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INTRODUCCION

CARCINOGENESIS

Actualmente, en el ambito celular, se reconoce al cancer como una
anomalia genética que implica la mutacién de genes, algunos de los
cuales actuan normalmente suprimiendo o favoreciendo Ia
continuidad del ciclo celular. Asimismo, mutaciones en genes que
inducen apoptosis dan lugar a una division celular descontrolada y a
la formacion de tumores (1-3).

Un mecanismo propuesto para explicar la generacién del céancer, o
carcinogénesis, involucra tres etapas denominadas: iniciacién,
promocidn y progresion.

La iniciacion se lleva a cabo cuando la célula es afectada por algun
agente genotoxico (quimico, fisico o biolégico), ocasionando una
mutacién en los protooncogenes o bien en genes supresores de tumor
(TSG). Los primeros son genes dominantes que codifican proteinas
gue participan como sefiales para favorecer la proliferaciéon celular,;
los segundos son genes recesivos que codifican proteinas
involucradas en las sefiales que regulan o inhiben la proliferacion
celular. Una mutacion en cualquiera de estos genes favorece la
proliferacion celular descontrolada caracteristica del cancer.

La promocién consiste en la acumulacion de mutaciones, generacion
tras generacion, en las células tumorales, lo cual explica la
heterogeneidad celular observada en los tumores. Cuando el mismo
carcinégeno, u otro, sigue en contacto con la célula iniciada pueden
producirse en ella un mayor numero de mutaciones, gracias a las
cuales, la célula transformada puede ganar autonomia e independizar
su proliferacién de las sefales reguladoras del microambiente. La
acumulacion de estas células transformadas origina un tumor primario

0 carcinoma in situ.



La progresion implica la dispersion de las células del tumor hacia los
tejidos adyacentes, fendémeno conocido como invasién. En esta
etapa, las células transformadas manifiestan alteraciones en el
patron de expresion de las moléculas del complejo de adhesidn
celular E-cadherina-cateninas, el cual también es responsable en
parte de mantener la arquitectura tisular y el fenotipo celular
diferenciado. Las alteraciones en la expresion o funcion de las
proteinas de este complejo, o de sus reguladores, provoca la pérdida
de adhesion intercelular, alteraciones morfoldégicas e incremento en
la motilidad celular. Aunado a ésto, las células neoplasicas son
capaces de sintetizar enzimas proteoliticas con las que degradan la
membrana basal y entran a la circulacion sanguinea y/o linfatica,
para distribuirse en otros 6rganos del cuerpo. Durante este proceso
mas del 99% de las células malignas mueren, las que sobreviven
pasan a través de la capa de células endoteliales, que revisten el
interior de la pared capilar, y penetran en la matriz extracelular
adyacente. Posteriormente, la célula neoplasica puede llevar a cabo
la extravasacion en cualquier 6rgano, por distante que esté, y
generar en él un tumor secundario. Este proceso se denomina

metastasis y es una caracteristica de los tumores malignos (3-7).

CANCER PULMONAR

Etiologia

La causa exacta y patogénesis del cancer pulmonar aun es
desconocida; sin embargo, hay ciertos factores que han sido
sefialados como posibles agentes causales (8).

El tabaquismo es el principal factor asociado al cancer pulmonar, el
humo de cigarro es responsable del 85-90% de los casos. Las tres
clases principales de carcinogénicos contenidos en el humo del
cigarro son hidrocarburos policiclicos, nitrosaminas y aminas

aromaticas.



El factor ocupacional mas comun relacionado con la incidencia de
cancer pulmonar es la exposicion a asbestos; otro factor ocupacional
y ambiental incluye la exposicion a radoén, arsénico, cromo, niquel y
radiacion ionizante. Por otro lado, enfermedades pulmonares no
malignas preexistentes como l|la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC), fibrosis pulmonar idiopéatica y tuberculosis también
se asocian con un incremento en el riesgo de desarrollar cancer
pulmonar (8-10).

La epidemiologia molecular ha puesto de manifiesto diferencias
genéticas asociadas al riesgo de desarrollar cancer pulmonar. La
mayoria de los agentes quimicos naturales y hechos por el hombre
son metabolizados por enzimas destoxificadoras, principalmente de la
familia del citocromo P-450; sin embargo, algunas veces estos
compuestos son convertidos a productos con actividad citotoxica,
mutagénica o carcinogénica. La presencia, en algunos individuos, de
variantes génicas provoca que las proteinas sintetizadas presenten
diferentes niveles de actividad, permitiendo que el tiempo de vida
media de los carcindgenos se incremente y, con ésto la posibilidad de
unirse covalentemente a proteinas y acidos nucleicos, formando
aductos e induciendo mutaciones, especialmente transversiones G-T,
lo que conlleva a generar toxicidad celular. La permanencia de las
mutaciones inducidas por agentes genotoxicos marca la iniciacién del
proceso denominado carcinogénesis (11) (Figura 1).

Patologia

El cAncer pulmonar, a excepcion de un pequefio porcentaje de casos
se origina de la mucosa bronquial por lo que es designado
broncogénico. Cerca de la mitad de los tumores pulmonares son de
localizacion central, ya que su origen es en las vias aéreas centrales;
la otra mitad son periféricos, originandose en las vias aéreas
pequefias; sin embargo, es dificil hacer esta distinciébn en estadios

avanzados (12).



Aun cuando hay diferentes tipos histolégicos de cancer pulmonar, es
comun hacer referencia a los cuatro tipos principales de carcinomas.
Estos tipos histolégicos muestran caracteristicas patoldgicas
distintivas, asi como diferencias epidemiolégicas, clinicas,
radiograficas y prondésticas particulares. Tomando en cuenta estos
aspectos, los carcinomas pulmonares se clasifican en dos grandes
grupos: carcinoma de células pequefias y carcinoma de células no

pequefias (13) (Figura 2).

ACTIVACION ERRORES DE
METABOLICA CODIFICACION
HABITO CARCINOGENOS DNA MUTACIONES
TABAQUICO |—p — e
Q (PAH, NKK,etc.) ADUCTOS (p53, K-RAS, etc.)
| \
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Figura 1. Habito tabaquico, carcindgenos y patogénesis del cancer pulmonar
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Figura 2. Clasificacion histoldgica de los carcinomas pulmonares.



CARCINOMA DE CELULAS PEQUENAS

El carcinoma de células pequefias representa aproximadamente el
18% de todos los tipos histolégicos de carcinomas observados en
pulmon. Tiene caracteristicas neuroendocrinas y se ha propuesto que
se origina de células programadas para diferenciarse en ese sentido.
Las células tumorales generalmente presentan morfologia de células
pequefias, redondeadas u ovales, con poco o nada de citoplasma
semejantes a los linfocitos, aunque su volumen es casi del doble. El
tumor crece en cumulos que no muestran organizacién glandular ni
escamosa. Este tipo tumoral es el mas agresivo de los tumores
pulmonares y se caracteriza por su metastasis temprana y pobre
prondstico.

Muchos de estos tumores tienen una funcion endocrina consistente
en la secrecién de hormonas. Este carcinoma, al igual que el de
células escamosas, est4d estrechamente relacionado con el
tabaquismo activo y pasivo.

CARCINOMA DE CELULAS NO PEQUENAS

Carcinoma de células escamosas (epidermoide)

El carcinoma de células escamosas o0 carcinoma epidermoide
representa alrededor del 30% de todos los carcinomas pulmonares y
es muy frecuente en individuos fumadores del género masculino.
Patol6gicamente se caracteriza por la formacién de puentes
intercelulares, perlas de queratina y el desarrollo de islas grandes y
bien definidas de células malignas. La mayor parte de estos
carcinomas son de localizacion central y su metastasis es
principalmente local, involucrando estructuras circundantes vy
ganglios linfaticos regionales. Dado que no hay epitelio escamoso en
el pulmén, se considera que estos tumores se originan de cambios

metaplasicos provocados por el habito de fumar.



Carcinoma de células grandes

Este tipo histologico de carcinoma constituye alrededor del 9% de
todos los carcinomas pulmonares. Es un carcinoma pobremente
diferenciado y su diagndstico histolégico es por exclusién de
adenocarcinomas, carcinomas de células escamosas o carcinoma de
células pequefias. Este tipo de tumor puede crecer extremadamente
rapido hasta alcanzar un gran tamafio; su metastasis es temprana,
principalmente a mediastino y cerebro.

ADENOCARCINOMA

Los adenocarcinomas representan cerca del 31% de todos los
carcinomas pulmonares. Este tipo de tumor se origina de células
progenitoras de bronquiolos, alveolares o de células productoras de
mucina; tiene la misma incidencia que el carcinoma de células
escamosas, siendo mas frecuente en mujeres que en hombres. Un
adenocarcinoma pulmonar es un tumor primario maligno en el cual se
forman estructuras glandulares. Las principales variantes histoldgicas
comprenden al adenocarcinoma ordinario, que se origina en bronquio,
y el adenocarcinoma alveolar, que se origina en la pared alveolar o
en los bronquiolos terminales. Un aspecto peculiar del
adenocarcinoma de pulmén es su frecuente aparicion en las regiones
periféricas del parénquima pulmonar, lo cual tiene importantes
consecuencias para la sintomatologia, diagnostico y terapia. La
configuracion glandular y la producciobn de mucina son las
caracteristicas que distinguen histol6gicamente al adenocarcinoma de
otros tipos de carcinomas broncogénicos. La estructura de las
glandulas puede ser tipicamente acinar, con mucina llenando su
interior, o bien papilar, que consiste en células cilindricas o
conoidales encajadas dentro de unas proyecciones irregulares en
forma de dedo. La mucina puede estar localizada intra o
extracelularmente. La metastasis de estos tumores a la pleura

visceral y a Organos distantes es muy frecuente (12, 13). Para
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establecer el diagnostico de adenocarcinoma se debe satisfacer al
menos uno de estos criterios histolégicos. Dado que la mayoria de los
crecimientos primarios aparecen lejos de las vias aéreas grandes,
son raros los sintomas obstructivos y el tumor tiende a ser
clinicamente silencioso. Cuando finalmente aparecen los sintomas,
éstos incluyen: tos, hemoptisis, dolor toracico y pérdida de peso.
Desde el punto de vista radioldgico, la presentacién mas comuin es un
noédulo pulmonar solitario periférico, cercano a la superficie pleural y
a menudo con un tamafio inferior a los 4cm. EIl tercio restante de
adenocarcinomas se origina en un bronquio central y puede producir
los mismos signos y sintomas que se observan en otros canceres de
pulmon. La reseccion es posible en una elevada proporcién de casos
pero el indice de supervivencia a los 5 afios es aun inferior al 15%, lo
cual se debe a que las metastasis aparecen precozmente en el curso
de la enfermedad, aunque no tanto como en el carcinoma de células
pequefias. ElI descubrimiento de ganglios linfaticos positivos en una
muestra quirudrgica, indica un mal prondstico para la supervivencia a
largo plazo. Ni la radioterapia, ni los regimenes quimioterapéuticos
han logrado aumentar el indice de supervivencia a 5 afios, mas alla

de 5 al 15% de los pacientes afectados (14).

ANTIGENOS TUMORALES
Los antigenos tumorales son formas aberrantes de proteinas
expresadas como resultado del desarrollo de desregulaciones o
ligeras alteraciones en las proteinas normales.
Estas proteinas se clasifican en:
- Antigenos especificos del tumor (del inglés tumor-specific
antigen [TSA]), que se expresan exclusivamente en células

tumorales y evocan facilmente respuestas inmunitarias
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- Antigenos caracteristicos del tumor, o antigenos de tumor
anico, son TSA que se expresan en unos pocos tumores
clonales

- Antigenos asociados al tumor (TAA) que se expresan tanto en
células normales como tumorales, y que con frecuencia son
incapaces de inducir respuesta inmunitaria por la autotolerancia

- Antigenos virales, son proteinas virales caracteristicas de los

virus oncogénicos que se expresan en los tumores

SISTEMA INMUNOLOGICO

La principal funcién del sistema inmune es defender al organismo en
contra de agentes infecciosos. La complejidad de esta funcion
requiere de un repertorio de mecanismos para el reconocimiento y
defensa del organismo en contra de estos patdégenos.

Estos mecanismos son capaces de detectar estructuras que
comparten estos patdogenos y son distintas a las expresadas por el
organismo, esta discriminacion es esencial para permitir Ila
eliminacién del patégeno sin causar dafio al organismo.

La accion del sistema inmune es posible gracias a la participaciéon e
interrelacion de diferentes poblaciones celulares, entre las que se
encuentran las células citotoxicas naturales (NK), células
presentadoras de antigeno (APCs) y linfocitos T.

Los principales tipos celulares del sistema inmune son derivados de
células progenitoras en la médula 6sea; algunas de estas células
maduras circulan en el torrente sanguineo y se esparcen a través de
los tejidos del cuerpo, aunque también se congregan en tejidos
linfoides especializados. Para generar una respuesta inmune eficaz,
los distintos tipos celulares cooperan entre si, mediante interacciones
directas (célula-célula), o bien mediante la secrecion de algunas

moléculas (15).
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CELULAS NK

Las células NK forman parte del sistema inmune innato y se
encuentran en la sangre periférica, bazo, médula 6sea, asi como en
otros tejidos. Las células NK constituyen cerca del 15% de los
linfocitos humanos de sangre periférica, no expresan receptor de
células T (TCR) y no poseen la capacidad de desarrollar memoria
inmunolégica (16).

La célula NK cuenta con una variedad de receptores que inducen su
funcion, estos receptores incluyen a la familia de receptores de
citotoxicidad natural (NCR) NKp30 y NKp46; asi como al receptor
NKG2D y el receptor de IgG (CD16). El ligando de varios receptores
incluyen moléculas sobreexpresadas por estrés celular o infeccion
como por ejemplo MIC para el receptor NKG2D o la hemaglutinina
viral para el receptor NKp46. La union de los receptores activadores
de la célula NK induce en la célula NK la citotoxicidad dependiente de
granulos (perforina-granzimas) (17), produccién de citocinas (IFN-y,
IL-15 e IL-13) e induccion de moléculas coestimuladoras. Las células
NK también pueden restringir su funcién a través de la familia de
receptores de células NK tipo inmunoglobulinas (KIR), los cuales tras
reconocer a la molécula de clase | del MHC inhibe la funcion de las
células NK, estos receptores son esenciales para la discriminacion
entre las células normales de aquellas transformadas (18).

Células presentadoras de antigeno

Las células presentadoras de antigenos (APCs), en particular las
células dendriticas (DCs) y macri6fagos tienen un papel importante en
la regulaciéon y modulacion de la respuesta inmune. Los macrofagos
actuan como centinelas, detectando y capturando particulas extrafas,
mediante fagocitosis o0 pinocitosis; sin embargo, su eficacia para
activar a las células T naive es baja, comparada con la de las DCs,
las cuales son APC profesionales capaces de modular la respuesta

inmune adaptativa a través del reconocimiento de patdégenos, directa
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o indirectamente, censando perturbaciones en el microambiente como
agentes infecciosos, dafio celular o inflamacion (19).

CELULAS DENDRITICAS (DCs)

Las DCs representan la poblacion mas importante de APCs en el
sistema inmune, con la habilidad uUnica de inducir no solo la
respuesta inmune primaria en contra de los patégenos invasores, sino
también la tolerancia inmunoldgica.

Las células dendriticas son células presentadoras de antigenos que
estimulan a las células T naive, se encuentran distribuidas en todos
los tejidos, poseen un linaje hematopoyético heterogéneo y sus
subpoblaciones presentan caracteristicas fenotipicas, morfolégicas y
fisioldégicas diferenciales. Estas células son criticas para la induccién
de la inmunidad mediada por células (20, 21).

Las DCs circulan en la sangre como precursores inmaduros antes de
su migracion a los tejidos periféricos donde capturan y procesan
antigenos para posteriormente diferenciarse y activarse como APCs.
Una vez que el antigeno es endocitado por la APC, es procesado o
fragmentado en péptidos dentro del proteasoma, posteriormente estos
péptidos son reexpresados en la superficie celular unidos a moléculas
del MHC. Cuando los péptidos se presentan unidos a moléculas de
clase I, interaccionan con los linfocitos T citotéxicos (CTLs), los
cuales se activan y proliferan; mientras que cuando se presentan
unidos a moléculas de clase IlI, interaccionan con los linfocitos T
cooperadoras (Th) induciendo su proliferacion (22, 23).

LINFOCITOS T

Cerca del 70% de los linfocitos humanos son células T, entre sus
funciones destacan: la regulacion de la actividad de otras células del
sistema inmune, la eliminacion de células infectadas por patégenos,
asi como de células neoplasicas. Durante su maduraciéon en el timo,
las células T expresan una molécula de unién a antigenos llamada

receptor de ceélulas T (TCR), este receptor se compone de dos
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moléculas transmembranales a y B, a las cuales se asocia el
complejo CD3. Estadios posteriores de maduracién de los linfocitos
expresan las moléculas CD4 o CD8. Las moléculas CD4 y CD8 son
glicoproteinas cuyos ligandos naturales son las moléculas del MHC
de clase Il y clase I, respectivamente. La molécula CD4 pertenece a
la superfamilia de las inmunoglobulinas (Igs) y esta formada por una
sola cadena. La molécula CD8 también pertenece a la superfamilia de
las Igs, pero su estructura difiere considerablemente de la anterior, al
estar formada por dos cadenas homodlogas a y B que pueden formar
heterodimeros o, en menor proporcion, homodimeros (a/a) (24).

Las principales moléculas presentes en los linfocitos e implicadas en
su activacion son: CD2, CD45, CD28, CD4, CD8 y sus respectivos
ligandos. Estas moléculas desempefian un papel esencial en la
transduccion de sefiales y la activacion o no de la célula T.
Linfocitos T CD4" cooperadores (Th)

La principal funcién de las células T CD4+ es ayudar a otras células
del sistema inmune, razén por la cual son Ilamadas células T
cooperadoras (T helper [Th]).

Estas células se clasifican en varias subpoblaciones con base en el
perfil de citocinas que producen: las células Thl activan a
macréfagos mediante la secrecion de IFN- y asi como la estimulacion
dependiente del contacto célula-célula para lo cual utilizan una
variedad de moléculas coestimulatorias; las células Th2 producen IL-
4, IL-5 e IL-13 y se especializan en facilitar la respuesta dependiente
de anticuerpos, ayudan a la proliferacion de células B mediante la
produccion de IL-4 y el contacto célula-célula dependiente de la union
de CD40 con su ligando (CD40L) aumentando de esta manera la

defensa en contra de patégenos extracelulares (25, 26).
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Linfocitos T CD8" citotéxicos (CTLs)

Los linfocitos citotoxicos (CTLs) son células del sistema inmune con
capacidad para reconocer y eliminar células que muestran péptidos
no propios asociados a moléculas clase | del MHC. Para efectuar este
proceso, los CTLs expresan en su superficie el receptor de la célula T
(TCR) y la molécula CD8. Luego de la interaccion inicial es necesaria
la co-estimulacion celular apropiada, la cual involucra tanto a
moléculas de superficie como factores solubles. Posteriormente, los
CTLs inician un proceso de proliferacion y diferenciacion (activacion)
durante el cual modifican la expresion de sus moléculas de superficie
(fenotipo) y producen proteinas citoliticas (perforina-granzimas), las
cuales secreta cuando se presenta el contacto con la célula blanco,
la sinapsis inmunoldgica da como resultado la muerte de la célula
infectada o transformada, adicionalmente los CTLs producen IFN-y vy
TNF (27, 28).

ORGANIZACION DEL SISTEMA INMUNE EN EL PULMON

Los pulmones pueden dividirse en dos compartimientos funcionales
distintos: los conductos aéreos cuyo epitelio cilindrico ciliado se
encuentra recubierto de moco, y el parénquima pulmonar que
comprende la pared alveolar donde se lleva a cabo el intercambio
gaseoso. Distintas poblaciones de células del sistema inmune residen
en areas adyacentes, reflejando las diferentes funciones de los
tejidos locales, asi como los diferentes niveles de exposicion a los
antigenos aéreos a través del tracto respiratorio.

Conductos aéreos: EI epitelio respiratorio de la mucosa esta
compuesto de células ciliadas y ceélulas secretoras de moco que
proveen un mecanismo para la limpieza mucociliar de los antigenos
inhalados. La mucosa contiene una gran cantidad de células
dendriticas y macrofagos. Las células dendriticas residentes en la

mucosa del conducto aéreo son células especializadas en la
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inmunovigilancia mediante la adquisiciéon de antigenos, pero pierden
la habilidad de una eficiente presentacién de antigenos. Estan
posicionadas estratégicamente para la recoleccion de antigenos
dentro y directamente en la superficie del epitelio (29, 30). Las
células T también han sido encontradas en gran namero en la mucosa
intraepitelial y dentro de la lamina propria. Al igual que en el
intestino, la mayoria de las células T expresan CD8, mientras que las
células CD4 se encuentran mas frecuentemente en la lamina propria.
Ambas subpoblaciones mantienen un fenotipo de célula efectora y/o
de memoria, el cual es definido por la presencia de CD45R0O. En esta
zona aérea también se encuentran mastocitos, células B y células
plasmaticas (que producen principalmente IgA) (31).

Parenquima pulmonar: La division progresiva del bronquio da lugar
a los bronquiolos que se extienden hasta los ductos alveolares y
ademas se divide en los sacos alveolares finales. Los espacios
alveolares se encuentran separados por capilares pulmonares que se
encuentran en contacto con el espacio alveolar y con algunas células
estromales. Las células del sistema inmune en el parénquima
pulmonar se localizan en el epitelio alveolar, en los ductos aéreos
terminales y en el parénquima subyacente.

Bajo condiciones normales, la poblacién de leucocitos en el espacio
alveolar esta compuesta principalmente por macréfagos alveolares
(mas del 90% de la poblacién total), el resto de células son células
dendriticas y células T. Por otro lado, el parénquima pulmonar
contiene macroéfagos, células dendriticas y células T, asi como
también células B y mastocitos localizados de manera dispersa.
Adicionalmente, un gran numero de células T son retenidas en el

lecho vascular del parénquima pulmonar (31).
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SISTEMA INMUNE Y CANCER

El sistema inmune ejerce tres funciones esenciales en contra de
tumores: primero: el sistema inmune puede proteger al huésped de
tumores inducidos por virus mediante la eliminacion o supresion de
las infecciones virales. Lo anterior se logra gracias a su capacidad
para reconocer antigenos virales en tumores inducidos por virus
oncogénicos; segundo: induce una rapida eliminacion de patégenos y
una pronta resoluciébn de la inflamacion, lo cual previene el
establecimiento de un microambiente inflamatorio que conduzca a la
tumorigénesis; tercero: el sistema inmune puede especificamente
identificar y eliminar células tumorales que expresen antigenos
especificos del tumor o moléculas inducidas por estrés celular (32).
En el tercer proceso se incluye a la inmunovigilancia, por medio de la
cual el sistema inmune identifica a las células cancerosas y/o pre-
cancerosas y las elimina antes de que incrementen su masa tumoral y
causen algun dafo. Sin embargo, se ha observado que a pesar de la
inmunovigilancia, los tumores pueden desarrollarse en presencia del
sistema inmune, por lo que se consider6 que el concepto de
inmunoedicion del tumor proporciona una mejor explicacion sobre el
papel que juega el sistema inmune en el desarrollo del tumor. EI
concepto de inmunoedicibn consta de tres fases denominadas:
eliminacién, equilibrio y escape (33).

Eliminacidn

La fase de eliminacién es exactamente el mismo proceso inicial
implicado en la teoria de la inmunovigilancia, donde el sistema
inmune detecta y elimina a las células tumorales que se han
desarrollado.

El proceso de eliminacién incluye una respuesta inmune innata y
adaptativa. Por parte de la respuesta inmune innata participan células
NK, NKT y linfocitos T yd. En general, estas células son activadas por

citocinas inflamatorias liberadas por macréfagos y células estromales

18



que rodean al tumor o por las mismas células tumorales en
crecimiento. Las citocinas liberadas reclutan méas células del sistema
inmune, que producen otras citocinas pro-inflamatorias como la IL-12
e IFN-y. Las células NK reconocen y destruyen el tumor mediante la
liberacion de perforina-granzimas o por medio de Fas ligando (FaslL)
y TRAIL, lo que libera antigenos tumorales que inducen una
respuesta inmune adaptativa (34-36). En la interaccion entre células
NK y células dendriticas (DC), las células NK promueven la
maduracion de las DC y su migracion a los ganglios linfaticos (LN), lo
que repercute en una mejor presentaciéon de antigenos a las células T
naive para favorecer la activacion de los linfocitos T de ayuda asi
como linfocitos T citotéxicos (CTLs) (37). Los CTLs especificos en
contra del tumor son reclutados al sitio del tumor primario, atacando y
eliminando directamente a las células tumorales y produciendo a su
vez IFN-y.

Se han propuesto cuatro fases en el proceso de eliminacién (38): 1)
Reconocimiento del tumor por parte de las células del sistema inmune
innato y su limitada eliminaciéon. Cuando el tumor ha crecido de 2-
3mm, requiere irrigacion sanguinea y una remodelacion del estroma,
lo que induce sefales de alarma y pro-inflamatorias, las cuales
reclutan células del sistema inmune innato (células NK, DCs vy
macrofagos) en el sitio del tumor. Las células transformadas son
reconocidas y eliminadas por las células NK, las cuales también
producen IFN-y (39). 2) Maduracién y migracion de DCs e interaccion
con linfocitos T. El IFN-y liberado previamente por las células NK
presenta efectos antiproliferativos y antiangiogénicos e induce
apoptosis, por lo que ejerce una limitada citotoxicidad (40). La
combinacion de algunas citocinas derivadas de los tumores y de los
tejidos circundantes no tumorales bloquea la formacion de nuevos
vasos sanguineos, lo que contribuye a la muerte de mas células

tumorales. Las células tumorales apoptéticas o necroéticas son
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endocitadas por las DCs inmaduras residentes en el tejido, las cuales
inician su migracion a los LN, proceso en el cual las DCs maduran
bajo condiciones pro-inflamatorias (41). 3) Generacion de linfocitos T
tumor-especificos. Las células NK y macréfagos reclutados en el sitio
del tumor contintan produciendo IL-12 e IFN-y, asi como provocando
la muerte de mas células tumorales mediante la activacion de
mecanismos citotoxicos como la via perforina-granzimas,
TRAIL/TRAILR y el incremento de las especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno (42). En los LN, las DC presentan los antigenos tumorales
a las células T CD4" naive que se activan y liberan citocinas tipo Thil
(IL-2, IFN-y, etc.) que ayudan a la proliferacion y maduracion de
linfocitos T citotoxicos (CD8" [CTLs]) especificos en contra del tumor.
4) Llegada de los CTLs al sitio del tumor y eliminacion de las células
tumorales. Los linfocitos T CD4" y CD8" llegan al sitio del tumor
donde los CTLs efectores reconocen y eliminan a las células que
expresan los antigenos tumorales asi como a aquellas células
tumorales con inmunogenicidad reducida, esta accion es exacerbada
por la secrecion de IFN-y (43).

En esta fase, la eliminacién de las células tumorales puede ser
COMPLETA cuando todas han sido eliminadas, o INCOMPLETA
cuando solo una fraccion variable de células tumorales ha sido
eliminada. En el caso de la eliminaciéon incompleta o parcial, la teoria
de la inmunoedicion considera una siguiente etapa en la cual se
mantiene un estado temporal de equilibrio entre la respuesta inmune
y el desarrollo del tumor.

Equilibrio.

La fase de equilibrio es el proceso mas largo de la inmunoedicion y
puede transcurrir durante varios afios. En esta fase se producen
células tumorales capaces de resistir a las células efectoras del
sistema inmune. Durante este periodo de selecciéon darwiniana,

muchas variantes de células tumorales son eliminadas pero surgen
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nuevas variantes portando diferentes mutaciones que dan como
resultado tumores mas inestables que incrementan su resistencia al
sistema inmune ya que muestran baja inmunogenicidad. Estas células
pueden sobrevivir en un ambiente inmunocompetente el cual favorece
el crecimiento de clonas con fenotipo no inmunogénico (44). En esta
etapa de inmunoseleccién, los linfocitos T y el IFN-y tienen un papel
critico.

Escape.

Durante la fase de escape, el sistema inmune ya no es capaz de
reprimir el crecimiento del tumor, dando como resultado el

crecimiento progresivo del mismo y su manifestacion clinica (33).

MECANISMOS DE EVASION TUMORAL

Los tumores presentan una serie de estrategias para evadir la
respuesta inmune del huésped. Estas estrategias pueden ser parte
del proceso de carcinogénesis o bien el resultado de la presion
ejercida por parte del sistema inmune. Estas estrategias son
favorecidas durante la inmunoseleccién.

Pérdida o disminucién en la expresion de la molécula de clase |
del MHC

El mecanismo de evasion tumoral mejor conocido y estudiado
involucra la inhibicién de la presentacién de antigenos, asi como un
mal funcionamiento de la maquinaria involucrada en el procesamiento
y presentacion de antigenos, particularmente por la via de las
moléculas de clase | del MHC.

Algunos mecanismos que pueden provocar la baja o nula expresion
de las moléculas de clase | incluyen: mutaciones del gene de la B2
microglobulina, la baja expresiéon de las subunidades del complejo
multicatalitico del proteasoma (LMP-2 y LMP-7), defectos en los

péptidos transportadores TAP-1 y TAP-2, etc. (45-47). Lo anterior,
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conlleva a que células con actividad citotéxica (CTLS) no reconozcan
a la célula blanco.

Factores solubles derivados del tumor

Durante la inmunoedicidon, se ejerce una presion selectiva en el
microambiente que favorece la progresion tumoral. Una variedad de
factores solubles contribuyen al surgimiento de un microambiente
inmunosupresivo local y regional, estos factores incluyen al factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), IL-10, TGF-B, prostaglandina
E2, fosfatidilserina, Fas, FasL y MICA solubles. Estos factores,
presentes en el sitio del tumor primario, pueden extender sus efectos
inmunosupresivos a los LN locales, asi como al bazo, promoviendo la
invasion y metastasis del tumor (48-51).

El VEGF recluta DCs inmaduras y macroéfagos, las cuales causan que
las células T se supriman a través de la produccion de indolamina
2,3-dioxigenasa (IDO) y arginasa 1 (52, 53). ElI Fas y MICA solubles
inhiben la eliminacién del tumor mediada por FasL y NKG2D,
respectivamente (54). La fosfatidilserina induce una respuesta anti-
inflamatoria por parte de los macréfagos, ya que favorece la
liberacién de mediadores anti-inflamatorios como la IL-10 y el TGF-,
los cuales inhiben la respuesta por parte de las DCs y linfocitos T
(55).

Sefalizacién defectuosa de los receptores de muerte

Dos receptores de muerte que juegan un papel importante en la
inmunovigilancia en contra del desarrollo del tumor son Fas y el
receptor para TRAIL (TRAIL-R), los cuales son expresados en las
células tumorales (56). Los receptores de muerte tienen secuencias
citoplasmaticas llamadas dominios de muerte que son esenciales
para la transduccion de sefiales apoptéticas mediante la via de las
caspasas. Una vez unidos el receptor de muerte Fas con su ligando,
el dominio de muerte asociado a Fas (FADD) se une a la caspasa 8

gue se autoactiva y desencadena la cascada de las caspasas. Una
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sefializacion defectuosa en estos receptores de muerte es un
mecanismo que puede contribuir a la supervivencia y proliferacién de
las células tumorales.

La baja expresion o pérdida de Fas en los tumores también puede
contribuir a su resistencia a la apoptosis. El inhibidor celular de la
caspasa 8, la proteina inhibitoria FLICE (cFLIP) es expresada en
varios tumores. En estos casos, cFLIP puede proporcionar una
resistencia a la apoptosis mediada por receptor y llevada a cabo por
las células T in vivo (57, 58).

Ademas de la sefializacion defectuosa de los receptores de muerte,
los tumores también pueden bloquear la citotoxicidad mediada por
CTLs via perforina-granzimas, mediante la sobreexpresién de PI-9
(también conocido como SPI-6), proteina inhibidora de las serin-
proteasas que inactiva a la granzima B (59).

En las células tumorales, puede haber defectos en multiples sitios de
las vias de los receptores de muerte que favorecen el escape
tumoral.

Alteraciones en la transduccién de sefiales de las células
efectoras

La transduccion de sefales a través del complejo TCR/CD3 es
importante para iniciar una respuesta inmune eficaz, asi como para la
polarizacibn a una respuesta de tipo Thl. Cualquier alteracion en
este complejo produce cambios en la via de sefalizacion para la
activaciéon de las células T; la cadena ¢ del CD3 forma parte del
complejo TCR/CD3, el cual funciona como transductor de sefiales,
una vez que se une al antigeno.

Alteraciones en moléculas importantes para el reconocimiento y
activaciéon de las células del sistema inmune pueden causar la
pérdida del reconocimiento de antigenos tumorales. En este sentido,
se ha reportado la baja expresién o pérdida de |la cadena ¢ del CD3

en los linfocitos infiltrantes del tumor (TILsS) que ha sido atribuida a la
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presencia de citocinas inmunosupresoras inducidas por los mismos
linfocitos o por las células tumorales. Ademas, los defectos en la
expresion de la cadena ¢ del complejo TCR/CD3 se han asociado con
una baja expresion de algunas proteinas anti-apoptoticas (Bcl-xL vy
Bcl-2). Se ha reportado que la cadena ( es sustrato de la caspasa 3,
por lo que las células tumorales pueden desencadenar una apoptosis
dependiente de caspasas en linfocitos T fendmeno que se ha
designado como “contraataque tumoral” (60-62).

Ignorancia inmunolégica y tolerancia en tumores

Una respuesta inmune especifica del tumor es regulada por los
niveles de antigeno, el estado de maduracion de las APC, la
capacidad de activacion de los linfocitos T, el perfil de citocinas
presente en el microambiente tumoral asi como por la capacidad de
los linfocitos T citotéxicos de producir moléculas presentes en los
granulos citotéxicos. Muchos tumores soélidos expresan antigenos
especificos del tumor, los cuales pueden ser blancos de células T
efectoras. Los tumores estan rodeados por células no tumorales,
tales como DCs inmaduras, fibroblastos, células endoteliales vy
componentes de la matriz extracelular (ECM). En este contexto, los
fibroblastos y células endoteliales compiten con las DCs fagocitando
cuerpos apoptoéticos; ademas, varios antigenos tumorales disminuyen
su expresiéon durante la progresion del tumor. Las células estromales
incrementan la presion del fluido intersticial en el tumor, dando como
resultado el escape tumoral al ataque de las células efectoras.
Niveles suficientes de antigenos tumorales pueden producir una
respuesta inmune; sin embargo, las DCs inmaduras que infiltran el
tumor, pueden inhibir la activacion de los linfocitos T dando como
resultado la tolerancia inmunolégica (63-65). Adicionalmente, las DCs
inmaduras estimulan a una poblacion de linfocitos llamada linfocitos T

reguladores (CD4°CD25'FoxP3*) que blogquean, mediante la
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produccion de factores solubles inhibitorios o por contacto directo, la

activacion de los linfocitos T.
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ANTECEDENTES

CANCER

En el aflo 2001, el cancer pulmonar ocasioné méas de un millébn de
muertes en el mundo. A pesar de que el vinculo entre el tabaquismo y
el desarrollo del cancer pulmonar esta bien establecido, el habito
tabaquico continua incrementandose por lo que el nUumero de casos
con cancer continua en aumento, especialmente en el género
femenino. En mujeres de 15 a 64 afos, el cancer pulmonar es
actualmente una de las principales causas de muerte y en hombres
esta enfermedad permanece entre las causas de muerte mas
comunes por cancer.

En décadas recientes, diversos autores dan cuenta de un incremento
en la frecuencia de cancer pulmonar en México. Lazcano vy
colaboradores (66) han reportado un crecimiento importante en la
mortalidad observada por cancer pulmonar entre 1979 y 1993. A
través de dicho andlisis han considerado que para el afio 2010 habréa
méas de 10,000 muertes por esta causa.

En hospitales especializados como el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER), el niumero de casos atendidos
por esta patologia va en aumento, observandose que el tipo
histopatoldgico predominate es el adenocarcinoma.

Los trabajos realizados no han ofrecido una adecuada dilucidacion de
las causas que explicarian la tendencia creciente del cancer
pulmonar en México, dichas causas podrian englobarse en dos
grupos: en el primero se encontrarian aquellas no asociadas con un
incremento real en el riesgo de desarrollar la enfermedad, como
serian su mejor diagndstico; en cuanto al segundo grupo se
encontrarian las causas asociadas a un aumento en el riesgo de

desarrollar cancer pulmonar, como serian una mayor prevalencia, o
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intensidad del tabaquismo, o una mayor exposicion a otros agentes

etioldgicos de la enfermedad (67, 68).

LINFOCITOS INFILTRANTES DEL TUMOR (TILS)

La respuesta inmune del huésped en contra de una neoplasia se
manifiesta mediante una infiltracién de células inmunes; la principal
poblaciéon de células que infiltra la mayoria de los tumores sdlidos
muestra apariencia linfoide, caracterizada morfoldgica y
fenotipicamente, motivo por el cual se les denomindé linfocitos
infiltrantes del tumor (TILs). Sin embargo, también es posible detectar
otros tipos celulares tales como: macrofagos, células NK, células
dendriticas (DCs) y células B, aunque en menor cantidad (69).
Estudios inmunohistoquimicos en una amplia variedad de tumores
(cérvico uterino, colorectal, de es6fago, mama, ovario, renal) han
caracterizado a los TILs y correlacionado con el pronéstico y
sobrevida de los pacientes. Estos estudios han permitido proponer
mecanismos de control tumoral por parte del huésped asi como
considerar opciones que permitan desarrollar una inmunoterapia
efectiva (70-76).

Desafortunadamente existen discrepancias entre los resultados
obtenidos por los distintos grupos, algunos pacientes oncoldgicos con
niveles altos de TILs presentan un incremento en la sobrevida, pero
no es en todos los casos. Se han propuesto una variedad de
explicaciones, incluyendo la naturaleza del infiltrado, la antigenicidad
del tumor, la ineficacia de la presentacibn de antigenos, y la
participacion de mediadores solubles presentes en el microambiente
tumoral.

La etiologia de un tumor puede proporcionar una expectativa sobre la
influencia del infiltrado tumoral, lo que sugiere que el huésped puede
tener mualtiples estrategias para fallar o no en el control de los

tumores.
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El principal mecanismo por el cual los TILs controlan el crecimiento
tumoral es por la via de mecanismos citotoxicos; los TILs también
pueden producir citocinas como el IFN-a que potencia la respuesta
inmune. En este escenario una infiltracion del tumor con un alto
nimero de células T CD8" es lo mas deseable. Las células T CD4"
también pueden ser requeridas ya que las células CD8" necesitan de
una funcién éptima de las células CD4". La relacién CD4/CD8 debe
de ser apropiada para el funcionamiento de los TILs; esta relacion
puede variar dependiendo del tipo de cancer (70).

Una de las principales funciones de los linfocitos T CD4" esta
relacionada con la produccion de mediadores solubles (citocinas);
estas citocinas proveen a los linfocitos T CD8" de factores de
crecimiento que requieren para su activacion durante la respuesta
inmune.

Las células dendriticas (DCs) son las células presentadoras de
antigeno (APCs) mas potentes en el cuerpo. Estas células son
eficientes para estimular a células T naive ya que expresan en su
superficie una gran cantidad de moléculas coestimulatorias como
B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), y CD40. La ausencia de altos niveles de
moléculas coestimulatorias en la APC, provoca que las células T
naive se vuelvan anérgicas después del primer contacto con el
antigeno, lo que conlleva a que el huésped no responda en contra de
un antigeno particular. Las DCs también tienen la capacidad de
presentar antigenos exogenos a los linfocitos T CD8", y son criticas
iniciando una respuesta en contra de algun antigeno tumoral, ya que
los tumores expresan niveles bajos de la molécula del MHC clase | en

su superficie (77, 78).

TILs EN CANCER
Recientemente en cancer epitelial de ovario (EOC) se ha reportado

que la presencia de linfocitos T (CD3") en la region intratumoral se
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asocia con una mayor sobrevida (79), y la principal subpoblacién
relacionada con un buen pronéstico comprende a los linfocitos T
CD8" (80), también se ha reportado que un incremento en la
infiltracion de células T CD3"CD4" con propiedades inmunosupresivas
(células T reguladoras) reducen la sobrevida (81).

El cancer de mama es la neoplasia mas comun en las mujeres, y son
varios los estudios que han documentado que ese tipo de cancer es
infiltrado por una poblacién heterogénea de células del sistema
inmune, compuesta por diferentes proporciones de células T, células
B, células NK y macréfagos (82, 83).

No hay una conclusidén definitiva sobre la eficacia del sistema inmune
dependiente de las células T, o sobre la correlacion entre la
extension y el tipo de infiltracion y en la progresién del tumor en el
carcinoma de mama. Estas relaciones pueden ser consideradas para
tener una visién sobre el papel que juega el sistema inmune en la
patogénesis y la progresion de este tipo de cancer. Estudios previos
en cancer de mama han mostrado que la funcién de los TILs es
disminuida por citocinas inhibitorias, incrementando la actividad de
las células T reguladoras, alteraciones en las moléculas del MHC en
el tumor, y la expresion aberrante de FasL, entre otros (84).

Los estudios en cancer de prostata muestran la presencia de células
T CD3", incluyendo a las subpoblaciones CD4" y CD8"; sin embargo,
es dificil estudiar la funcién de estas células por varias razones: los
tumores de prostata son relativamente pequefios, la cirugia es el
Gnico método para eliminarlo en estadios tempranos; el aislamiento
de TILs es problematico debido a que el infiltrado crece dentro de la
glandula prostatica; y sobre todo una baja cantidad de TILs es vista
en cancer de préstata. Los estudios que buscan la relacién entre la
infiltraciébn y la sobrevida muestran controversia en sus datos.
Vesalainen et al. (85) reporta que los tumores con una alta densidad

de linfocitos infiltrantes esta asociado con una mayor sobrevida de
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los pacientes con respecto a aquellos con una menor cantidad o
ausencia de infiltrado. En contraste, Irani et al. (86) reporta que un
incremento en el infiltrado inflamatorio dentro del tumor es asociado
con un incremento en el riesgo de recurrencia. Recientemente,
McArdle et al. (87) reporta que la presencia de células T CD4+ en el
infiltrado es asociado a una baja sobrevida en pacientes con céancer
de préstata.

En cancer colorectal, el tejido tumoral es infiltrado por linfocitos T
CD4" y/o CD8", las células B se encuentran usualmente en los
noédulos linfaticos, que ocasionalmente se observan. El infiltrado de
linfocitos casi siempre es acompafiado por una infiltracion de
neutrofilos y macréfagos (88, 89). La infiltracion principalmente es
observada en la region del margen invasivo del tumor, Jass et al. (90)
encontr6 que esta infiltracion es un factor independiente de la
sobrevida y Ropponen et al. (91) confirmd el concepto del impacto
pronodstico de los TILs en cancer colorectal. Diederichsen et al. (92),
mediante citometria de flujo, observd una relacion baja de linfocitos T
CD4/CD8 y esta relacion es un factor pronéstico independiente a la
sobrevida, pero a través de este estudio no se puede discriminar la
localizacion precisa in situ de los TILs. Menon et al. (93) ha reportado
un decremento en la expresion de la molécula de clase | del MHC,
particularmente la expresién de HLA-A, en células tumorales, la
expresion de esta molécula en la superficie celular es un requisito
para que las células T reconozcan a las células blanco.

El mismo grupo también confirm6 que la pérdida de la molécula de
clase | del MHC en las células tumorales es asociada con un alto
namero de células T intraepiteliales, pero no con la presencia de
células NK CD56".

Sandel et al. (94) describe que la presencia de DCs en el margen
invasivo del tumor es asociado con una menor sobrevida, de igual

manera Databayev et al. (95) describe células positivas para
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moléculas de clase Il del MHC, las cuales estan distribuidas en el
estroma del tumor y los casos con abundantes moléculas de clase 1|
del MHC son asociadas a una corta sobrevida; sin embargo,
mencionan que es posible que estas células no sean DCs, ya que las
DCs no son muy abundantes en el estroma tumoral (96).

En cancer de pulmén ha sido estudiado el infiltrado inflamatorio, pero
son pocos los estudios que hacen una distincion entre los tipos de
células presentes. Johnson et al. (97) encontr6 que una infiltracién
con abundantes células T (CD3%) y células dendriticas (S100%) es
asociada con una mayor sobrevida post-operativa, Takeo et al. (98)
reportd que ademas de los TILs, los macréfagos asociados al tumor
(TAM) son células inmunes importantes debido a su capacidad
citostatica y su presencia es asociada a un buen prondstico,
Takanami et al. (99) por su parte encontré6 que la presencia de
células NK era un factor relacionado con un buen prondéstico. Mori et
al. (100) confirm6 que el grado de infiltracién de células T CD8"
depende del grado de diferenciacién del carcinoma pulmonar,
encontrando una mayor cantidad de células T CD8" en aquellos
tumores pobremente diferenciados y esta infiltracion es independiente
del prondstico. Keer et al. (101) en su reporte demuestra que las
células T CD8" se asocian con una mayor sobrevida sugiriendo un
mecanismo de defensa activo por parte del paciente con carcinoma
pulmonar de células no pequefias (NSCLC). Riemann et al. (102)
muestra que la presencia de células B en pacientes con NSCLC es el
marcador mas significativo en el pronostico. Hiraoka et al. (103)
observo que la infiltracion con linfocitos T CD4" y CD8" puede
suprimir la progresion del tumor, y que la presencia de ambas
poblaciones esta relacionada con un buen prondstico, mientras que la
presencia de una sola poblacién es un factor independiente en el

prondstico.
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Por otra parte, existen reportes sobre los métodos de evaluacion de
la respuesta inmune, estos métodos son muy variados, de ahi la
dificultad en la comparacion de los resultados; algunos miden la
respuesta inmune usando células de sangre periférica (104, 105),
otros miden la actividad in vitro de células inmunes extraidas de
pacientes con cancer pulmonar (106). Yoshino et al. (107, 108)
reporté que la funcién de los TILs en cancer pulmonar puede estar
disminuida debido a la ausencia o disminucion de IL-12 o bien por
factores derivados de las células tumorales, también detectdé un
factor con actividad inmunosupresiva en lineas celulares de
carcinoma de células escamosas de pulmén, Huang et al. (109)
demostré que las células provenientes de carcinomas pulmonares de
células no pequefias (NSCLC) producen citocinas tipo 2 in situ e in
vitro.

Li et al. (110) estudio la expresion de RNA mensajero (mMRNA) de
citocinas de tipo 1 y tipo 2 en derrame pleural y tejido tumoral de
pacientes diagnosticados con NSCLC, encontrando que la expresion
del mRNA para citocinas de tipo 2 (IL-4, IL-10, TGF-a y TGF-B1) fue
mucho mayor que la expresion para citocinas de tipo 1 (IL-2, IL-12,
IL-18 e IFN-y).

ANTECEDENTES DIRECTOS

Nuestro grupo ha estudiado las proporciones de células T CD8"
naive, de memoria y efectoras en sangre periférica y en derrame
pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar. Las distintas
subpoblaciones fueron identificadas wusando combinaciones de
distintos anticuerpos. Mediante citometria de flujo, se encontré6 que
las subpoblaciones de linfocitos T CD8" presentes en sangre
periférica no presentaban diferencias significativas entre sujetos
sanos y pacientes; en contraste, una alta proporcién de células con
fenotipo de memoria (CD45RA'CD45RO'CD27°CD28"%) y una baja
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proporcion de células con fenotipo efector (CD45RA*CD45RO CD27"
CD28") fueron encontradas en el derrame pleural, ésto con respecto a
la sangre periférica. Se observé también que de las células T CD8"
con fenotipo efector un bajo porcentaje expresaba perforina
comparada con las células que expresaban Granzima A;
adicionalmente, un alto porcentaje de células T CD8" con fenotipo
naive expresaba Fas. Estos estudios sugieren que: el proceso de
diferenciacion de las células CD8" es bloqueado, y una expresion de
Fas en las células CD8" puede desencadenar la apoptosis de las
células naive; lo anterior puede contribuir a una inadecuada
respuesta inmune antitumoral en los pacientes con adenocarcinoma

pulmonar (111).
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JUSTIFICACION

El cancer pulmonar representa el 12.3% de todos los canceres del
mundo, presenta una alta incidencia y la mas alta tasa de mortalidad,;
dentro de los carcinomas pulmonares, el adenocarcinoma representa
del 30 al 40% y su metastasis a otros 6rganos es frecuente. A pesar
de los grandes esfuerzos hechos por buscar nuevas estrategias
terapéuticas que ayuden a la erradicacién del cancer pulmonar, los
tratamientos son deficientes y el promedio de sobrevida de 5 afios es
menor al 15%. Lo anterior podria deberse en parte, a la incompleta
comprension de las interacciones que se establecen entre el sistema
inmune y el cancer. Por ello es necesario estudiar diversos aspectos
biolégicos en torno a la relacién entre el cancer pulmonar y la
respuesta inmune. Los trabajos publicados indican un punto de vista
bastante simple: la infiltracion del tumor, principalmente con linfocitos
es asociada con un resultado positivo y buen pronédstico; pero
también se requiere de una funcion Optima del sistema inmune,
definida por la presencia de potentes APCs, citocinas
inmunoestimuladoras y una O6ptima expresion de las moléculas de
superficie por parte de las células tumorales y los TILs. En este
contexto el conocimiento de la presencia de estas células
inflamatorias puede ser complementada por la descripcion de: 1) el
estatus citotéxico de estas células, definido por la presencia de las
moléculas contenidas en los granulos citotéxicos o receptores de
muerte, 2) la expresion de moléculas del MHC en las células
tumorales y 3) la localizacién de estas células inflamatorias en el
estroma tumoral o el interior del tumor.

Por otra parte el derrame pleural es considerado como la etapa final
en la evolucion de un adenocarcinoma, por lo que es importante
dilucidar si en los linfocitos infiltrantes de un tumor primario existen
las mismas variaciones observadas en las células provenientes de

derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma.

34



HIPOTESIS

En el derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar se
observa una disminucién del numero de linfocitos T citotéxicos
(CTLs), asi como una baja proporcion de CTLs granzima® vy/o
perforina®; por lo tanto, en los adenocarcinomas pulmonares
primarios, los TILs presentaran alteraciones asociadas al grado de

diferenciacién del tumor.
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OBJETIVO

Observar si las alteraciones en los linfocitos T del derrame pleural de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar se presentan en los TILs del

tumor primario.

Objetivos particulares

e Cuantificar células dendriticas (S100%), células NK (CD57%) vy
linfocitos T totales (CD3") y citotéxicos (CD8%) en el infiltrado
inflamatorio de adenocarcinomas pulmonares

e Determinar la localizacion intratumoral (I.T.) o peritumoral (P.T.)
de las poblaciones antes mencionadas en el tumor primario

e Determinar la proporcion de los linfocitos T presentes en el
infiltrado inflamatorio de adenocarcinomas pulmonares con
fenotipo de memoria

e Evaluar el potencial citocida de las células NK y CTLs mediante

la presencia de GMP-17/TIA-1, granzima-B y perforina
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MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico

Se estudiaron adenocarcinomas pulmonares provenientes de
autopsias de pacientes obtenidos entre 1987 y 2000, proporcionados
por el Departamento de Patologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER). Los adenocarcinomas
pulmonares fueron clasificados como bien diferenciados o
pobremente diferenciados con base a la morfologia de las células
tumorales, tomando como bien diferenciados aquellos tumores donde
se las células neoplasicas mantenian la funcibn o una estructura
semejante a la de las células de origen; mientras que los pobremente
diferenciados fueron aquellos tumores donde las células neoplasicas
no mantenian organizacién alguna. La clasificacion histolégica se
baso6 en los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (112). Se
seleccionaron 10 adenocarcinomas bien diferenciados y 10
pobremente diferenciados, de los cuales se obtuvieron cortes
histoldégicos seriados.

Anticuerpos

Se emplearon los siguientes anticuerpos monoclonales (mAbs) para
identificar las distintas poblaciones celulares, asi como los
marcadores de activacion (Tabla 1): mAb dirigido en contra de la
proteina S-100 (Cell Marque USA) presente en Células Dendriticas
(DCs); mAb dirigido a la cadena épsilon (¢) del complejo CD3
(Biocare Medical CA) presente en linfocitos T; mAb dirigido en contra
del antigeno CD57 (Chemicon International) presente en células
asesinas naturales (NK); Ab policlonal dirigido en contra de la
molécula CD8 (abcam Cambridge) presente en la superficie celular de
los linfocitos T citotéxicos; mAb dirigido en contra del antigeno
leucocitario de superficie CD45RO presente en la subpoblacion de
linfocitos T con fenotipo de memoria (Chemicon); mAb dirigido en
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contra de la serin-proteasa granzima B humana presente en las
células NK y linfocitos T citotoxicos activados; mAb dirigido en contra
del antigeno GMP-17/TIA-1 (T-cell intracytoplasmic antigen) (Biocare
Medical) presente en células con potencial citocida; mAb dirigido en
contra de la perforina (Chemicon), una proteina formadora de poros
citoliticos, marcador especifico de células citotoxicas efectoras. Para
conocer la concentracion Optima de los anticuerpos primarios a
utilizar, se utilizaron distintas diluciones las cuales variaron desde
1:25 hasta 1:100, las diluciones empleadas en cada caso se indican
en la Tabla 1.

Tabla 1: Anticuerpos primarios utilizados en la técnica de

inmunohistoquimica.

Anticuerpo Reactividad Clona Dilucién
_ Células
anti-S-100 o - 1:60
Dendriticas (DCs)
anti-CD3 Linfocitos T PS1 1:50
Linfocitos T
anti-CD8 o - 1:60
citotoxicos (CTLS)
anti-CD57 Células NK NK-1 1:25
_ Células T de
anti-CD45R0O ) UCHL1 1:50
memoria
anti-GrB GrB-7 1:60
anti-GMP-17
Moléculas TIA-1 1:25
ITIA-1 o
_ citotoxicas
anti-
_ 0G9 1:30
Perforina

Como anticuerpo secundario se empled el Ab biotinilado (Dako Corp)
dirigido a la fraccion Fc de los Abs primarios. Para seleccionar la

dilucién o6ptima del Ab secundario dirigido en contra de los mAb
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primarios se probaron distintas diluciones, las cuales variaron desde
1:100 hasta 1:1000. La dilucion éptima fue 1:250.

Como sistema amplificador se utiliz6 el complejo Estreptoavidina-
Biotina-Peroxidasa (ABComplex) en wuna dilucion 1:150, como
recomienda el fabricante (Dako).

Como sistema revelador se usd perdxido de hidrégeno (H,0,) como
sustrato y tetrahidrocloruro de 3,3 diaminobenzidina como
cromdgeno; en caso de las tinciones dobles se emple6é ademas el kit
“Vector VIP substrate kit for peroxidase” (Vector Laboratories USA).
Protocolo de tincion inmunohistoquimica

Los cortes fueron seleccionados tomando en cuenta el infiltrado que
presentaron, tras lo cual se procedid a desparafinarlos en un horno a
65°C durante 30 min, posteriormente fueron hidratados mediante
bafios de xilol, xilol-alcohol, alcohol etilico en diferentes grados y
finalmente se mantuvieron en agua destilada.

La reactivacion de epitopes se realizdé en un buffer de citratos (0.1M,
pH=6) durante 15 min a temperatura de ebullicion y se dej6é enfriar en
buffer de citratos. La peroxidasa enddgena se bloquedé con una
soluciéon de peréxido de hidrogeno al 3% (v/v) en alcohol metilico
durante 30 min. El pegado inespecifico se bloque6 incubando con
PBS conteniendo suero de cerdo al 2% y Triton X-100 al 0.5% (v/v)
durante 30 min. Los cortes histolégicos fueron incubados con 80 ul de
cada uno de los Abs primarios (anti-CD45RO0O, anti-GrB, anti-GMP-
17/TIA-1, anti-Perforina, anti-S100 o anti-CD57) a excepcién de los
anticuerpos anti-CD3 y anti CD-8, durante toda la noche. Una vez
concluida la incubacion, los cortes se lavaron con una solucién de
PBS conteniendo Tween 20 al 0.1%, durante 5 min y posteriormente
con PBS. Los cortes se incubaron con 80 pl del Ab secundario
biotinilado en camara hiumeda a 32°C durante 1 h; después fueron
lavados como se mencion0 anteriormente. Las laminillas fueron

incubadas con el ABComplex, a una dilucion de (1:150) en camara
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hameda a 32°C por 30 min, tras lo cual los cortes fueron lavados
nuevamente. La tincién se reveld6 con una soluciéon de peréxido de
hidrbgeno al 0.012% vy tetrahidrocloruro de 3,3’diaminobenzidina
(DAB) (0.4 pg/mL) en PBS durante 10 min, la reaccion fue detenida
con agua corriente.

Los cortes donde se realizdé una tincién simple fueron contratefiidos
con hematoxilina de Mayer virando el color con cloruro de litio, los
cortes se deshidrataron usando alcohol etilico y xilol y se montaron
para su observacion con una resina sintética (Entelan. Merck).

Las laminillas que contenian los anticuerpos anti-S100 o anti-CD57,
después de realizar el revelado, fueron sometidas a un segundo ciclo
de tincién inmunohistoquimica (doble tincién), para lo cual se realizo
nuevamente la reactivacion de epitope como se indicé anteriormente,
se bloqued el pegado inespecifico y, posteriormente a cada laminilla
se adicion6 80 ul del Ab primario anti-CD 3 o anti-CD8 y se realiz6 el
procedimiento descrito anteriormente. La reaccién se revelé mediante
el kit Vector VIP que generd una tincion de color parpura en la
poblacion linfoide, la reaccion se detuvo con agua corriente.

Las muestras fueron contrateflidas y montadas como se menciono
anteriormente. La doble tincién permitiéo contextualizar la localizacion
espacial de dos poblaciones celulares distintas, células NK vy
linfocitos T o DC vy linfocitos T (Figura 10 C, D, E, F; Figura 11 A, B,
C, D).

Como control negativo de tincién se utiliz6 suero de cerdo en lugar
del primer anticuerpo. Como controles positivos se utilizaron
amigdalas de sujetos con algun proceso inflamatorio.

Clasificacion y evaluacion del infiltrado inflamatorio

Las células presentes en el infiltrado inflamatorio de los
adenocarcinomas pulmonares bien y pobremente diferenciados fueron

clasificadas dependiendo de su localizacion en dos grupos.
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Linfocitos intratumorales (I.T.): células inflamatorias dentro de los
nidos de células tumorales o en contacto estrecho con la region
tumoral

Linfocitos peritumorales (P.T.): células inflamatorias presentes en el
estroma, intersticio o en la region circundante al tumor (Figura 10 A,
B).

De cada laminilla con tincién doble o simple se tomaron micrografias
en un aumento de 40X (magnificacién total X 400) con un microscopio
Optico Axioscope (Carl Zeiss). En cada tincién se fotografiaron 10
campos con un area de 0.037 mm? en la cual se cuantificaron las
distintas poblaciones celulares estudiadas tomando en cuenta la
marca y la morfologia de las células. Se observaron un total de 1800
campos provenientes de las tinciones. Los conteos celulares fueron
hechos por tres observadores independientes. Zonas tisulares con
necrosis o muy vascularizadas fueron descartadas de la evaluacién.
El resultado se expresé en células/mm? y se indic6 el valor promedio
+ error estandar.

Anéalisis estadistico

A los datos obtenidos de los conteos celulares se realizdé una prueba
de normalidad; ya que los datos se comportaban de manera normal
se procedi6é a utilizar la prueba de t de Student de dos colas para
comparar dos grupos. También se realiz6 un anédlisis de varianza
(ANOVA) para comparaciones entre los grupos analizados. Se

consider6 como diferencia significativa una p<0.05.
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RESULTADOS

Determinacion de las proporciones de las poblaciones celulares
en los adenocarcinomas pulmonares

La densidad tisular de las DCs en los adenocarcinomas bien vy
pobremente  diferenciados fue de 210 vy 170 cel/mm2,
respectivamente; estos datos no mostraron diferencia significativa.
Con respecto a las células NK (CD57%) la densidad tisular en los
adenocarcinomas bien y pobremente diferenciados fue de 430 y 450
cel/mm2, respectivamente. La densidad de esta poblacién fue el
doble con respecto a la densidad de las DCs.

Los linfocitos T mostraron la mayor densidad celular, de manera
particular en los adenocarcinomas pobremente diferenciados estas
células mostraron una disminucion significativa al compararse con los
bien diferenciados. En relacion a los CTLs, se observdo una
disminucién de su densidad al compararse con los linfocitos T y ésta
siguié una tendencia similar de acuerdo al grado de diferenciacion

tumoral. Los resultados se ilustran en la siguiente figura.

Figura 3: Densidad celular de poblaciones infiltrantes en
adenocarcinomas pulmonares bien y pobremente diferenciados

p=0.043
3000+
1001, S100": Células dendriticas
o oge] BD CD57*: Células NK
E 72 PD % CD3": Linfocitos T
@ CD8": Linfocitos T citotoxicos
1000-
Jmz W
S-100" CD57* CD3" cD8”

42



Distribucion regional
poblaciones celulares estudiadas
En los adenocarcinomas bien vy
pobremente diferenciados, las DCs
se localizaron principalmente en la
region 1.T. y solo en los tumores
bien diferenciados se observo una
diferencia significativa al compararla
con la region P.T. No existieron
diferencias significativas al
comparar los datos obtenidos de la
regiéon I.T. o P.T. en los dos grados

de diferenciaciéon del tumor. Ver

figura 4.
En los adenocarcinomas bien vy
pobremente diferenciados, la

densidad de las células NK en la
regiéon I.T. fue muy similar y solo en
los tumores bien diferenciados se
observé una diferencia significativa
al compararla con la regién P.T. En
la region P.T. de los
adenocarcinomas pobremente
diferenciados se observo un
incremento no significativo de las
células NK al compararse con esta
misma region en los
adenocarcinomas bien

diferenciados. Ver figura 5

(intratumoral

o peritumoral) de las

Figura 4: Distribucion regional
de las Células Dendriticas
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Figura 5: Distribucion regional
de las Células NK
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En los adenocarcinomas bien
diferenciados la mayor densidad de
linfocitos T se observd en la region
I.T. encontrandose una diferencia
significativa

con respecto a la

densidad en la regién P.T. En

contraste, en los adenocarcinomas
pobremente diferenciados la
densidad de los linfocitos T se
incrementé de manera no

significativa en la region P.T.
Ademas, en la region |I.T se observé
una disminucion significativa de la
densidad de los linfocitos T al
compararse con la misma region de
los adenocarcinomas bien
diferenciados. Ver figura 6.

En el caso de los CTLs CD8", la
distribucion en los adenocarcinomas
fue muy similar a la de los linfocitos
T CD3". De

adenocarcinomas bien diferenciados

igual forma en los

se observo un incremento
significativo de los CTLs en la
regién I.T. con respecto a la P.T. En
los tumores pobremente
diferenciados, la densidad de los
CTLs fue similar en ambas regiones.
[.T. de los

adenocarcinomas bien y pobremente

Al comparar la regién

Figura 6: Distribucion regional
de los Linfocitos T
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Figura 7: Distribucion regional de los
Linfocito T citotoxicos
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diferenciados se observd una reduccion significativa de la densidad

de los CTLs en estos ultimos. Ver figura 7.

Proporcién de linfocitos T con fenotipo de memoria

Una vez conocida la cantidad de linfocitos T presentes en el infiltrado
inflamatorio, se procedi6 a determinar que proporcion de éstos
mostraba un fenotipo de memoria (CD45RO"). Los datos obtenidos
indican que practicamente el 100% de los linfocitos T en el infiltrado
inflamatorio de adenocarcinomas bien y pobremente diferenciados
presentaban dicho fenotipo en la regién intratumoral como en la

peritumoral. Ver figura 8.

Figura 8: Proporcion de linfocitos T con fenotipo de memoria.
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Determinacion de proporciones de células citotoxicas con
potencial citocida

Dado que un papel importante de las células citotoxicas del sistema
inmune en contra del tumor es ejercer una actividad citolitica, se
detect6 su potencial citocida mediante la tincion de las moléculas
GMP-17/TIA-1, granzima B (GrB) y perforina (Figura 12) presentes en

granulos asociados con actividad citotoxica.
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Tras cuantificar las celulas capaces Figura 9: Porcentaje de células citotéxicas
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proporciébn de células positivas

para cada uno de los marcadores. Aproximadamente el 50% de las
células citotoxicas fue positivo para el marcador GMP-17/TIA-1.
Mientras que aproximadamente el 70% de las células citotoxicas no
contenia granzima B y un porcentaje mayor (=80%) carecia de

perforina. Ver figura 9.
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Figura 10: A. TINCION DE HEMAOTOXILINA Y EOSINA (H&E) se muestra la regién intratumoral de un adenocarcinoma pobremente
diferenciado; B. Tincién H&E se muestra la region intratumoral y peritumoral de un adenocarcinoma pobremente diferenciado. C, D.
DOBLE TINCION INMUNOHISTOQUIMICA: células dendriticas (DC) color café y linfocitos T totales color morado. C se muestran
células tefiidas en laregién IT de un adenocarcinoma pobremente diferenciado. D se muestran células tefiidas en la region PT de un
adenocarcinoma bien diferenciado. E, F. DOBLE TINCION INMUNOHISTOQUIMICA: células dendriticas (DC) color café y linfocitos T
citotoxicos (CTLs) color morado. E se muestran células tefiidas en la region IT de un adenocarcinoma pobremente diferenciado. F
se muestran células tefiidas en la regién PT de un adenocarcinoma bien diferenciado. Aumento total X400.
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Figura 11: A, B. DOBLE TINCION INMUNOHISTOQUIMICA: células NK color café y linfocitos T totales color morado. A células
tefiidas en la region PT de un adenocarcinoma pobremente diferenciado. B células tefiidas en la regién PT de un adenocarcinoma
bien diferenciado. C, D. DOBLE TINCION INMUNOHISTOQUIMICA: células NK color café y linfocitos T citotéxicos (CTLs) color
morado. C células tefiidas en la regién IT de un adenocarcinoma pobremente diferenciado. D células tefiidas en la regién PT de un
adenocarcinoma bien diferenciado. E, F. TINCION INMUNOHISTOQUIMICA DEL MARCADOR PARA EL FENOTIPO DE MEMORIA
CD45RO, color café. E células tefiidas en laregion IT de un adenocarcinoma pobremente diferenciado. F células tefiidas en la region

peritumoral de un adenocarcinoma bien diferenciado. Aumento total X400.
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Figura 12: TINCION INMUNOHISTOQUIMICA DE MOLECULAS CITOTOXICA

17/TIA-1 color café. A células tefiidas en laregién IT de un adenocarcinoma pobremente diferenciado. B células tefiidas en la regiéon
IT de un adenocarcinoma bien diferenciado. C, D. Granzima B (GrB) color café. C células tefiidas en la regiéon IT de un
adenocarcinoma pobremente diferenciado. D células tefiidas en laregion IT de un adenocarcinoma bien diferenciado. E, F. Perforina

color café. E células tefiidas en la regiéon IT de un adenocarcinoma pobremente diferenciado. F células tefiidas en la region IT de un
adenocarcinoma bien diferenciado. Aumento total X400.
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DISCUSION

En varios tipos de cancer, los linfocitos infiltrantes del tumor (TILS)
han sido estudiados a lo largo de 30 afios y han sido considerados
como una manifestacion del sistema inmune en contra de células
malignas asi como un factor de buen pronéstico, por lo cual
representan una gran esperanza en el tratamiento en contra del
cancer. La mayoria de los trabajos publicados muestran, hasta cierto
punto, una visién simplista debido a que asocian la presencia de los
TILs con mejor pronéstico y mayor sobrevida del paciente con cancer
(113).

En cancer pulmonar los reportes estudian el infiltrado inflamatorio, y
asociaciones entre los TILs con el tamafo del tumor, grado de
diferenciacién y el impacto en la sobrevida del paciente (97, 100).
Dichos estudios son dificiles de comparar ya que algunos expresan
sus resultados de manera cualitativa (infiltracién alta, baja o
moderada) o semicuantitativa (porcentaje de células). Ademas, los
reportes donde analizan de manera mas estricta la cantidad de
células infiltrantes son pocos y estudian una poblacién en particular.
En nuestro caso, cuantificamos cuatro distintas poblaciones celulares
presentes en el infiltrado inflamatorio de los adenocarcinomas
pulmonares, realizando un analisis de la densidad celular de cada
poblaciébn de manera mas estricta y obteniendo un resultado mas
realista ya que el valor obtenido es independiente de la variacion de
otra(s) poblacidén(es) inmunocelular(es). Aunado a esto,
determinamos la distribucion de las células inflamatorias en las

regiones intratumoral (1.T.) y peritumoral (P.T.).

Densidad de células inflamatorias.
En relacion a las células NK, algunos autores mencionan que las
células tumorales disminuyen la expresion de moléculas de clase |

del MHC como consecuencia de cambios en la expresién de varios
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genes asi como la presion ejercida por el sistema inmune (47, 114-
116). En céancer de colon (89) se ha observado una correlacion
inversa entre la proporcién de células NK y la expresién de moléculas
del HLA, debido a ésto esperariamos encontrar un incremento en la
cantidad de células NK en los tumores pobremente diferenciados, ya
que se ha reportado que los carcinomas pulmonares de células no
pequefas en este estadio de diferenciacion reducen la expresion de
moléculas de clase | (115), lo cual no sucedidé. Si nuestros resultados
obtenidos para las células NK fuesen presentados en porcentaje (con
relacién al total de los linfocitos), se observaria un incremento en el
porcentaje de células NK en los adenocarcinomas pobremente
diferenciados (10% en adenocarcinomas bien diferenciados y 20% en
los pobremente diferenciados), dado que disminuy6 la poblaciéon de
linfocitos T (ver posteriormente). Sin embargo, al determinar vy
comparar la densidad de células NK en el infiltrado inflamatorio de
los adenocarcinomas bien y pobremente diferenciados no se encontro
diferencia y las células NK se encontraron principalmente en la region
I.T. Son necesarios mas estudios en cancer pulmonar y en otros tipos
de cancer para corroborar la certeza de nuestros resultados, a fin de
definir la participacibn de las células NK en los tumores
desdiferenciados

Con base a nuestros resultados, la poblacion de DCs es la de mas
baja densidad en el infiltrado inflamatorio. Su presencia,
principalmente en la regién I.T., sugiere que se trata de DCs
inmaduras cuya funcidn es recolectar antigenos tumorales o cuerpos
apoptoticos presentes, mientras que la baja cantidad de estas células
en la zona P.T. puede deberse a la migraciéon de éstas células a los
ganglios linfaticos (LN) para activar a los linfocitos T e inducir una
eficiente respuesta inmune en contra de las células tumorales(21),
aunque también pueden llevar a cabo otras funciones que se

mencionaran mas adelante.
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Los linfocitos T fueron la poblacién celular con mayor densidad en el
infiltrado inflamatorio. Esta poblacion mayoritariamente estaba
formada por la subpoblacion de linfocitos T citotéxicos. Los
resultados obtenidos en este estudio son dificiles de comparar con el
bajo numero de reportes previos ya que en ellos se reporta el grado
de infiltracién celular (abundancia o no del infiltrado), o su proporcion
con respecto a las células tumorales, etc. Mori et al. (100) reporta
gque los adenocarcinomas pobremente diferenciados presenta una
mayor infiltracion de linfocitos T CD8" que los bien diferenciados;
estos resultados son contrarios a los resultados obtenidos por
nosotros. En cambio los resultados obtenidos por Trojan (117)
concuerdan con nuestros datos. Otra aportacién de este estudio es
observar una relacion directa entre el grado de diferenciacion del
tumor con la densidad celular en la region I.T. Este hecho pudiera
deberse a que los adenocarcinomas pulmonares bien diferenciados
liberan factores quimiotacticos que favorecen su infiltracién por los
linfocitos T, mientras que en los pobremente diferenciados dichos
factores se encuentran disminuidos. Otra posibilidad es que los
adenocarcinomas pobremente diferenciados induzcan la muerte de
los linfocitos T. Se ha reportado que las células tumorales
sobreexpresan la molécula FasL la cual induce la apoptosis de los
linfocitos T que expresan Fas (contraataque tumoral). Nuestro grupo
ha reportado previamente que los linfocitos T expresan de manera
temprana Fas, aunque las células tumorales obtenidas de pacientes
asi como lineas celulares de cancer pulmonar no expresan FasL, lo
que hace poco probable que el contraataque tumoral sea el
responsable de la disminucion en la densidad de los linfocitos T
observada en los adenocarcinomas pobremente diferenciados.

Otra posibilidad de la baja densidad de los linfocitos T en el infiltrado
de los adenocarcinomas pobremente diferenciados puede deberse a

la muerte celular inducida por activacion (AIDC), proceso en el que
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los linfocitos T activados de manera cronica coexpresan Fas y FasL
induciendo la apoptosis en las células vecinas o en si mismas.
Riechert et al. (118) observdé en pacientes con carcinoma oral de
células escamosas que los TILs presentes en el infiltrado inflamatorio
con una baja cantidad de DCs, se asociaban con una disminucién en
la expresion de la cadena ¢ del complejo CD3. Otros grupos han
reportado alteraciones de la cadena zeta de linfocitos T infiltrantes de
otros tipos de tumores (60). Nuestro grupo reportd previamente que
los linfocitos T de pacientes con adenocarcinoma disminuyen la
expresiéon de la cadena épsilon del CD3 (119). Estas alteraciones
conducen a defectos en la sefializacion intracelular de los linfocitos T
asociadas a una proliferacién disminuida; lo anterior pudiera estar
sucediendo en los adenocarcinomas pobremente diferenciados vy
explica la pobre infiltracién por linfocitos T en estos tumores.

Ely et al. (120) y Kohlmeier et al. (121) han reportado el fenotipo de
memoria en los linfocitos T presentes en pulmdn sano y su presencia
se debe a que el pulmdén se encuentra expuesto constantemente a
antigenos del exterior debido al intercambio gaseoso que se lleva a
cabo en ese d4rgano. Los linfocitos T infiltrantes de los
adenocarcinomas pulmonares estudiados presentan este mismo
fenotipo que puede deberse a una estimulacién crbnica por parte
tumor. Este mismo fenotipo se ha encontrado en infecciones crdnicas

debidas a diversos agentes virales (122).

Potencial citocida de las células citotéxicas

Las células citotoxicas (CTL y NK) son capaces de llevar a cabo su
funcion efectora en contra del tumor mediante la via mediada por
receptor (Fas/FasL) o bien la via mediada por granulos (perforina-
granzimas). La perforina es una proteina necesaria para la formacion
de poros en la membrana de las células blanco, una vez hecho este

poro, las granzimas (granzimas B en nuestro caso) entran vy
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desencadenan una serie de eventos que dan como resultado la
apoptosis de la célula blanco (123); por otra parte la molécula GMP-
17/T1A-1 contribuye a la formacion de uniones entre la célula efectora
y la célula blanco, seguido de la regulacién de canales idnicos
requeridos para que se lleve a cabo la funcién citotéxica (124).

Varios autores han reportado que las células tumorales, asi como
células estromales activadas por las células tumorales liberan
factores solubles que tienen la capacidad de inhibir la funcién de las
células inflamatorias presentes en el microambiente (109, 125). Se ha
reportado que el TGF-beta y la IL-10 afectan la expresion de las
granzimas. Estos factores son liberados por los tumores pulmonares
(125) asi como por células T reguladoras, que se ha reportado
infiltran a los tumores pulmonares (126, 127).

Ya que los linfocitos T citotoxicos de memoria coexpresan granzima y
perforina, la disminucién gradual de estas moléculas en los TILs del
adenocarcinoma pulmonar sugiere que este tumor altera Ila
produccion de estas moléculas en etapas tempranas de su desarrollo.
Lo anterior permitird al tumor evadir la accién de la maquinaria

citocida por parte de las células citotoxicas.
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CONCLUSIONES

El infiltrado celular del adenocarcinoma pulmonar esta
constituido principalmente por linfocitos T vy linfocitos T
citotoxicos, la densidad de las células NK y de las células
dendriticas es baja

Las células inflamatorias estudiadas se encuentran en la region
intratumoral; en esta regién, la densidad de células NK vy
células dendriticas es similar en los tumores bien y pobremente
diferenciados

Los adenocarcinomas pulmonares pobremente diferenciados se
asocian con una disminucion en la densidad intratumoral de los
linfocitos T que infiltran el tumor con respecto a los
adenocarcinomas bien diferenciados

La mayor proporcién de linfocitos T presentes en el infiltrado
inflamatorio de los adenocarcinomas pulmonares corresponde al
fenotipo de memoria

En los adenocarcinomas pulmonares, independientemente del
grado de diferenciaciéon, se observa una disminucion en el
porcentaje de células citotéxicas que presentan moléculas
citocidas

Los linfocitos T presentes en el infiltrado inflamatorio del
adenocarcinoma pulmonar pobremente diferenciado presentan
alteraciones similares a las observadas en linfocitos T del

derrame pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar
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