se realiza en un solo paso.
En el método indirecto, se utiliza un anticuerpo primario dirigido a la molécula
en estudio y posteriormente se agrega un segundo anticuerpo marcado con el
fluorocromo y dirigido contra la region Fc del primer anticuerpo; este método es
utilizado cuando no se tiene el anticuerpo primario marcado o cuando el proceso
de acoplamiento al flucrocromo conlleva el riesgo de modificar su estructura.
Cuando la cantidad de antigeno presente en la célula es minima, es posible
amplificar la sefial utilizando el sistema biotina-avidina, para lo cual se utiliza
un segundo anticuerpo marcado con biotina y por ultimo se adiciona avidina
marcada con algin fluorocromo, de forma tal que se incrementa la cantidad de

fluorocromos por molécula de antigeno®**.

2.1.2 TINCION DE CITOCINAS INTRACELULARES

Hasta la fecha, no se cuenta con ningun marcador de superficie que pueda
diferenciar de manera directa y sencilla los linfocitos Thl y Th2. Inicialmente se
considerd que estos subtipos podian diferenciarse en base a la expresion de las
isoformas de la molécula CD45R, pero mas tarde se encontré que estas
isoformas definen a las poblaciones de linfocitos T en reposo y de memoria®.
Otra molécula candidato fue CD30, la cual se considerd especifica para las
células Th2, pero posteriormente se observo expresion de ésta sobre linfocitos
Thi, que se tifien en menor grado que las clonas Th2%. Actualmente, se ha

reportado una expresién selectiva de receptores de quimiocinas sobre estos
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subtipos celulares; los linfocitos Thl expresan grandes cantidades de CXCR3 y
CCRS (receptor tipo tres de las quimiocinas CXC y receptor tipo cinco de las
quimiocinas CC, respectivamente), mientras que los linfocitos Th2 expresan
preferentemente CCR3 y CCR4 (receptor tipo tres y tipo cuatro de las
quimiocinas CC)*”. Otro reporte sugiere una expresion selectiva del receptor
para {L-18 sobre los linfocitos Thi1*®, Ya que no se ha llegado a un consenso,
estas poblaciones atin se distinguen por el patrén de citocinas producido.

Se han utilizado diferentes métodos para diferenciar estas subpoblaciones.
Una posibilidad es clonar los linfocitos T y cuantificar la citocina liberada al
sobrenadante por medio de ensayos inmunoenziméticos o bioldgicos. Otra
opcién es medir la expresion genética mediante RT-PCR a partir del RNAm de
los linfocitos T y semicuantificar la citocina de interés. Estas técnicas tienen la
desventaja de que solo se determina la citocina producida, pero no la poblacion
que la esta produciendo, a no ser que las células estén clonadas, pero en este
ultimo caso, la manipulacién y los tiempos de cultivo no garantizan que los
resultados sean un reflejo de la muestra inicial®.

La inmunofluorescencia por microscopia empleando cortes histoldgicos o
monocapas celulares ha sido utilizada para este fin, marcando la citocina de
interés con un fluorocromo y con otro el tipo de célula. Sin embargo, cuando se
usan cortes histolégicos, las células pueden sobreponerse obteniendo resultados
erroneos, ademds, con esta metodologia se cuantifica un bajo niumero de células
y la determinacién simultinea de dos fluorescencias por microscopia es
complicada, subjetiva y de poca exactitud®.

La hibridacién in situ ha sido utilizada con el fin de diferenciar estas

subpoblaciones, ya que permite marcar células de manera individual pero la
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presencia de RNAm para cualquiera de las citocinas no implica necesariamente
que se esta secretando la proteina®® .

En 1991, Sander describido una metodologia para la determinacion de
citocinas por medio de la tincién intracelular y la citometria de flujo*;
posteriormente, en 1993, Jung realizé algunas modificaciones a esta técnica con
el fin de aumentar su sensibilidad*'.

Para esta técnica las células deben ser estimuladas in vitre con sustancias
gue provoquen una estimulacién policlonal, esto es, que una sola sustancia
pueda activar la mayor proporcion de la poblacion de linfocitos sin importar la
especificidad de su receptor y que produzcan y secreten citocinas. Para este fin,
se pueden utilizar reactivos como anti-CD3, mitdégenos como la concanavalina
A, fitohemaglutinina o productos farmacoldgicos como los ésteres de forbol y
los ion6foros de calcio®™. Los ésteres de forbol como el forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA) actuan a nivel de la proteina cinasa C, la cual es clave en la
activacion de los linfocitos T y depende del nivel de calcio dentro de 1a célula, el
cual es proporcionado por la apertura de los canales de calcio de la membrana
celular y el aumento de la concentracién de éste en el espacio intracelular
inducido por la ionomicina. Estos estimulos brindan la mayor activacion para
linfocitos T4,

Para determinar el fenotipo de la célula productora de citocinas se realiza
un marcaje de superficie. Por ejemplo, para seleccionar la poblacion de
linfocitos T, la muestra debe marcarse con un anticuerpo anti-CD3, puesto que
esta molécula se encuentra en la superficie de todos los tipos de linfocitos T.
Para estabilizar esta unién y evitar que la célula realice el proceso de “capping”,
es preferible unir covalentemente el antigeno y el anticuerpo, lo cual se realiza

con un agente fijador, como es el paraformaldehido (PFA). Este fijador
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mantiene la estabilidad de la membrana y la morfologia celular, de forma tal que
los pardmetros de tamafio y granularidad detectados por el citometro se
modifiquen al minimo™.

Posteriormente, es necesario permeabilizar la célula por medio de
detergentes que induzcan la formacién de poros en la membrana celular pero no
modifiquen su estructura. Para este fin se ha utilizado 1a saponina, 1a cual forma
poros de aproximadamente 8 nm de diametro debido a su gran afinidad por el
colesterol. La formacién de poros con saponina es reversible, por lo cual este
buffer debe utilizarse en cada uno de los pasos durante la tincion®.

Cuando se realiza la estimulacién, se debe tener algin marcador por
medio del cual se verifique que la mayor parte de las células se estan activando.
Entre los marcadores de activacion mas utilizados destacan el receptor de IL-2,
las moléculas CD28 y CD69. Esta ultima es el marcador de activacién mds
temprano que se expresa en la superficie de linfocitos T dentro de las dos horas
posteriores al inicio del estimulo. La induccion de este marcador se ha asociado
con la activacion de la proteincinasa C y una elevacion de calcio intracelular, ya
que los ésteres de forbol y los ionoforos de calcio inducen la expresion de CD69
en gran cantidad. Adicionalmente, se ha sugerido que la molécula CDG9 puede
actuar como transductor de sefales durante Ia activacién de la célula T,

Cuando en los ensayos de tincion intracelular las células mononucleares
s6lo se incuban en presencia de activadores (PMA e ionomicina) se obtiene un
nivel muy bajo de células productoras de citocinas, puesto que estos productos,
después de sintetizarse, siguen la ruta de maduracién y secrecién normal a
través del complejo de Golgi; por lo anterior se introdujo durante la incubacion
de las células mononucleares con el estimulo el uso de la monensina, un

producto de Streptomyces cinnamonensis, que actia como ligando de iones Na’,
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K" e H*, 10 que conlieva a la ruptura de gradientes iénicos dentro de la célula y a
la inhibicién del transporte de proteinas a través del aparato de Golgi; por lo que
las proteinas sintetizadas se acumularan dentro de este organelo, logrando que la
cantidad del producto se incremente dentro de la célula y la intensidad de
fluorescencia aumente. La monensina tiene el inconveniente de ser citotdxica en
grandes cantidades y largos periodos de exposicién, por lo que actualmente es
preferible utilizar la brefeldina A (BFA), producto sintetizado por Penicillium
brefeldianum que también inhibe el transporte protéico y presenta menor
citotoxicidad. Para evitar una disminucién de la viabilidad de las células

cultivadas, la exposicion con BFA no debe exceder de 6 horas*'#**.

2.1.3 POLARIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE

A pesar de haberse realizado gran cantidad de estudios con el fin de
elucidar los mecanismos por los cuales una célula pre-Th adquiere un fenotipo
con cierto patrén de secrecion de citocinas, no se ha llegado a un consenso.
Todavia no se ha determinado si las subpoblaciones Thl y Th2 derivan de un
precursor comun, si dicho precursor esta predestinado a cierto fenotipo 6 si el
antigeno es responsable de la induccion del fenotipo®'.

En relacién a lo anterior, un primer hallazgo fue el hecho de que la 11.-4
servia como factor de proliferacion para las clonas Th2, ademas de fomentar la
produccion de si misma. Posteriormente se observé que si las células pre-Th se
cultivaban en presencia de IL-4, éstas adquirian el fenotipo Th2. Cabe
mencionar que la IL-2 también es un factor de crecimiento para estas células,
pero no fomenta la diferenciacion de las células pre-Th a Th2. Se ha discutido la

participacion de la IL-1 en este proceso, pero al parecer esta citocina es
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necesaria solo en la proliferacion de las células Th2 y no para la diferenciacién a
este fenotipo? 2%,

Por lo que respecta al subtipo Thl, se consideré que el I[FN-y tendria un
papel determinante en la diferenciacidon de esta subpoblacién, pero la presencia
de anticuerpos anti-IFN-y en el medio de cultivo no muestra ninguna alteracién
en el patréon producido®?. Tras el descubrimiento de la IL-12, se realizaron
obsgrvaciones que indicaban que esta citocina era indispensable y determinante
en la produccion de IFN-y y del fenotipo Thl, siendo ¢l IFN-y un potenciador de
su propia produccién. Posteriormente, al describirse 1a IL-18, se pensd que era
mas importante que la IL-12 en la diferenciacién hacia Thl, sin embargo, se
encontrd que la sola adicion de IL-18 al medio de cultivo no fue capaz de tal
diferenciaciodn, la cual se logra al adicionar 1L-12%2%,

El proceso de diferenciacién Th1/Th2 parece ser excluyente, dado que las
citocinas de un grupo inhiben la proliferacién det otro. Se sabe que la IL-4
inhibe la diferenciacidn de las células Thl y la produccién de IFN-y, 1a IL-i0
bloquea esta misma diferenciacion al inhibir la expresion de moléculas
coestimuladoras en los macrofagos. En forma contraria, el IFN-y bloquea la
obtencion del fenotipo Th2, efecto realizado directamente sobre el linfocito pre-
ThZI,ZZ.

Ademas de la influencia de citocinas, se ha estudiado la participacién de,
la APC durante la diferenciacién de los subtipos Th. Cuando ocurre el proceso
de activacion de la célula T se presentan interacciones de moleculas de
superficie que frecuentemente participan en las vias de sefializacion; entre éstas
se encuentra la asociacién de la molécula B7 (CD80) expresada sobre la APC y
la molécula CD28 sobre el linfocito T. Se ha reportado la existencia de dos

variantes de la molécula B7 denominadas B7.1 y B7.2 (CD80 y CD86,
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respectivamente), y se ha sugerido que la primera induce diferenciacion hacia
Thl y 1a segunda hacia Th2. Esto podria explicar el hecho de que la IL-10
inhiba la diferenciacion Thl y no Th2, puesto que se ha observado que la IL-10
inhibe la expresién de una molécula coestimuladora sobre el macréfago, la cual
podria ser B7.1%.

Se han realizado estudios en los cuales se determina el efecto de la
cantidad de péptidos antigénicos expresados en la superficie de la APC sobre la
diferenciacion de linfocitos pre-Th. Baja dosis de antigenos se asocia a la
diferenciacion de linfocitos Thl mientras que altas dosis inducen la produccion
del fenotipo Th2. Por otro lado, la cantidad de antigeno presentado a los
linfocitos T va a depender de la afinidad del péptido por 1a MHC-II, por lo cual
el tipo de respuesta Th se veria influenciado por el haplotipo de cada
individuo®.

En otro contexto, las células neoplasicas pueden presentar alteraciones
antigénicas, las cuales podrian activar la respuesta inmune en contra de ellas.
Para su destruccién es necesario que se active la respuesta inmune celular,
mediada por células efectoras como son linfocitos Tc, células NK y macrofagos,
con ayuda de las citocinas tipo Th1?"#2, Se ha reportado que los pacientes con
cancer muestran un estado de inmunosupresion expresado como: respuesta de
hipersensibilidad tardia alterada, desbalance en las subpoblaciones de linfocitos
T, proliferacion alterada de linfocitos ante mitégenos, actividad citotéxica
disminuida, susceptibilidad aumentada a las infecciones y disminuciéon en la
produccion de citocinas tipo Thi; esto sugiere que las células tumorales
presentan mecanismos que bloquean la activacién de una respuesta inmune

efectiva’®d’,
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2.1.4 DERRAME PLEURAL

El derrame pleural es la acumulacién de tiquido en el espacio intersticial
formado entre las pleuras parietal y visceral que cubren los pulmones y puede
ser uni o bilateral. De acuerdo a su etiologia, se puede clasificar como 1)
maligno, cuando el tumor involucra la pleura, 2) paramaligno ocasionado por un
tumor que no involucra directamente la pleura y 3) no maligno®. El carcinoma
pulmonar es la causa principal del derrame pleural maligno; cerca del 10% de
los tumores broncogénicos conllevan a metastasis pleural®, principalmente el
adenocarcinoma debido a su localizacién periférica®.

E! principal sintoma del derrame pleural es la disnea, que puede ir desde
grandes a pequeiios esfuerzos. Segiin la extensién del derrame, también puede
presentarse tos, pérdida de peso, dolor toracico y anorexia**.

El mecanismo mas aceptado por medio del cual se produce el derrame
pleural maligno es por un drenaje inadecuado de la circulacion linfatica causado
por la invasién o infiltracién tumoral hacia los nédulos linfaticos del mediastino.
En el caso de metastasis a pleura, la cantidad de células tumorales presentes en
el liquido pleural es un indicativo de la localizacién del tumor secundario; si hay
gran cantidad de células tumorales, el tumor se esta desarrollando sobre la
superficie mesotelial, mientras que el hallazgo de pocas células sugiere que el
tumor esti presente en la capa subserosa. La apariencia hemdtica del derrame
pleural maligno se cree que se debe a la invasién de los vasos y capilares
sanguineos por las células malignas o por la produccién de sustancias

vasoactivas*®*°,
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2.1.5 POBLACIONES INMUNOCELULARES EN CANCER PULMONAR

La primera sugerencia de la participacién de la respuesta inmune en la
erradicacion de las células neoplasicas, fue la observacion en cortes histoldgicos
provenientes de tumores pulmonares de monocitos, linfocitos y células NK, por
lo que los primeros trabajos se enfocaron a estudiar a los linfocitos infiltrantes
del tumor (TIL), los cuales se pensaba llegaban a tal sitio con el fin de eliminar a
las células malignas. Se analizaron las poblaciones celulares en la biopsia o el
tumor extirpado con fines terapéuticos mediante inmunohistoquimica.
Nakamura®’ estudié por citometria de flujo, los TIL de muestras de cancer de
pulmén y encontré que la mayoria de las células mononucleares eran linfocitos
T y portaban el marcador CD8; Chin®' y Wimmenaver’? encontraron porcentajes
similares de linfocitos CD4* y CD8" en TIL provenientes de cancer de mama y
cancer renal.

Cabe mencionar que en Meéxico el cancer de pulmén es detectado
tardiamente, por lo que la mayoria de las veces no se puede realizar la
extirpacion del tumor debido a lo avanzado de la enfermedad, e inclusive en la
mayoria de los casos se proporciona solamente un tratamiento paliativo. Como
se menciono anteriormente, el cancer pulmonar puede producir derrame pleural,
causando la sintomatologia ya indicada. Para disminuirla, el médico realiza un
procedimiento tlamado toracocentesis en el que, en condiciones asépticas, retira
la mayor cantidad del liquido acumulado en el espacio pleural. Este liquido se
utiliza para realizar pruebas clinicas necesarias para el diagnéstico (citoldgicos,
bacteriologicos, andlisis fisicoquimicos, etc.)®.

Las células inmunocompetentes que han sido mas estudiadas en el

derrame pleural son los linfocitos T. Domagala®, Ribera*™ y Lopez-Gonzalez™
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han reportado un incremento de células T en el derrame pleural con respecto a la
sangre en pacientes con cancer. Otros autores®™*’ reportaron que el incremento
de células T es mayor en derrames pleurales ocasionados por carcinoma
pulmonar comparados con aquellos de etiologia benigna, aunque Petterson™ y
Moisan®® no encontraron diferencia en estos dos grupos. Por su parte, Bagcl®’
menciona que los derrames pleurales provocados por enfermedad benigna
presentan mayor porcentaje de linfocitos T que los derrames de origen maligno.
Varios investigadores***>*** han mencionado que los pacientes con cancer
muestran en sangre una cantidad menor de linfocitos T que los individuos sanos,
pero Nakamura®’ no obtuvo este mismo resultado. Los estudios anteriores se
realizaron por medio de inmunofluorescencia o la técnica de formacion de
rosetas.

Algunos autores*”” no encontraron diferencias en las subpoblaciones de
linfocitos T comparando la sangre de pacientes con cancer y sujetos sanos.
Albera® encontré una disminucién en el porcentaje de linfocitos CD4" en la
sangre de pacientes con cancer, sin cambio en los linfocitos CDS8".
Radhakrishna*® reporta una disminucion de células CD4" con aumento de
linfocitos CD8" en la sangre de pacientes con cancer en comparacién al grupo
control. Otros autores®“? encontraron un incremento de linfocitos T CD4" y la
disminucién de células CD8" en el liquido pleural con respecto a la sangre en
pacientes con céncer. Ribera® observé un incremento de células CD4" en el
derrame pleural de pacientes con cancer, con cantidades similares de linfocitos
T CD8* en liquido pleural y sangre. Por lo anterior, no existe un consenso a este
respecto.

Los linfocitos B han sido estudiados principaimente en base a sus

productos efectores, las distintas subclases de anticuerpos. Los estudios mas
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recientes en los que se evalua la proporcién de linfocitos B han utilizado la
citometria de flujo. Radhakrishna*® y Nakamura’ trabajaron con la sangre de
pacientes con cancer y de sujetos sanos y encontraron que los primeros

' presentaban un ligero incremento de linfocitos B con respecto a los segundos.
Gjomarkaj* reporté que las efusiones con caracteristicas de exudado presentan
niveles de linfocitos B mayores que aquellas con caracteristicas de trasudado.
Bagcl®” compara derrames pleurales de origen maligno y benigno encontrando
que los primeros muestran un porcentaje mayor de células B en comparacién a
los benignos, aunque esta diferencia no es significativa. Chen® encontr6 una
proporcién ligeramente aumentada de linfocitos B en el derrame pleural con
respecto a la sangre de los pacientes con cancer.

El linaje de células fagociticas ha sido el menos estudiado en el derrame
pleural®®, Fischer®® cuantificé las poblaciones de CMN utilizando conteo
diferencial, no encontrando diferencias en el nimero de monocitos en la sangre
de pacientes con cancer y controles sanos. Wimmenauer®? compar6 por medio
de inmunocitoquimica las poblaciones celulares de sangre y TIL en pacientes
con céncer de pulmén, encontrando un mimero disminuido de células CD14™ en
TIL con respecto a la sangre. Bagcl®’ utilizando citometria de flujo evalué los
monocitos en derrame pleural encontrande que los derrames benignos
presentaban menor cantidad de monocitos que aquellos de etiologia maligna.
Gjomarkaj*® por inmunocitoquimica reporta que los derrames pleurales con
caracteristicas de exudados presentan menor cantidad de células CD68”

(macréfagos) que los trasudados.
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2.1.6 PRODUCCION DE CITOCINAS TIPO Thl Y Th2 EN CANCER
PULMONAR

Cuando se establecié que las citocinas tipo Thl activan la respuesta
celular a través de la cual las células tumorales podrian ser eliminadas, se
comenzo a estudiar el patroén de citocinas producido en la periferia del tumor.
Shimokata® y Ribera*™ utilizando la técnica de ELISA encontraron que el
derrame pleural de origen tuberculoso presentaba 100 veces mayor cantidad de
IFN-y que el derrame pleural maligno. Fischer®, con la misma técnica, estudio
las células sanguineas de pacientes con cancer y controles sanos reportando una
disminucion en la produccién de IFN-y en los pacientes con céncer. Chen®'¥*
compara la cantidad de citocinas producida en sangre y derrame pleural de
pacientes con cincer mediante la técnica de ELISA sin encontrar cantidades
detectables de 1L-4 e [L-12, pero aumentadas de IL-10 en derrame pleural y
niveles minimos de IFN-y en ambos liquidos biol6gicos. Asselin-Paturel® por
medio de PCR estudié el patrén de citocinas en biopsias provenientes de
pacientes con carcinoma de células no pequefias, encontrando expresién
aumentada de IL-10, TGF-B e IL-6 y cantidades minimas de IFN-y ¢ IL-2.
Mantovani®’ encontré, por medio de la técnica de ELISA, concentraciones
similares de IL4 e IL-10 en derrame pleural y sangre de pacientes con cancer y
un aumento de IFN-y en el derrame pleural de estos; las tres citocinas anteriores
fueron mayores en la sangre de los pacientes con cancer que en el grupo control.
Sodelblom®, utilizando la técnica ELISA, no encontrd valores detectables de
IFN-y en derrames pleurales de etiologia maligna. Huang® trabajé con lineas
celulares y cortes histolégicos de céncer de pulmén, utilizando RT-PCR ¢
inmunotincion, encontrando que la mayoria de las lineas tumorales estudiadas

expresaban RNAm para IL-4, IL-10 y TGF-8, y no para [FN-y y TNF-a; del
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mismo modo los cortes histoldgicos expresaban mayor cantidad de citocinas
tipo Th2 que Thl, por lo que las células tumorales pueden participar en la
formacion del ambiente de citocinas.

Por otro lado, Martinet” por medio de un ensayo biologico con células L-
929 y ELISA encuentra cantidades minimas o no detectables de TNF-a en
derrames pleurales malignos. Fischer®® estudié la produccion de TNF-a en
sangre de pacientes con cancer y sujetos sanos, reportando un aumento de TNF-
o en pacientes con cancer que no presentan metastasis, mientras que aquellos
con metastasis tenian niveles de TNF-o similares al grupo control. Sédelblom®
con la técnica RIA mostrd una disminucion de TNF-a en el derrame pleural de
pacientes con céncer en comparacion a los pacientes con tuberculosis; el nivel
de TNF-a de otras patologias benignas no tuberculosas fue similar al encontrado
en los pacientes con cincer. Orphanidou” encontré que la sangre de los
pacientes con cancer muestra niveles de TNF-o mayores que la sangre del grupo
con etiologia benigna; el derrame pleural del grupo con cancer presenta mayor
cantidad de TNF-a. que la sangre del mismo grupo. Mantovani®’ muestra una
disminucidén de la concentracién de TNF-a en derrame pleural con respecto a
sangre en pacientes con céancer; el nivel plasmatico de TNF-a. es menor gue en
los sujetos sanos,

Debido a la diversidad de resultados, nos parece necesario evaluar las
poblaciones de células inmunocompetentes en el derrame pleural de pacientes
con carcinoma pulmonar, ademds de determinar el patrén de citocinas por célula

presente en este espacio anatémico.
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3. JUSTIFICACION

El cancer pulmonar es un tumor de alta morbilidad y mortalidad que se
presenta principalmente entre los 45 y 75 afios de edad' y se ha relacionado
estrechamente con el habito tabiquico®. En nuestra comunidad, esta neoplasia se
detecta tardiamente y presenta pocas expectativas de vida. El adenocarcinoma
pulmonar frecuentemente produce derrame pleural®. Dicho liquido contiene
células inflamatorias y malignas que al estar en contacto podrian inducir ia
respuesta inmune, por lo que el derrame pleural constituye un material bioldgico
atil para el estudio de los mecanismos efectores del sisterna inmune en contra de
las células transformadas, asi como de los mecanismos de evasion que éstas
presentan.

Se ha reportado que ciertos tipos histologicos de cancer pulmonar
muestran un patrdn de citocinas tipo Th2 producido directa o indirectamente por
las células tumorales con lo cual éstas podrian evadir la respuesta inmune®®.
Cabe mencionar que las subpoblaciones de linfocitos T tipo Thi y Th2 en
cancer pulmonar han sido poco estudiadas y practicamente todos los reportes se
han realizado en sangre periférica o con TIL, de ahi la importancia de hacer un
estudio comparativo de sangre periférica y liquido pleural, ya que el desorden en
el espacio pleural podria considerarse como un reflejo de 1o que estd sucediendo

en el tumor primario.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar las poblaciones de células mononucleares (linfocitos B,
linfocitos T y monocitos/macréfagos), subpoblaciones de linfocitos T, asi como
el perfil de citocinas producido por los linfocitos T y la produccién de TNF-a
por monocitos/macréfagos de sangre y derrame pleural de pacientes con cancer

pulmonar comparado con la sangre de sujetos sanos, utilizando la citometria de

flujo.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Estandarizar la técnica de tincidn de citocinas intracelulares en células
mononucleares por citometria de flujo.

e Determinar en las CMN obtenidas del liquido pleural y sangre de pacientes
con cancer pulmonar las poblaciones CD3 (linfocitos T), CD14 (monocitos)
y CD19 (linfocitos B).

e Determinar las subpoblaciones de linfocitos T (CD4 y CDS8) en liquido
pleural y sangre de pacientes con céncer pulmonar.

o Evaluar la proporcién de linfocitos T productores de IFN-y, [L-4 e IL-10 en
sangre y liquido pleural de pacientes con cdncer.

o Cuantificar la cantidad de mondcitos y macrofagos productores de TNF-o en
sangre y liquido pleural de dichos pacientes.

o Comparar las poblaciones inmunocelulares de los pacientes con cancer con

respecto a 10s sujetos sanos.
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5, HIPOTESIS

El liquido proveniente de un derrame pleural maligno puede presentar
gran cantidad de células del sistema inmune y células tumorales. En este
compartimiento, las células interactian de forma tal que los linfocitos se activan
y presentan mecanismos efectores con el fin de eliminar células tumorales y
éstas a su vez, presentan mecanismos de evasion a la respuesta inmune, por lo
que en pacientes con cancer pulmonar se esperan encontrar alteraciones
generales o particulares en las poblaciones de células inmunocompetentes.

Dichas alteraciones pudieran manifestarse cualitativa como cuantitativamente.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.1 REACTIVOS Y ANTICUERPOS
Reactivos

Medio RPMI-1640 bajo en endotoxina, suero fetal de temera (FCS),
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), ionomicina, brefeldina A (BFA),
lipopolisacarido de E. coli 0111:B4 (LPS), dimetilsulféxido (DMSO), albiumina
sérica bovina (BSA), azida de sodic (NaN,), todos obtenidos de Sigma
Chemical (St. Louis, MO, USA); Ficoll-Hypaque (Nycomed, Pharma AS, Oslo,
Noruega), alcohol etilico (Merck, Darmstadt, Alemania), amortiguador de
fosfatos salino (PBS); solucion salina de FACS, solucién FACS de lisis 10X y
solucién FACS permeabilizante 10X de Becton Dickinson (San Jose, CA,
USA).

Anticuerpos

Para la tipificacién de linfocitos se utilizaron los siguientes reactivos:
anticuerpo monoclonal IgG, de raton anti-CD3 humano conjugado a FITC,
anticuerpo monoclonal IgG, de ratén anti-CD19 humano conjugado a PE,
anticuerpo monoclonal IgG, de ratén anti-CD45 conjugado a PerCP. Como
controles de isotipo: anticuerpo monoclonal IgG, de ratdn conjugado a FITC y
anticuerpo monoclonal IgG, de raton conjugado a PE, todos provenientes de
Becton Dickinson {San Jose, CA, USA).

Para la determinacion de subpoblaciones de linfocitos T se utilizaron:
anticuerpo monoclonal IgG, de ratén anti-CD3 humane conjugado a FITC,

anticuerpo monoclonal IgG, de ratén anti-CD4 humano conjugado a PE y
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anticuerpo monoclonal IgG,, de ratén anti-CD8 humano conjugado a PerCP
obtenidos de Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA). _

Para determinar el porcentaje de células productoras de I[FN-y, IL-4 e IL-
10 se utilizaron: anticuerpo monoclonal IgG, de ratén anti-CD69 humano
conjugado a FITC y anticuerpec monoclonal IgG, de rata anti-IL-10 humano
conjugado a PE de Pharmingen (San Diego, CA, USA); anticuerpo monoclonal
[gG, de ratdon anti-CD3 humano conjugado a PerCP, anticuerpo monoclenal
I1gG,, de ratén anti-IFN-y humano conjugado a FITC, anticuerpo monoclonal
IgG, de ratén anti-IL-4 humano conjugado a PE. Como controles de isotipo se
emplearon: anticuerpo monoclonal IgG,, de ratén conjugado a FITC y
anticuerpo monoclonal IgG, de ratén conjugado a PE; todos estos anticuerpos se
obtuvieron de Becton Dickinson (San Jose, CA, USA).

Para cuantificar el porcentaje de monocitos/macréfagos y células
productoras de TNF-a se utilizaron los reactivos: anticuerpo monoclonal IgG,,
de ratén anti-CD14 humano conjugado a PE de Becton Dickinson (San Jose,
CA, USA) y anticuerpo monoclonal IgG, de ratén anti-TNF humano conjugado
a FITC de R&D (Minneapolis, MN, USA).

6.1.2 RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS
Poblacion de estudio

Se trabajé con el liquido pleural y la sangre de 11 pacientes con cancer
pulmonar, 9 hombres y 2 mujeres, con edades entre 32 a 85 arios, que
presentaron sindrome de derrame pleural y que no habian recibido tratamiento
previo a la obtencién de la muestra. De éstos, 10 presentaron diagndstico de

adenocarcinoma y uno de células gigantes. Ademas, para comparacion se
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trabajaron muestras sanguineas de 9 sujetos sanos no fumadores, 6 hombres y 3

mujeres, con edades entre 25 y 75 ailos.

Liquido pleural

El liquido pleural se obtuvo por toracocentesis aséptica practicada por el
personal médico del INER.

El liquido pleural obtenido se centrifugd 15 minutos a 1500 rpm para
recuperar la poblacion celular, la cual se lavé dos veces con 20 mL de medio

RPMI y se resuspendié en 10 a 20 mL de medio.

Sangre periférica
Se obtuvieron 20 mL de sangre periférica de cada paciente y de los

sujetos sanos, utilizando heparina sédica como anticoagulante.

Enriquecimiento de células mononucleares

Las células mononucleares (CMN) de las muestras se separaron por
medio de un gradiente de Ficoll, colocando 5 mL de sangre o de la suspension
de células provenientes del liquido pleural sobre 3mL de Ficoll-Hypaque y
centrifugando por 30 minutos a 1500 rpm. Posteriormente, se recuperaron las

CMN (interfase plasma-Ficoll) y se lavaron con 10 mL de medio RPML

6.1.3 PREPARACION DE REACTIVOS
Todos los reactivos se prepararon asépticamente.
PMA
Se reconstituyd en DMSO a una concentracién de 0.! mg/mL y se

almacené a -20°C en alicuotas de 10 uL, soportando 3 ciclos de congelacion-
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descongelacién. La solucién de trabajo se prepard diluyendo la solucién antes

mencionada 1:100 en PBS. Concentracion final 25 ng/mL.

lonomicina
Se reconstituyé en alcohol etilico abscluto a una concentracion de 0.5
mg/mL y se almacend a -20°C. La solucion de trabajo se prepar6 diluyendo ia

solucion antes mencionada 1:10 en PBS. Concentracién final | pg/mL.

BFA

Se reconstituy en DMSO a una concentracion de 5 mg/mL y se almaceno
a -20°C en alicuotas de 20 pl, soportando 3 ciclos de congelacion-
descongelacién. La solucién de trabajo se prepar6 diluyendo la solucién antes

mencionada 1:10 en PBS. Concentracién final 10 pg/mL.

LPS
Se reconstituyé en medio RPMI 1640 a una concentracion de 1 mg/mL y
se almacend a 2-4°C. La solucién de trabajo se preparé diluyendo la solucién

antes mencionada 1:100 en medio RPMI. Concentracién final I pg/mL.

6.1.4 DETERMINACION DE LINFOCITOS T Y SUS SUBPOBLACIONES,
LINFOCITOS B Y MONOCITOS/MACROFAGOS
Tincioén de superficie de marcadores CD3, CD4, CD8, CD19. CDi4 y CD45 a
partir de las CMN

Se prepar6 una suspension de 2 x 10° células/mL de las CMN obtenidas

de sangre y liquido pleural. Se colocaron 100 pL de esta suspension celular (2 x
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10 células) en tubos de 12 x 75 (Falcon, Bedford, MA, USA) y se adicionaron

fos volimenes de anticuerpo como se indica en la tabla 1.

TABLA 1. Tincién de marcadores CD3, CD4, CD8, CD14,CD19y
CD45enCMN.

Tubo| Blanco | CD3/CD4/CD8 | CD45/1ISOT | CD3/CD19/CD45 | CD14
Reactivo
CD3-FITC/ - 3uL¢ - - -
CD4-PE/
CD8-PerCP *
IgG, FITC/ - - 5uL - -
1gG, PE
CD45-PerCP ®
CD3FITC/ - - - SuL -
CD19-PE/
jcDas-percp®
CD14 PE - - - - 0.6 uL

* Reactivos obtenidos de Sigma Chemical.
® Reactivos obtenidos de Becton Dickinson.
¢ Se adicionaron 3 pL de cada anticuerpo.

Estos tubos se incubaron por 30 minutos con agitacién a temperatura
ambiente y en oscuridad. Se adicionaron 2 mL de solucién FACS de lisis 1X, se
incub6 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugé por 5 minutos a 1500
rpm y se retir6 el sobrenadante. Se adicionaron 2 mL de buffer de lavado, se
centrifugé por 5 minutos a 1500 rpm y se retird el sobrenadante. Finalmente, las
células se resuspendieron en 400 pL de solucién salina de FACS.
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6.1.5 DETERMINACION DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T
PRODUCTORAS DE IFN-y /IL-4 E IL-10

Poblacion no estimulada y estimulada de CMN para la tincion intracelular de

IFN-yIL-4 e IL-10 en subpoblaciones de linfocitos T

Las CMN de sangre y liquido pieural se ajustaron a 2 x 10° células/mL en

RPMI + 10% de FCS. Se colocé 1mL de esta suspension en tubos estériles de 12

x 75 (Falcon, Bedford, MA, USA) y se agregaron los volimenes indicados de

los reactivos antes preparados segtn la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de estimulacién de CMN para la tincién

intracelular de IFN, IL-4 ¢ IL-10 en linfocitos T.

_ NEST NEST+BFA | EST+BFA
Reactivo™ , |
—PmMA | - - 25 L
Ionomicina - - 20 pL
BFA - 20 L 20 uL

NEST; Cultivadas sin estimulo

NEST+BFA: cultivadas sin estimulo y en presencia de BFA

EST+BFA: Cultivadas en presencia del estimulo ( PMA e ionomicina } y de BFA,

Los tubos se agitaron ligeramente y se incubaron semiabiertos a 37°C, 5%

CO, por 4 horas.

Tincidn intracelular de IFN-y, IL-4 e [L-10 en subpoblaciones de linfocitos T

Para la determinacién de las células productoras de estas citocinas se

requieren los siguientes pasos:
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) Tinciénd ficie de | lécula CD3

Se colocaron 100 pL de suspension celular (2 x 10° células) segin la tabla
3 en tubos de 12 x 75 (Falcon) y se adicionaron 10 pL de anti-CD3 conjugado
con PerCP. Se agité ligeramente en vortex y se incub6é 15 minutos con agitacion

a temperatura ambiente y en la oscuridad.

by P bilizacid o jular_de IFNy. I IL-10

booblaci fe linfocitos T

Se adicionaron 2 mL de solucion FACS de lisis 1X a los tubos anteriores
y se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugé 5 minutos a
1500 rpm y se removié el sobrenadante. Posteriormente, se adicionaron 500 pL
de solucién FACS para permeabilizar y se incubaron por 10 minutos a
temperatura ambiente y en la oscuridad, previa agitacion. Se adicionaron 2 mL
de buffer de lavado (PBS + 0.1% de NaN, + 0.5% de BSA), se centrifugd 5
minutos a 1500 rpm y se removio el sobrenadante. Se adicionaron 10 pL del
anticuerpo anti-citocina (IFN, 1L-4 6 IL-10), del anticuerpo anti-CD69 o del
control de isotipo, de acuerdo a la tabla 3; el anticuerpo anti-CD69 se utilizé con
el fin de determinar el porcentaje de células activadas en la poblacion no
estimulada y en la estimulada; se incub6é a temperatura ambiente y en la
oscuridad por 30 minutos, previa agitacion. Se adicionaron 2 mL de buffer de
lavado, se centrifugd 5 minutos a 1500 r.p.m. y se removié el sobrenadante. Por

Giltimo, las células se resuspendieron en 400 uL de solucion salina de FACS.
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6.1.6 DETERMINACION DE MONOCITOS/MACROFAGOS PRODUCTO-
RES DE TNF-a
Poblacion no estimulada y estimulada de CMN para la tincion intracelular de
INF-a

Las CMN de sangre y liquido pleural se ajustaron a 2 x 10°células/mL en
RPMI + 10 % FCS. Se colocé ImL de esta suspension en tubos estériles de 12 x
75 (Falcon, Bedford, MA, USA} y se agregaron los reactivos segin la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de estimulacion de CMN para la tincién

intracelular de TNF-a en monocitos/macréfagos.

Tabo] ~ NEST | NEST + BFA | LPS + BFA
Reactivb '
ips - T00 pL
BFA : 20 pL 20 uL

NEST: Cultivadas sin estimulo
NEST+BFA: cultivadas sin estimulo y en presencia de BFA
LPS+BFA: Cultivadas en presencia de lipopolisacarido y BFA.

Los tubos se agitaron ligeramente y se incubaron semiabiertos a 37°C, 5%

CO, por 4 horas.

Tincion intracelular de TNF-a en monocitos/macroéfagos
Para la determinacién de las células productoras de TNF-a se requieren

los siguientes pasos:
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aL Tincidn d ficie de | lécula CD14
Se colocaron 100 pL de suspensidn celular (2 x 10° células ) segiin la
tabla 5 en tubos de 12 x 75 (Falcon) y se adicionaron 0.6 pL de anti-CD14

conjugado con PE. Se agité ligeramente en voértex y se incubé 30 minutos con

agitacion a temperatura ambiente y en 1a oscuridad.

Se adicionaron 2 mL de solucién FACS de lisis 1X a los tubos anteriores
y se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron 5 minutos a
1500 rpm y se removid el sobrenadante. Posteriormente se adicionaron 500 pL
de solucion FACS para permeabilizar; se incubaron 10 minutos a temperatura
ambiente y en la oscuridad, previa agitacién. Se adicionaron 2 mL de buffer de
lavado, se centrifugaron 5 minutos a 1500 rpm y se removié el sobrenadante. Se
adicionaron 0.7 pL de anti-TNF- conjugado a FITC, de acuerdo a la tabla 5; se
incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad, previa
agitacién. Se adicionaron 2 mL de buffer de lavado, se centrifugaron 5 minutos
a 1500 rpm y se removié el sobrenadante. Por ultimo, las células se

resuspendieron en 400 pL de solucion salina de FACS.

Tabla 5. Produccién de TNF-a por monocitos/macréfagos.

Tubo CcDia | CDls CDI14/TNF | CDI4/INF

Proceso ~ | NEST#BFA | LPS+BFA | NEST+BFA | LPS+BFA
CDI4-PE ST SI SI S
LISIS SI ST Si 31
PERMEABILIZACION St ST SI SI
TNF-FITC - - ST SI
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6.1.7 ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJIO

En todos los casos las muestras sec analizaron en un citémetro
FACScalibur de Becton Dickinson (San Jose, CA, USA) utilizando el paquete
CellQuest. Para las determinaciones de marcadores de superficie (CD3, CD4,
CD8, CD14 6 CD19) se adquirieron 10,000 eventos mientras que para las
determinaciones de citocinas intracelulares (IFN e IL-4, IL-10 6 TNF) se

adquirieron 20,000 eventos.

6.1.8 ANALISIS ESTADISTICO

Como medida de tendencia central se utilizo la mediana. Para comparar la
diferencia entre los grupos de estudio se utiliz6 la prueba estadistica de Kruskal
Wallis o analisis de varianza de rangos y posteriormente una prueba de Dunn’s
para determinar el grupo responsable de las diferencias, aceptandose como
significativa una probabilidad menor a 0.05. Para determinar la correlacién entre
Jlos resultados obtenidos para el marcador CD3 con los reactivos provenientes de
Sigma y aquellos a partir de los anticuerpos de Becton Dickinson se utilizé la
prueba de correlacién de Spearman. Las pruebas y parmetricos estadisticos se

procesaron en el programa SigmaStat 2.0 (Jandel Scientific).
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7. RESULTADOS

7.1.1 DETERMINACION DE LINFOCITOS CD45*, CD3" Y CD19"

La poblacién de células linfoides se selecciond en base a la expresion de
CD45 (antigeno comun de los leucocitos) y la granularidad propia de esta
poblacién, mediante una ventana colocada en el grifico de granularidad vs
CD45-PerCP. A partir de ella, se determiné el porcentaje de linfocitos CD3™ y
linfocitos CD19* en cada una de las muestras (Figura 1). La mediana de los
porcentajes de células con respecto al total de la poblacién linfoide se muestra en
la tabla 6.

En la sangre de sujetos sanos las células CD3" representaron
aproximadamente el 53% de las células linfoides; los pacientes con cancer
mostraron 50% de linfocitos T en sangre y 85% en liquido pleural (p<0.05, Tabla
6, Figura 2). No existe diferencia significativa entre el porcentaje de linfocitos T
sanguineos del grupo control y de los pacientes con cancer.

En relacién a los linfocitos B, la sangre de los controles mostré 10% de
células CD19* con respecto a la poblacion linfoide. Los pacientes con cancer
presentaron 7% de linfocitos B en sangre y 12% en la efusién pleural (Tabta 6,

Figura 3). Las diferencias encontradas no muestran significancia estadistica.

7.1.2 DETERMINACION DE LINFOCITOS T Y SUS SUBPOBLACIONES

La poblacién de linfocitos T se detect6 utilizando una ventana en el grafico
granularidad vs CD3-FITC y a partir de ésta, se determinaron las subpoblactones
CD4 y CDS8 (figura 4). El porcentaje de células T se determind relacionando la
poblacidn de células CD3* (R2) con respecto a la poblacion de células linfoides

(Rl, Figura 4). El anticuerpo anti-CD3 utilizado en esta determinacion
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proveniente de Sigma Chemical fue diferente al empleado en la determinacion
anterior (proveniente de Becton Dickinson) por 1o que se decidid comparar el
porcentaje de linfocitos obtenido con ambos reactivos.

Con los anticuerpos obtenidos de Sigma, los sujetos sanos mostraron 48%
de linfocitos T en sangre y con ¢l anticuerpo de Becton Dickinson 53%, mientras
que los pacientes con cincer mostraron en sangre 50% de células CD3" y 82% en
derrame pleural vs. 50% y 85% respectivamente; no existen diferencias
significativas entre los resultados obtenidos con ambos anticuerpos. Estos
resultados muestran un coeficiente de correlacién de 0.93 (resultados no
mostrados}.

En lo que respecta a las subpoblaciones de células T, en la sangre de los
controles, el 62% de los linfocitos CD3* mostraron ¢l marcador CD4 y el 31% el
marcador CD8, siendo la relacion CD4/CD8 de 2.1; en el caso de los pacientes
con cancer, el 55% de los linfocitos T sanguineos fueron CD4" y el 35% fueron
CDS$*, con una relacién CD4/CD8 de 1.6; en el liquido pleural, los linfocitos
CD4" representaban el 75% y los CD8" el 19%, con una relacion CD4/CD8 de
4.2 (Tabla 7, Figuras 5, 6, y 8).

El porcentaje de células T CD4" fue ligeramente menor en la sangre de los
pacientes con cancer con respecto al grupo control, sin mostrar diferencias
significativas; en el derrame pleural esta poblacion se encontré incrementada al
compararla con la sangre de los pacientes con cancer (p<0.05). En la sangre del
grupo con cancer el porcentaje de células T CD8" es ligeramente mayor que el
grupo control, sin haber diferencias significativas entre estos dos grupos. El
derrame pleural present6 una marcada disminucién de este tipo de linfocitos con
respecto a la sangre de los pacientes con cancer (p<0.05). En cuanto a la relacion

CD4/CD8, ésta se encontrd disminuida en la sangre de los pacientes con cancer
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pero no muestra diferencias significativas cuando se compara con la sangre de los
controles sanos. En el derrame pleural se encontré una relacion CD4/CD8 mayor
que en la sangre del grupo con céncer (p<0.05).

En esta determinacidn se encontraron células doble positivas (DP) y
células dobles negativas (DN, Figura 4C). Los sujetos sanos presentaron 1.2% de
células DP en sangre, mientras que los pacientes con cancer presentaron 3.1% y
2.3% en sangre y liquido pleural, respectivamente; la diferencia de células DP
encontrada entre ¢l grupo control y la sangre de los pacientes con cancer fue
significativa (p<0.05). Con respecto a las células DN, se encontré 2.6% de éstas
en la sangre de los sujetos sanos; los pacientes con cancer mostraron casi el
doble, 5.0% de células DN en sangre (p<0.05) y 2.4% en derrame pleural (Tabla
7, Figura 4C).

7.1.3 DETECCION DE MONOCITOS/MACROFAGOS

El porcentaje de monocitos/macrofagos se determiné en base al grafico
granularidad vs CD14 (R2), tomando en cuenta la granularidad propia de estas
células, y como 100% el total de CMN determinadas a partir del grafico tamaiio
vs granularidad (R1, Figura 7).

La cantidad de monocitos presentes en las CMN de la sangre de los sujetos
fue de! 7%. Los pacientes con cincer mostraron 14% en sangre y 1% en liquido
pleural (p<0.05, Tabla 8, Figura 9). La poblacién de fagocitos mononucleares de
la sangre de los controles no muestra diferencias significativas en comparacion

con la sangre de los pacientes con céncer.
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En resumen, en la tabla § se indican las medianas del porcentaje obtenido
para cada poblacién de CMN y subpoblaciones de linfocitos T para los grupos en

estudio.

7.14 DETERMINACION DE LOS NIVELES BASAL Y MAXIMO DE
ACTIVACION DE LINFOCITOS T EN BASE A LA EXPRESION DE LA
MOLECULA CD69 :

La molécula CD69 se empled con distintas finalidades 1) para determinar
la induccién de la activacion de los linfocitos T, 2) como control del
procedimiento de permeabilizacién y de la inhibicién del transporte celular de
proteinas y 3) para monitorear la posible existencia de células T activadas in vivo,
en contra de células malignas.

El porcentaje de activacién se determiné tomando en cuenta la poblacion
de linfocitos T en base al porcentaje de células que expresaban el marcador CD69
(Figura 10).

En la sangre de los controles, el porcentaje de linfocitos T CD69" fue de
10% en la poblacién no estimulada, mientras que en esta misma poblacién los
pacientes con cancer presentaron una activacion basal del 12% en sangre y del
16% en liquido pleural. En contraste, en la poblacion estimulada, los sujetos
sanos mostraron 88% de linfocitos T CD69"; en los pacientes con cancer se
observé una activacién del 76% en sangre y 82% en liquido pleural (Tabla 9.
Figuras 11y 12). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en

la poblacién no estimulada y estimulada, para ninguno de los grupos.
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7.1.5 DETERMINACION DEL PERFIL DE CITOCINAS (IFN-y/IL-4 E IL-10)
POR LINFOCITOS T

La produccidén de citocinas intracelulares se evalué considerando la
poblacion de linfocitos T (Figuras 13 y 16).

En ninguno de los grupos estudiados se encontraron células productoras de
citocinas en la poblacién no estimulada tanto de sangre como de liquido pleural
(Figura 13C y 16C). Los siguientes resultados corresponden a la poblacion
estimulada; el grupo control mostré 27% de células T productoras de [FN-y,
1.7% de células T productoras de IL-4 y 2.2% de células T productoras de {L-10
en sangre; los pacientes con cancer presentaron en sangre 28%, 1.5% y 2.2% y en
derrame pleural 32%, 1.2% y 1.9% de linfocitos T productores de estas citocinas
(Tabla 10, Figuras 14, 15, y 18). Se encontraron porcentajes de linfocitos T
productores de ambas citocinas (IFN-y e IL-4) menores o iguales a 0.5%, valor
considerado como limite de deteccién del citémetro (Figura 13D). No hay

diferencias significativas con respecto a la produccion de estas citocinas.

7.16 PRODUCCION DE TNF-a A PARTIR DE MONOCITOS/
MACROFAGOS

A partir de células tefiidas con el anticuerpo anti-CD14 se determino el
porcentaje de células productoras de TNF-a.. Las determinaciones se realizaron
en las poblaciones no estimulada y estimulada con LPS (Figura 17).

En la poblacién no estimulada, el grupo control mostré 30% de células
productoras de TNF-«; en los pacientes con cancer se encontrd un nivel basal de
células productoras de TNF-o en sangre y derrame pleural similar al encontrado
en el control de sujetos sanos, siendo de 31 y 33%, respectivamente (no existen

diferencias significativas). En la poblacion estimulada con LPS, la cantidad de
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células productoras de esta citocina se incrementé a 88% para el grupo control ¥
a 77% y 68% en sangre y derrame pleural para el grupo con cancer,
respectivamente; ambas diferencias son significativas (p<0.05, Tabla 11, Figuras
19y 20).

Cabe mencionar que la incubacion de las CMN con LPS y BFA, la cual
funciona como un inhibidor de! transporte de proteinas a través del complejo de
Golgi, ocasiond una disminucién en la expresién del marcador CD14 en los
monocitos. Cuando en el grupo control se determind la proporcion de células
CD14* en CMN sin tratamiento, se encontré un valor de 7.3%. Las CMN
incubadas en presencia de BFA presentaron 6.9% de células CD14", mientras que
aquellas incubadas con LPS y BFA sélo tenian 4.2% de dichas células (Figura
21). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos empleados durante la incubacidn.
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7.2 TABLAS

TABLA 6. PORCENTAJE DE LINFOCITOS T Y LINFOCITOS B.

CONTROLES PACIENTES CON CANCER
MARCADOR
Sangre Sangre Derrame pleural
CD3** 527 50.1 340 F
CD19™ * 10.2 7.2 125

Medianas obtenidas a partir del porcentaje de células positivas. para los

anticuerpos provenientes de Becton Dickinson. * Porcentaje en relacién al total

de células linfoides. ® p<0.05, con respecto a la sangre de los pacientes con

cincer.

TABLA 7. PORCENTAJE DE LINFOCITOS T Y SUS SUBPOBLACIONES.

MARCADOR CONTROLES PACIENTES CON CANCER
Sangre Sangre Derrame pleural
CcD3* * 48.4 50.1 824 9
CDa* ¥ 61.9 54.7 748 ©
CD8* ® 311 34.9 186 °
Dobles positivas ° 1.2 3.1° 2.3
Dobles negativas ° 2.6 5.0 24 °
Relacién 2.1 16 42 ¢
CD4/CD8

Medianas obtenidas a partir del porcentaje de células positivas para los

anticuerpos provenientes de Sigma Chemical. * Porcentaje en relacién al total
de células linfoides. ® Porcentaje en relacién al total de linfocitos T. © p<0.05,

con respecto a la sangre de los sujetos sanos. d p<0.05, con respecto a la sangre

de los pacientes con cancer.
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TABLA 8. POBLACIONES DE CMN Y SUBPOBLACIONES DE
LINFOCITOS T.

MARCADOR CONTROLES | PACIENTES CON CANCER
Sangre Sangre Derrame pleural
cp3t ® 52.7 50.1 g49 9
CD4* P 61.9 54.7 748 9
CcD8" ® 301 34.9 186 °
CD14* ¢ 7.3 14.3 12 ¢
CDlg* * 10.2 7.2 125

Medianas obtenidas a partir del porcentaje de células positivas para cada
marcador. * Porcentaje en relacién al total de células linfoides. ® Porcentaje en
relacién al total de linfocitos T. © Porcentaje en relacién al total de CMN.

4 p<0.05, con respecto a Ia sangre de los pacientes con cincer.

TABLA 9. PORCENTAJE DE LINFOCITOS T CD69* EN LA POBLACION
DE CMN NO ESTIMULADA Y ESTIMULADA. '

EXPRESION DE CONTROLES . PACH:'.'NTES (‘Z‘ON CANCER
CD69 EN: Sangre ' Sangre Derrame pleural
poblacién no 102 11.8 15.7
estimulada
poblacién 88.0 75.7 81.7
estimulada

Se indican las medianas obtenidas a partir de los porcentajes de células

CD3'CD69".



TABLA 10. PORCENTAJE DE LINFOCITOS T PRODUCTORAS DE
CITOCINAS EN CMN ESTIMULADAS CON PMA E IONOMICINA EN

PRESENCIA DE BFA.
prODUCCION | CONTROLES | PACIENTES CON CANCER
DE: Sangre Sangre Derrame pleural
Ny 274 283 319
LA .7 1.5 13
10 23 22 5

Se indican las medianas obtenidas a partir de los porcentajes de linfocitos
CD3" productores de cada citocina.

TABLA 11. PORCENTAJE DE MONOCITOS/MACROFAGOS
PRODUCTORES DE TNF-« EN CMN EN AUSENCIA O PRESENCIA DE
LPS.

CONTROLES ' PACIENTES CON CANCER
PRODUCCION T ‘
DE TNF-q EN: Sangre Sangre Derrame pleural
poblacién no 298 311 329
estimulada
poblacién 88.2 168 ° 679 °
estimulada

Se indican las medianas obtenidas a partir de los porcentajes de células CD14"
productoras de TNF-a.. * p<0.05, en relacién a la sangre de los controles.

b p<0.05, en relacién a la sangre de los pacientes con céncer.
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7.3 FIGURAS.
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Figura 1. Determinacién de linfocitos CD3* y CD19". A: se selecciona la region de linfocitos en
base a su tamaiio y granularidad (R1). B: se selecciona la poblacidn de linfocitos en base a su
granularidad y la expresién del marcador CD45 (R2). C: controles de isotipo. D: porcentaje de
linfocitos CD3* y CD19*. UL, cuadrante superior izquierdo, linfocitos CD19°/CD3"; UR, cuadrante
superior derecho, linfocitos CD19*/CD3" ; LL, cuadrante inferior izquierdo, linfocitos CD19/CD3";
LR, cuadrante inferior derecho, linfocitos CD19/CD3". Se adquirieron 10,000 eventos.
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Figura 2. Porcentaje de linfocitos T (CD3%). Los limites inferior y
superior del rectangulo representan los percenties 25 y 75,
respectivamente; la linea dentro del rectangulo la mediana y los
limites fuera del rectangulo los percentiles 10 y 90. * p<0.05.
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Figura 3. Porcentaje de linfocitos B (CD19%).
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Figura 4. Determinacién de linfocitos T CD4" y CD8". A: se selecciona la region de linfocitos
en base a su tamafio y granularidad (R1). B: se seleccionan los linfocitos T en base a la
expresién del marcador CD3 (R2). C: porcentajes de linfocitos T CD4™ y CD8”. UL, linfocitos
T CD8'/CD4" ; UR, linfocitos T CD8/CD4" ; LL, linfocitos T CD8/CD4" ; LR, linfocitos T
CD8/CD4". Se adquirieron 10,000 eventos.
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PORCENTALJE DE CELULAS T CD8°

80 4
so -
40
20 4 S —
*
0
SANGRE SANGRE DERRAME
CONTROLES CANCER PLEURAL

Figura 5. Porcentaje de linfocitos T cooperadores (CD3'CD4").

* p<0.05.
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Figura 6. Porcentaje de linfocitos T citotéxicos (CD3'CD8").
* p<0.05.
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Figura 7. Determinacién de monocitos/macréfagos. A: El total de CMN queda seleccionado
en la regién 1 (R1). B: La regién 2 (R2) contiene a las células CD14". Bl porcentaje de
monocitos/macréfagos se determind como se explica en Resultados, Se adquirieron 10,000

eventos.

70
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Figura 8. Relacién de linfocitos T CD4°/CD8*. * p<0.05.
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Figura 9. Porcentaje de monocitos/macrofagos (CD14°).

* p<0.05.

71




~

800

[=]
8.
] A
B 5
=
£ 33
[77] E w
3 g
4
Farward Scaiter
REGION R2 (LINFOCITOQS CD3+)
8-
1 m Cc
2 M2
5 3 ' |
8 1 o
3
S
0% 1" w0 10 10t
CD69 FITC
8!
] D
1 m M2
a8 3
5 3 |
8 |
3
E
EF P A
10° 10! 102 10 10?

10

Marker % Gated

All 100.00
M1 92.56
M2 7.52

Marker % Gated

Al 100.00
M1 15.43
Me 8507

Figura 10. Determinacién del porcentaje de células activadas en base a la expresion del marcador
CD69. A: regién de linfocitos en base a su tamafio y granularidad (R1). B: se seleccionan los
linfocitos T en base a la expresién del marcador CD3 (R2). C: porcentaje de células T CD69" en

CMN ne estimuiadas. D: porcentaje de células T CD69" en CMN estimuladas. M1, linfocitos T

CD69 ; M2, linfocitos T CD69*. Se adquirieron 20,000 eventos.
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PORCENTAJE DE CELULAS ACTIVADAS

PORCENTAJE DE CELULAS ACTIVADAS
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Figura 11. Porcentaje de células T CD69* en CMN sin estimulo.
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Figura 12. Porcentaje de células T CD69' en CMN estimuladas con
PMA e ionomicina.
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Figura 13. Determinacién de linfocitos T productores de [FN-y e IL-4. A: region de linfocitos en
base a su tamafio y granularidad (R1). B: se seleccionan los linfocitos T en base a la expresién del
marcador CD3 (R2). C: porcentaje de linfocitos T productores de citocinas en CMN no estimuladas.

D: porcentaje de células T productoras de citocinas en CMN estimuladas. UL, células T IL4'/IFN" ;
UR, células T IL4"/IFN" ; LL, células T IL4/IFN; LR, células T IL4/IFN", Se adquirieron 20,000
eventos.
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PORCENTAJE DE CELULAS PRODUCTORAS

PORCENTAJE DE CELULAS PRODUCTORAS
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Figura 14. Linfocitos T productores de IFN-y.
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Figura 15. Linfocitos T productores de IL-4.
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Figura 16. Determinacién de linfocitos T productores de IL-10. A: regi6n de linfocitos en base
a su tamafio y granularidad (R1). B: se seleccionan los linfocitos T en base a la expresion del
marcador CD3 (R2). C: percentaje de células T productoras de IL-10 en CMN no estimuladas,
D: porcentaje de células T productoras de IL-10 en CMN estimuladas. M1, linfocitos T no
productores de IL10; M2, linfocitos T productores de IL-10. Se adquirieron 20,000 eventos.
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Figura 17. Determinacién de monocitos/macréfagos productores de TNF-a. A: regién de
monocitos/macréfagos en base a su tamaflo y granularidad (R1). B: se selecciona la misma
poblacion en base a la expresién del marcador CD14 (R2). C: porcentaje de
monocitos/macréfagos productores de TNF- en CMN no estimuladas. D: porcentaje de
monocitos/macréfagos productores de TNF-a en CMN estimuladas. M1, monocitos no
productores de TNF ; M2, monocitos productores de TNF. Se adquirieron 20,000 eventos.
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Figura 18. Linfocitos T productores de IL-10.
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Figura 19. Monocitos/macréfagos productores de TNF-a en CMN sin
estimulo.
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Figura 20. Monocitos/macrdfagos productores de TNF-a en CMN
estimuladas con LPS. * p<0.05.
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8. DISCUSION

Los pacientes con cancer cursan con un estado de inmunosupresion® por
lo que se ha buscado identificar los mecanismos de ésta. Con respecto al cancer
pulmonar, a nivel sanguineo también se ha demostrado este fenémeno**’, a
nivel local se ha cuantificado la poblacion y actividad de TIL reportandose
resultados diversos, lo que pudiera deberse a variaciones metodologicas® 2,
Otro compartimento estudiado ha sido el espacio pleural, pues dada la posicién
anatomica del pulmon es frecuente la infiltracidn y/o metastasis a pleura, lo que
pudiera estar influenciado por las propias células malignas y/o por factores del
huésped™. Este proceso origina la acumulacién de liquido en la cavidad pleural,
sindrome denominado clinicamente derrame pleural, el cual puede contener
tanto céiulas tumorales como células inmunocompetentes***°.

Se considera que, en condiciones normales, ¢l volumen y la composicidn
del liquido pleural son regulados por un balance de presiones hidrostaticas y
osmoticas y por la baja permeabilidad de los capilares y linfaticos pleurales™.
Un aumento en la permeabilidad o la obstruccién de estos ultimos favorece la
extravasacion celular y su acumulacién en el espacio pleural como se ha
postulado que sucede en el cancer. Se han realizado estudios para definir el
fenotipo y la actividad de las células presentes en la cavidad pleural en
condiciones normales. En etlos se reporta que de las CMN los monocitos
predominan con un 70% y los linfocitos se encuentran en un 30%; en cuanto a
éstos, las proporciones de células T y células CD8" son similares a las que se
encuentran en sangre, mientras que la proporcion de células CD4" y células NK

se encuentra disminuida’. Estos resultados sugicren que en la cavidad pleural
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coexisten células inmunocompetentes que tal vez pudieran responder
eficientemente al estimulo de las células tumorales.

En base a estos estudios consideramos que el empleo de derrames
pleurales de etiologia maligna nos permite conocer el comportamiento de las
células inmunocompetentes frente a las células tranformadas. Inicialmente
decidimos estudiar el comportamiento celular a nivel sanguineo y compararlo
con ¢l que se presenta a nivel pleural. Bajo nuestras condiciones experimentales,
la proporcion de células CD3°, CD4" y CD8" a nivel sanguineo en los pacientes
con cancer no muestra diferencias significativas con respecto a las mismas
poblaciones celulares en sujetos sanos. Estos resultados sugieren que la
presencia de células tumorales en el huésped no ejerce una inmunosupresién que
se refleje a nive! sanguineo como un desequilibrio en el numero de linfocitos T
y sus subpoblaciones. En este sentido, Moissan® mediante rosetas E, encuentra
porcentajes de linfocitos T similares a los obtenidos por nosotros, pero al
analizarlos como valor absoluto reporta una disminucién en los pacientes con
cancer. Nakamura®’ empleando inmunofluorescencia, no encuentra diferencias
de linfocitos T y sus subpoblaciones a nivel sanguineo entre los grupos
estudiado y control. Por el contrario, otros autores reportan una disminucion en
el porcentaje de células T55%% ¢ de linfocitos CD4" con valores similares o
incrementados* de linfocitos CD8* en pacientes con cancer con respecto al
grupo control.

El analisis fluorocitométrico nos permitié detectar linfocitos T DP y DN a
nivel sanguineo, mostrando diferencias significativas sélo en las DP. Esta
poblacién pudieran ser células T inmaduras'® que se estarian liberando a la
circulacion sanguinea como respuesta compensatoria a la disminucion de la

poblacién de células T, o ser inducida por factores liberados por las células
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neoplasicas. Por lo que respecta a la poblacion DN, se encontrd incrementada al
doble con relacién a 1a DP y pudiera deberse a linfocitos T cuyo receptor esta
formado por las cadenas y3'%, o bien subgrupos de células NK que portan el
marcador CD3™,

A fin de definir si en los pacientes con cancer existen células sanguineas
que presenten un estado de activacion, se determind la expresion del marcador
CD69 en células T. La expresion basal de este marcador no muestra diferencias
entre el grupo control y los pacientes con cancer. Se ha estudiado el marcador
CD25 en CMN de pacientes con cancer pulmonar, reportindose un aumento de
células positivas a éste’®, aunque otro estudio indica que no hay diferencia en la
expresion de CD25 y HLA-DR en linfocitos T sanguineos entre pacientes con
céancer y sujetos sanos®’, Por otro lado, los pacientes con céncer presentaron una
menor proporcidn de células T activadas con el estimulo empleado identificadas
en base al marcador CD69, lo que sugiere que los linfocitos T sanguineos de los
pacientes con cancer presentan alteracion de su activacion, efecto que pudiera
ser causado por factores liberados por las células neoplasicas, y en consecuencia
no responder eficientemente en contra de éstas. La disminucién de la capacidad
proliferativa ha sido descrita en la sangre de los pacientes con cancer, aunque
evaluada mediante ensayos de incorporacion de timidina y en respuesta a
mitogenos***’. Es probable que la alteracién en la activacién de los linfocitos T,
determinado mediante ¢! marcador CD69, correlacione con el uso de mitogenos.

Los linfocitos T sanguineos de pacientes con céncer pulmonar mostraron
una produccién de IFN-y, IL-4 e IL-10 similar a la del grupo control. Los grupos
de Fischer®® y Mantovani® determinan mediante ELISA la produccién de
citocinas inducida por mitdgenos en CMN sanguineas de pacientes que

presentan distintos tipos y estadios de cancer, encontrando resultados
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antagonicos y significativos respecto al grupo control. Asselin-Paturel® reporta
mediante PCR cuantitativo una disminucion en el mensajero para IFN-y, y un
incremento del mensajero para IL-4 e IL-IO, en las CMN sanguineas de
pacientes con distintos tipos histolégicos de cancer pulmonar. Ito’® determina
mediante citometria de flujo las células CD4" y CD8" productoras de IFN-y e IL-
4 a nivel sanguineo en pacientes con cancer e individuos sanos, observando
porcentajes similares de células en ambos grupos, y una relacién de células
productoras de IFN-y de cuatro a diez veces mayor que las productoras de [L-4.
Estos 1ltimos resultados concuerdan con los obtenidos por nuestro grupo.
Incluyendo la fenotipificacion de células T, nuestros resultados sugieren que a
nivel sanguineo los pacientes con cancer pulmonar no muestran alteraciones
cuali y cuantitativas de linfocitos T.

Al igual que lo obtenido en la cuantificacién de linfocitos T y sus
subpoblaciones, las células B no muestran diferencias a nivel sanguineo entre el
grupo control y los pacientes con cancer. Algunos investigadores han
encontrado resultados similares a los nuestros*™****% aunque con porcentajes de
linfocitos B ligeramente mayores a los obtenidos por nuestro grupo'*. Es
probable que la presencia de células neopldsicas presentes en ¢l paciente no
repercuta en modificar esta estirpe a nivel sanguineo. Sin embargo,
Radhakrishna®® y colaboradores al reportar valores absolutos sanguineos de
células B encuentran un incremento de esta estirpe en pacientes con cancer
pulmonar.

En relacién a los monocitos, nuestros resultados muestran un aumento no
significativo de esta estirpe en la sangre de los pacientes con cancer en
comparacién con el grupo control. Cabe mencionar que en relacion al cancer

pulmonar, los monocitos han sido poco estudiados. F ischer®® mediante conteo
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diferencial sanguineo no encuentra diferencias de estas células entre pacientes
con cancer e individuos sanos. Wimmenauer’?, mediante inmunofluorescencia,
encuentra en la sangre de pacientes con cancer porcentajes de células CD14"
similares a nuestros valores, pero no emplea controles sanos.

En lo que respecta a la produccion basal de TNF-q., se encontraron células
productoras de esta citocina en porcentajes muy variables, tanto en los controles
como en los pacientes con cancer, sin mostrar diferencias. La gran dispersion de
valores pudiera deberse a variaciones interindividuales dadas por las
caracteristicas genéticas, factores ambientales, o a la activacidn inespecifica de
los monocitos durante el proceso metodoldgico empleado’. La produccién
inducida de TNF-a en los monocitos de los pacientes con cancer mostro una
disminucién significativa de células productoras de TNF-ot con respecto al
grupo control. Este fendmeno pudiera deberse a la produccion de factores
solubles derivados de las células neoplasicas que afecten primordialmente a los
monocitos, disminuyendo su capacidad para la erradicacion de las células
transformadas’’. Mantovani® y colaboradores estimularon CMN con mitdgeno
{PHA) y determinaron el TNF-¢¢ mediante ELISA encontrando niveles menores
de esta citocina en los pacientes con cancer respecto al grupo control. Por su
parte, Fischer® y colaboradores cuantificaron por ELISA la concentracién de
TNF-a a nivel plasmatico en pacientes con cancer, no encontrando diferencias
con sujetos sanos.

En relacién a la poblacién inmunocompetente en el derrame pleural
maligno, encontramos incremento en el porcentaje de linfocitos T, causado
principalmente por linfocitos CD4*, y disminucién de linfocitos CD8™ en
comparacion con la sangre de los mismos pacientes. Ya ha sido reportado un

comportamiento similar®*3%¢482S4lo Albera®® y colaboradores, empleando
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inmunofluorescencia, no encuentran diferencias de linfocitos T y sus
subpoblaciones en sangre y derrame pleural de pacientes con céncer. Estos
resultados sugieren la acumulacién selectiva de células CD4" en el espacio
pleural probablemente: a) debido a la proliferaciéon de esta subpoblacion de
linfocitos T por la activacion de la respuesta inmune en respuesta a las células
tumorales y b) debido a la posible liberacion de quimiocinas selectivas para esta
subpoblacion por las células tumorales y/o por las células normales en respuesta
al crecimiento tumoral®, La disminucion de las células CD8" podria ser relativa
a la expansion de los linfocitos CD4%, o bien la presencia y/o liberacion de
factores inhibitorios de la migracién y/o proliferacién de linfocitos CD8' por las
células tumorales™.

Con respecto a los linfocitos T DN, se encontré una disminucién en el
derrame pleural en relacion a la sangre de los mismos pacientes, los cuales
pudieran ser linfocitos T y6. Estudios previos reportan una baja proporcién de
linfocitos T con receptor y8 en TIL y en derrame pleural con incremento en su
actividad téxica hacia células tumorales autélogas y lineas celulares®.
Tendremos que realizar mas estudios con el fin de demostrar esta poblacion y su
actividad bioldgica.

En el derrame pleural, la expresion basal del marcador CD69 en linfocitos
T mostré una tendencia (no significativa) a incrementarse en comparacién a la
sangre de los pacientes con cancer y del grupo control. Mantovani® y
colaboradores, mediante citometria de flujo, evaluaron la expresién de los
marcadores CD25 y HLA-DR en CMN de sangre y liquido pleural de pacientes
con cancer sin encontrar diferencias; este estudio correlaciona con el nuestro.
Por otro lado, la poblacion estimulada de linfocitos T mostrando CD69 se

increment®, de manera no significativa, en derrame pleural con relacién a la
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sangre de los mismos pacientes, y no hubo diferencias con el grupo controi.
Mantovani® y colaboradores evaluaron la expresién de CD25 y HLA-DR en
CMN estimuladas con mitégeno o anti-CD3, no encontrando diferencias de
estos marcadores en sangre y derrame pleural. Es probable que el uso de
potentes estimulos policlonales no permita discriminar alteraciones en el-estado
de activacién de los linfocitos en pacientes con cancer.

El derrame pleural, en relacién a la sangre de los pacientes con cancer,
mostré una tendencia a incrementar el porcentaje de células T productoras de
[FN-y, con tendencia opuesta para las células T productoras de IL-4 e IL-10.
Esto sugiere que en el derrame pleural pudiera presentarse una respuesta tipo
Thl, aunque dicha respuesta pueda o no ser eficaz contra las células tumorales™.
Mantovani®*’ y colaboradores cuantificaron mediante ELISA la produccién de
citocinas inducida por mitégenos en CMN de sangre y derrame pleural de
pacientes con cancer y reportan niveles similares de IL-4 ¢ IL-10 en ambos
liquidos, y niveles mayores de IFN-y en derrame pleural, lo que correlaciona con
nuestros resultados. Por otro lado, Chen®® y colaboradores determinan IFN-y,
IL-4 ¢ IL-10 mediante ELISA en sangre y derrame pleural de pacientes con
cancer, encontrando niveles minimos de IL-4 ¢ [FN-y y niveles elevados de IL-
10 en el derrame pleural, por lo que concluyen que en este compartimento se
genera una respuesta tipo Th2.

La poblacién de linfocitos B en derrame pleural no mostré diferencias en
relaciébn a la sangre de los mismos pacientes y los controles. Varios
investigadores han cuantificado las células B en la sangre y el derrame pleural
de pacientes con cancer sin encontrar diferencias®®**%'. Estos resultados sugieren
que la presencia de células tumorales en el mismo microambiente no afecta la

roporcion de esta poblacion celular. Por otro lado, Petterson® y colaboradores,
prop P
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mediante inmunofluorescencia, reportan una disminucién de linfocitos B en el
derrame pleural en relacién a la sangre de los pacientes con cancer, con
porcentajes de linfocitos B sanguineos superiores a los obtenidos por nosotros.
Con respecto a los monocitos, el derrame pleural mostré una disminucion
significativa de esta poblacién en relaciéon a la sangre de los pacientes con
cancer y de los valores normales reportados para esta cavidad anatomica.

56,57

Algunos grupos™’ reportan valores de monocitos que varian de 10 a 30% en el
derrame pleural maligno, pero no realizan comparaciones con la sangre de los
mismos pacientes. La disminucién de monocitos en el derrame pleural pudiera
ser relativa al incremento de linfocitos T, o deberse a factores inhibitorios de su
migracién producidos por las células neoplésicas™.

La produccién de TNF-a por monocitos estimulados de derrame pleural
fue significativamente menor en comparacién a la sangre de los mismos
pacientes. Mantovani®’ y colaboradores determinaron mediante ELISA la
produccién de TNF-a en CMN estimuladas con mitégeno, encontrando una
disminucién de esta citocina en derrame pleural con respecto a la sangre de los
pacientes, lo que correlaciona con nuestros resultados. Empleando cocultivos de
monocitos y lineas tumorales, nuestro grupo ha previamente reportado que
lineas de tumores pulmonares liberan factores solubles que bloguean la
produccién del TNF-o”’; un fendmeno similar pudiera ocurrir in vive. De
manera antagénica, Orphanidou™ y colaboradores no encuentran diferencias al
analizar mediante RIA la concentracion de TNF-a en plasma y derrame pleural
de pacientes con céncer.

En suma, los resultados obtenidos hasta el momento con la metodologia
empleada, parecen indicar que las células malignas tipo adenocarcinoma

modifican cuantitativamente pero no cualitativamente a los linfocitos T y sus
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subpoblaciones. Ademas, este tipo de tumor parece afectar primordialmente a
los monocitos, tanto en numero como en su capacidad funcional para
produccion de TNF-o, citocina que ademas de tener funcion
inmunomoduladora, presenta actividad toxica contra las células transformadas,
lo que podria contribuir a la falla del sisterna inmune para la erradicacion del

tumor.
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9. CONCLUSIONES

La sangre de los pacientes y del grupo control mostro valores similares de

linfocitos T y sus subpoblaciones, linfocitos B y monocitos.

El derrame pleural mostré un aumento de linfocitos T, mediado
principalmente por células T CD4", y una disminucién de linfocitos T CD8" en

comparacion a la sangre de los mismos pacientes.

La sangre y el derrame pleural de los pacientes con cancer no mostraron

diferencias en la proporcion de linfocitos B.

El derrame pleural de los pacientes con cincer presentd una disminucion de

células CD14* en comparacion a la sangre.

Los pacientes con céncer mostraron una tendencia a incrementar el porcentaje
de linfocitos T productores de [FN-y en derrame pleural en relacion a la
sangre. Los linfocitos T productores de IL-4 y aquellos productores de IL-10

presentaron el efecto contrario.

Los pacientes con cancer presentaron una disminuciéon de monocitos
productores de TNF-a que los controles, efecto que es mas pronunciado en el

derrame pleural.

Es necesario realizar estudios mas detallados con el fin de determinar el

efecto de las células tumorales sobre 1a respuesta inmune antitumoral, asi como la

participacion de las células inmunocompetentes en la erradicacion de las células

neoplasicas, a fin de aplicar inmunoterapias disefiadas para contrarrestar el

crecimiento tumoral,
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