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y su metil transferasa
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todo lo invades,
todo lo llenas

y, al final,
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Manuel Meneses Flores, 2008.



El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Cancer pulmonar de la Unidad de
Investigacion de Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, con la asesoria y
colaboracion de la Dra. Rosamaria Rivera Rosales, jefa del Servicio de Patologia.
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Resumen

Introduccion. Se ha demostrado que las células dendriticas (DC), linfocitos T citotoxicos
(CTLs) y ceélulas citotéxicas naturales (NK) infiltran los tumores humanos y son
importantes en la inmunovigilancia contra el cancer; sin embargo, la relacion entre
densidad celular de las células dendriticas infiltrantes de tumor (TIDC) y su influencia
sobre la densidad celular de las células citotdxicas, presentes en el microambiente
tumoral, ha sido poco estudiada. En este trabajo nosotros estudiamos si hay una
asociacion entre la densidad celular de las TIDC con la densidad celular de CTLs y
células NK, asi como la produccion de perforina y granzima de estas especies celulares

en el infiltrado inflamatorio de adenocarcinomas pulmonares.

Métodos. La DC fueron identificadas con anti-S100 en doble inmunohistoquimica con
CD3 o CD8 como segundo marcador; similarmente, las células NK fueron identificadas
con anti-CD57, con CD3 o CD8 como segundo marcador. La inmunolocalizacion de
células positivas para CD45RO, perforina, granzima B y TIA-1se hizo por tincion
inmunhistoquimica simple en cortes seriados. Las células positivas para cada marcador
fueron contadas en 10 campos de alta magnificacion (40X). La muestra fue estratificada
en tumores con alto grado de infiltracién por DC y tumores con bajo grado de infiltracion
por DC. Las diferencias entre los grupos fueron determinadas mediante la prueba t de

“Student”. Un valor de p < 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Resultados. Las TIDC mostraron diferente patron de infiltracion. ElI grado de TIDC
coincide con la densidad celular de las células citotoxicas, sin embargo, el analisis de las
células citotoxicas intratumorales no revel6 diferencia entre los grupos estudiados; TIA-1
y granzima B fueron observadas en una mayor fraccién de células citotdxicas en la
region intratumoral de los tumores con alto grado de TIDC. Ademas, se observaron
diferencias en la fraccion de células T con fenotipo de memoria (CD45R0) en la region

peritumoral de los tumores con alto grado de TIDC.

Conclusion. La escasez de células T, terminalmente diferenciadas, y la baja proporcion
de células citotdxicas positivas para granzima B y perforina, en el sitio del tumor, sugiere
gue podrian requerirse estrategias inmunoterapéuticas no solo para para potenciar la
inmunidad antitumoral, sino también medios efectivos para promover la infiltracion de

DCs y la maduracion de las células T en el tejido neoplasico.



Abstract

Background: Dendritic cells (DCs) Cytotoxic T cells (CTLs) and natural killer (NK) cells
cells have been shown to infiltrate human tumors and are important in anticancer
immunosurveillance, although little attention has been given to the relation between the
cell density of tumor-infiltrating dendritic cells (TIDCs) and its influence on the cell
density, perforin and granzyme expression of the cytotoxic cells subset within the tumor
microenvironment. We examined whether there is an association between cell density of
TIDCs, with cell density, perforin and granzyme expression of the cytotoxic cells subset

in tumor samples of lung adenocarcinoma.

Methods: DCs were identified with anti-S-100 in double immunohistochemistry with CD3
or CD8 as second marker; similarly, NK cells were identified with anti-CD57 with CD3 or
CD8 as second marker. Single Immunohistochemical staining in serial tissue sections
was used to localize CD45R0O, perforin, granzyme B, and TIA-1 positive cells. Positive
cells for each marker were counted in 10 high power fields (40X). The sample was
stratified in high and low grade of tumor infiltrating dendritic cells. The differences
between the groups were established using the student t test. P < 0.05 was considered to

be statistically significant.

Results. Tumor-infiltrating dendritic cells show distinct infiltrating pattern. The TIDC grade
coincides with the cell density of cytotoxic cells, Nonetheless, cytotoxic intratumoral cell
analyses revealed no difference between high and low TIDC groups, TIA-1 and
granzyme B were expressed on a higher fraction of the cytotoxic cells in the intratumoral
region of high grade TIDC. A higher fraction of T cells showed a CD45RO" phenotype
was observed in the high TIDC group.

Conclusion: the paucity of terminally differentiated T cells, and the low perforina and
granzyme B positive cytotoxic cells at tumor site suggests that immunotherapy strategies
may require not only the boosting of tumor immunity, but also effective means to promote

DC infiltration and T-cell differentiation in the neoplastic tissue.



INTRODUCCION

El céncer es el resultado de la desregulacion de oncogenes, genes
supresores de tumores y genes guardianes de la estabilidad gendmica,

aunada a la evasion de la respuesta inmune (Hanahan, 2000).

El estudio de esta enfermedad se encuentra permeado por tres teorias
fundamentales de la biologia: La Teoria Celular, la Teoria Genética y la
Teoria de la Seleccion Natural. La primera, establece las bases celulares
de la patologia; la segunda explica la transformacion del fenotipo normal al
fenotipo neoplasico, y la tercera pone de manifiesto los mecanismos que
explican la sobrevivencia y reproduccion diferencial de los fenotipos
neoplasicos, es decir, la heterogeneidad tumoral.

Existen evidencias de que, en humanos, la generacién de un tumor es un
proceso de multiples etapas, las cuales reflejan las alteraciones genéticas
que dirigen la transformacién progresiva de las células normales en
células malignas (Renan, 1993, cit en Hanahan, 2000; Dunn, et al. 2002).
El analisis patolégico, a nivel organico, revela lesiones representativas de
los pasos intermedios —hiperplasia, metaplasia, displasia y anaplasia— en
el proceso a través del cual las células normales se transforman
progresivamente en cénceres invasivos (Foulds, 1954, cit. en Hanahan,
2000).

Esas observaciones concuerdan con las evidencias experimentales que
indican que el genoma de las células tumorales esté alterado en maultiples
sitios, habiendo sufrido trastornos que van, desde lesiones tan sutiles
como mutaciones puntuales (transiciones y transversiones), a lesiones
mayores como la delecién cromosdmica (Kinzler and Vogelstein, 1996). En
conjunto, las observaciones en céanceres humanos y modelos animales
apoyan el hecho de que la transformacién de un tejido normal en tejido
neoplasico, sucede mediante un proceso de seleccion analogo al
planteado por Charles Darwin en su Teoria de la Seleccidon Natural; i. e., la
sucesion de cambios genéticos origina una gran variabilidad fenotipica
sobre la cual operan presiones de seleccion que dirigen la transformacion
progresiva de células normales a células neoplasicas (Foulds, 1954;
Nowell, 1976, cit. en Hanahan, 2000).



Hanahan y Weinberg han sugerido que el vasto repertorio de genotipos de
las células neopldsicas es una manifestacion de seis alteraciones
esenciales en la fisiologia celular, las cuales determinan colectivamente el
crecimiento maligno. Estas alteraciones son: autosuficiencia en sefiales de
crecimiento, insensibilidad a las sefiales inhibitorias del crecimiento,
evasion de la apoptosis, potencial de replicacién ilimitado, angiogénesis
sostenida, invasion tisular y metastasis (Hanahan 2000). Recientemente,
Zitvogel agreg6 una séptima caracteristica a esta lista; esta es: la evasién

de la respuesta inmune (Zitvogel, 2006; Hanahan, 2011).
CANCER PULMONAR

El cancer pulmonar representa el 12.3% de todos los canceres en el
mundo y es la principal causa de muerte a nivel mundial. Se estima que en
el afilo 2000 surgieron 1.2 millones de casos nuevos y, que en el mismo
afio, esta enfermedad caus6 1.1 millones de muertes en todo el mundo, lo
cual representa el 17.8% de la mortalidad originada por el cancer (Minna,
2002).

En la daltima mitad del siglo pasado, se incrementd el cancer pulmonar en
hombres y paulatinamente esta tendencia se ha evidenciado también en
mujeres, principalmente asociado a la exposicion al humo de tabaco.
Actualmente un 25% de las defunciones por cancer, en Norteamérica, se
deben al cancer pulmonar. A pesar de que la incidencia de cancer
pulmonar en mujeres es mas baja que en hombres, esta enfermedad ha
llegado a ser la segunda causa de muerte en mujeres. La alta incidencia
del cancer pulmonar no muestra tendencia a disminuir o a estabilizarse,
por lo que esta enfermedad sigue siendo uno de los principales problemas
de salud publica (Molina, 2008).

Etiologia

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 en



productos con actividad citotoxica, mutagénica o carcinogénica. En
algunos individuos la presencia de variantes génicas provoca que las
proteinas destoxificadoras sintetizadas presenten baja o nula actividad,
permitiendo que el tiempo de vida media de los carcindbgenos se
incremente y, con esto, la posibilidad de unirse covalentemente a
proteinas y acidos nucleicos formando aductos e induciendo mutaciones
puntuales, especialmente transversiones G-T, lo que conlleva a generar
toxicidad celular (Minna, 2002). La permanencia de las mutaciones
inducidas por agentes genotdéxicos marca la iniciacion del proceso

denominado carcinogénesis (ver Figura 1)

ACTIVACION ERRORES DE
METABOLICA CODIFICACION
HABITO CARCINOGENOS DNA MUTACIONES
i —> —> >
TABAQUICO (PAH, NKK,etc.) ADUCTOS (p53, K-RAS, etc.)
| \
APOPTOSIS

DESTOXIFICACION X

METABOLICA REPARACION MUERTE
l l CELULAR
. DNA A
EXCRECION CANCER
NORMAL PULMONAR

Figura 1. Habito tabaquico, carcin6genos y patogénesis del cancer pulmonar.



Carcinogénesis

Actualmente se conoce un gran numero de factores que actuan sobre el
material genético y que han sido asociados con el desarrollo de cancer.
Estos factores se clasifican —con base en su origen— en extrinsecos
(factores fisicos, quimicos, bioldégicos) e intrinsecos (errores esporadicos
durante la division celular, factores hormonales, hereditarios vy

epigenéticos).

Los defectos en el control de la duplicacién y/o diferenciacién celular
originados por los factores intrinsecos o por la accion sinérgica de éstos
con los factores extrinsecos origina dos tipos de eventos: el primero es la
activacion permanente de genes que codifican proteinas que inducen a la
célula a dividirse, llamados proto-oncogenes. La activacion de estos genes
mediante procesos de amplificacion, translocacion o mutacion puntual, da
origen a los oncogenes. El segundo evento es la inactivacion fisica o
funcional por delecién, mutacién o modificacion en la transcripcion, de los
genes supresores del crecimiento y muerte celular, denominados genes
supresores de tumor (Webster, C.K. & White, L.R., 1995). La acumulacién
de estas alteraciones en la célula es gradual y requiere un largo periodo
en el que pueden distinguirse diferentes etapas que conducen a la célula a
mantener viabilidad y proliferacion celular hasta ganar autonomia v,
finalmente, al desarrollo de un tumor. Este proceso llamado carcinogénesis
comprende las etapas denominadas: iniciacion, promocion y progresion
(DeVita, T.V., 1989).

Se considera que la etapa de iniciacion es el resultado de la accidon
espontanea de cualquier agente genotéxico sobre los proto-oncogenes y/o
genes supresores de tumor en cualquier célula del organismo (Minna,
2002). Esta alteracion en la célula iniciada requiere ser irreversible, lo cual
se logra porgue este mismo agente u otros, actlan propiciando que las

células entren a la fase de sintesis de DNA del ciclo celular.

La etapa de promocion puede ser bloqueada por agentes llamados
anticarcinégenos, razon por la cual, la promocién puede ser considerada

como un estado reversible del desarrollo neoplasico. Esta etapa es la que



mejor se ha estudiado, ya que se manifiesta en un periodo de tiempo

relativamente largo (DeVita, 1989).

Se ha demostrado en modelos experimentales, in vivo e in vitro, que la
carcinogénesis involucra varios cambios progresivos (Greenberg, 2002)

denominados:

1) Hiperplasia, que es la proliferacion celular excesiva sin alteraciones

cromosdmicas ni cambios citoldgicos.

2) Metaplasia que implica la exacerbacion de un tipo celular
determinado, y origina un cambio en el tejido sano por otro distinto
al que se produce normalmente (como lo que ocurre frecuentemente

al momento de regenerar un tejido),

3) Displasia, que es un estado de degeneracion celular debido a la
pérdida de caracteres morfolégicos y al incremento de
anormalidades cromosdémicas en las células iniciadas,

frecuentemente consideradas como lesiones preneoplasicas.

4) Anaplasia, que es la regresion de las células a una forma muy
primitiva e indiferenciada, conocida también como atrofia regresiva
o desdiferenciacion; este proceso comprende alteraciones en el
numero y estructura de uno o mas cromosomas, asi como la pérdida
parcial o total de los caracteres morfolégicos celulares de manera
irreversible, por lo que se considera como el inicio del

establecimiento de una neoplasia o tumor in situ.

Se estima que la célula transformada y en constante division, requiere de
un periodo relativamente largo (afios) para llegar a alcanzar una masa

celular clinicamente detectable Illamada tumor (Greenberg, 2002).

Algunos tumores pueden alcanzar la ultima etapa de su desarrollo natural
[lamada progresion, que contribuye a la adquisicion del fenotipo maligno.
Este proceso es bastante dindmico y complejo, ya que esta sujeto a una
infinidad de factores provenientes tanto de la misma célula neoplasica

como del microambiente tumoral.



Patologia

El carcinoma pulmonar se origina de la mucosa bronquial, por lo que es
considerado broncogénico, a excepcion de un pequefio porcentaje de
casos. Cerca de la mitad de los tumores pulmonares son de localizacion
central, es decir, se originan en las vias aéreas centrales; la otra mitad
son periféricos, originandose en las vias aéreas pequefias. Sin embargo,

en estadios avanzados es dificil hacer esta distincion (Farzan, 1985).

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 patoldégicas distintivas, asi
como diferencias epidemioldgicas, clinicas, radiograficas y prondsticas
particulares. Con base en estos aspectos, los carcinomas de pulmdén se
clasifican en dos grandes grupos: carcinoma de células pequefias (SCLC)
y carcinoma de células no pequefias (NSCLC). Este ultimo comprende tres
histotipos: carcinoma epidermoide, carcinoma de células grandes vy

adenocarcinoma (Hollguins, 2001).

CARCINOMA DE CELULAS PEQUENAS

El carcinoma de células pequefias representa aproximadamente el 18% de
todos los tipos histolégicos de carcinomas observados en pulmdn
(Hollguins, 2001). Tiene caracteristicas neuroenddcrinas y se ha propuesto
gue se origina de células programadas para diferenciarse en ese sentido
(Minna, 2002). Las células tumorales generalmente son pequefas,
redondeadas u ovales, con poco o nada de citoplasma semejantes a los
linfocitos, aunque su volumen es casi del doble. EI tumor crece en cumulos
gue no muestran organizacién glandular ni escamosa; es el mas agresivo
de los tumores pulmonares y se caracteriza por su metastasis temprana y
pobre prondstico. Muchos de estos tumores tienen una funcién enddcrina

consistente en la secrecion de hormonas (Hollguins, 2001).



CARCINOMA DE CELULAS NO PEQUENAS
Carcinoma epidermoide

El carcinoma de células escamosas o carcinoma epidermoide, representa
alrededor del 30% de todos los carcinomas pulmonares y es muy frecuente
en individuos masculinos fumadores (Hollguins, 2001). Patologicamente se
caracteriza por la formacion 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
y 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 (Minna, 2002).

Carcinoma de células grandes

Este tipo histoldégico de carcinoma constituye alrededor del 9% de todos
los carcinomas pulmonares. Es un carcinoma pobremente diferenciado y su
diagnostico histolégico es por exclusion 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 al mediastino y al
cerebro (Hollguins, 2001; Farzan, 1985).

En la clasificacibn de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO), el
carcinoma de células grandes estd considerado como una sola entidad.
Algunos grupos han propuesto que este tumor puede ser una variante muy
desdiferenciada de adenocarcinomas o carcinomas de células escamosas
gue ya no pueden reconocerse como tales. Algunos de estos carcinomas
contienen mucina intracelular (como los adenocarcinomas), otros un gran
namero de células multinucleadas (similares a los carcinomas de células
gigantes); en cambio, otros presentan citoplasma claro (como Ilos
carcinomas de células claras) y algunos otros tienen aspecto histolégico
netamente fusiforme (de manera similar a los carcinomas de células

fusiformes).



Adenocarcinoma

Los adenocarcinomas representan cerca del 31% de todos los carcinomas
pulmonares y, el carcinoma bronquioalveolar, subtipo de adenocarcinoma,
comprende del 2 al 10% de los tumores pulmonares primarios (Hollguins,
2001). Este tipo de tumor se origina de células progenitoras de bronquiolos
(células de Clara) o alveolares (pneumocitos tipo 1) o de células
productoras de mucina (Minna, 2002). Este tipo histolégico es actualmente

el mas comun y su frecuencia se incrementa rapidamente.

El adenocarcinoma tiene la misma incidencia que el carcinoma de células
escamosas, siendo mas frecuente en mujeres que en hombres. Los
adenocarcinomas bien diferenciados generalmente son de localizacién
periférica con arquitectura glandular y produccién de mucina. Las
principales variantes histolégicas comprenden al adenocarcinoma
ordinario, que se origina en bronquio, y el adenocarcinoma bronquiolo-
alveolar, que se origina en la pared alveolar o los bronquiolos terminales.
La metéstasis a oOrganos distantes es muy frecuente en estos tumores
(Farzan, 1985).
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PROGRESION TUMORAL

Un tumor se origina por la transformacion de una célula normal en otra que
es capaz de eludir sus propios mecanismos de control del crecimiento y
diferenciacion celular. La célula transformada prolifera para formar un
tumor, que puede ser benigno o maligno. Suele considerarse que un tumor
es benigno cuando permanece con una estructura similar a la del tejido del
cual deriva, si crece lentamente por simple expansion, permanece
encapsulado por una capa de tejido conjuntivo y, por ultimo, si los nucleos
de sus células se dividen con pocas anormalidades y con pocos

cromosomas anormales (Nicolson, 1979).

El tumor maligno, por el contrario, es de estructura muy desigual a la del
tejido de origen, crece rapidamente y no permanece encapsulado, muestra
muchas divisiones celulares y cromosomas anormales y, por ultimo, invade
el tejido normal circundante, diseminando células que tienen la propiedad
de colonizar nuevos tejidos. Los rasgos distintivos entre el estado benigno
y maligno, basados en la velocidad de crecimiento y en el grado de
“anormalidad”, no son absolutos; puede decirse que lo que define
especificamente a un tumor maligno, o cancer, es la capacidad de invadir
el tejido circundante y colonizar sitios alejados de su centro de formacién,

es decir, su capacidad metastasica (Nicolson, 1979).

La progresion comprende una serie de eventos que implican interacciones
entre las células malignas del tumor original, las células del estroma
circundante y, sobre todo, del sistema inmune del organismo. Las etapas
secuenciales que concluyen en la colonizaciéon de un érgano blanco por un

tumor metastasico son:
1) la separaciéon de células individuales del tumor primario,
2) la invasion por estas células del tejido circundante,
3) su intravasacién a la corriente sanguinea o linfatica,
4) su adhesién en un lecho vascular distante y extravasacion

5) adaptacion y proliferacion en el 6rgano blanco.
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El ciclo puede repetirse y originar un tumor terciario, razon por la cual, la
invasividad y met4stasis son las propiedades mas lesivas de las células
malignas (Nicolson, 1979).

Como primer paso, las células malignas se extienden desde su localizacion
original e invaden el tejido normal inmediato. Algunas células invasoras
penetran en una cavidad del cuerpo (por ejemplo, la cavidad abdominal o
toracica) o en el torrente sanguineo, linfa o liquido espinal,
independizandose del tumor primario. En los vasos sanguineos o
linfaticos, las células individuales o los grupos celulares, denominados
émbolos tumorales, pueden ser transportados hasta lugares muy alejados
de su origen. Las células que sobreviven al transporte en el sistema
linfatico suelen detenerse en los ganglios; las que sobreviven al transporte
por el torrente sanguineo paran en las vénulas o capilares. Una vez
asentadas, las células malignas pueden escapar del entorno hostil de la
linfa o la sangre mediante la invasion del tejido adyacente. Por ultimo, la
nueva micrometastasis se vasculariza, y su nueva red de vasos
sanguineos aportara los nutrientes necesarios para la proliferacion vy

formacion de una masa tumoral mayor.

La metastasis pulmonar se disemina localmente hacia la pleura, pared
toracica y estructuras del mediastino; mientras que los sitios mas comunes
para la metastasis distante son los ganglios linfaticos, higado, hueso,

cerebro y glandulas adrenales (Hollguins, 2001).

Una alta proporciéon de tumores malignos que se originan en cualquier otro
sitio del organismo llegan por metastasis al pulmén, debido a su especial
irrigacion sanguinea vy linfatica. Por su funcion de filtro, los capilares
pulmonares detienen a los émbolos tumorales de la circulacién venosa. De
igual forma, la obstruccion de los linfaticos pulmonares por una masa
tumoral infiltrante es practicamente inevitable debido a su vasta

distribucion y a su funcion como conductos de drenaje (Nicolson, 1979).

Durante el proceso metastasico, las células malignas deben resistir la
destruccion por parte de los distintos mecanismos de defensa inmune
antitumoral del huésped (Nicolson, 1979), de hecho se considera que solo
el 0.01% de las células sobreviven a este proceso (DeVita, 1989).
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TEORIA DE LA INMUNOEDICION

Paul Ehrlich (1854-1915) fue uno de los primeros en concebir la idea de
gue el sistema inmune era capaz de reprimir el crecimiento de los tumores.
Medio siglo después, Burnet y Thomas postularon el concepto de
inmunovigilancia en cancer, el cual predice que el sistema inmune puede
reconocer células preneoplasicas y, en la mayoria de los casos, destruirlas
antes de que éstas sean clinicamente detectables (Dunn, 2002). De
acuerdo con esto, se esperaria que los pacientes con lesiones premalignas
o tumores tempranos, desencadenaran una respuesta inmune vigorosa; sin
embargo, se ha observado que los tumores pueden desarrollarse en
individuos inmunocompetentes. Actualmente el concepto de
inmunovigilancia ha sido incorporado a la teoria de la inmunoedicion, la
cual brinda una explicacibn mas completa del papel que desempefia la

respuesta inmune en el desarrollo del cancer (Dunn, 2004).

El concepto de inmunoedicion comprende tres procesos, denominados:

eliminacién, equilibrio y evasion.

La inmunovigilancia ocurre durante el proceso de eliminacién, mientras
gue la seleccidén natural de variantes tumorales ocurre durante el proceso
de equilibrio. Esto puede, en ultima instancia, conducir al evasion de
variantes de baja o nula inmunogenicidad y la consecuente aparicién de

tumores clinicamente detectables (Dunn, 2002).

El Proceso de Eliminacion. Comprende cuatro fases, comenzando con la
respuesta inmune antitumoral acorde al proceso de inmunovigilancia,
segun el cual, las células del sistema inmune innato reconocen la
presencia de un tumor debido que este, una vez que alcanza cierto
tamafio, comienza a crecer invasivamente, y requiere un suministro de
sangre cada vez mayor. El proceso neoangigénico, en el que participan
proteinas angiogénicas, como el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), origina una disrupcioén tisular, lo cual pone en marcha los
mecanismos de reparacion. Durante la remodelacion del estroma, se
generan sefiales inflamatorias que originan el reclutamiento de células del
sistema inmune innato -células citotoxicas naturales (NK), citotdéxicas

naturales T (NKT), macré6fagos y células dendriticas (DC) — a la regidon del
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tumor. Estas células reconocen estructuras moleculares, en la célula
tumoral, originadas por el proceso de transformacion per se, o inducidas
por la respuesta inflamatoria en curso, las cuales estimulan la produccion

y secrecion de interferon gamma (IFN-y) (Dunn, 2002).

En la segunda fase de la etapa de eliminacién el IFN-y, producido
inicialmente, puede limitar parcialmente el crecimiento del tumor mediante
mecanismos apoptoticos y antiproliferativos, a la vez que induce, en
células tumorales y normales del tejido circundante, la produccion de las
guimiocinas proinflamatorias: CXCL 9 (monocina inducida por IFN-y, MIG),
CXCL 10 (interferon inducible protein 10, IP-10), y CXCL-11(interferon
inducible T cell a chemoattractant, |-TAC). Algunas de esas quimiocinas
tienen una potente actividad angiostatica y contribuyen a la eliminacion del
tumor. Los detritus celulares, son endocitados por las DC locales, las
cuales migran hacia los ganglios linfaticos regionales donde presentaran
los antigenos a las células T naive para inducir su diferenciacién vy
activaciéon. Las quimiocinas producidas durante el proceso inflamatorio en
curso, reclutan mas células NK y macrofagos al sitio del tumor (Dunn,
2002).

En la tercera etapa de la fase de eliminacién, los macréfagos y células NK
infiltrantes se activan reciprocamente, mediante la produccion de IFN-¥ e
interleucina 12 (IL-12), para ejercer su actividad citocida sobre las células
tumorales. Las células NK pueden ejercer su efecto citotéxico mediante
dos rutas diferentes; estas son: la via mediada por receptor y la via
dependiente de granulos. En la primera participan las moléculas Fas por
parte del tumor, y Fas Ligando por parte de las células efectoras. En la via
dependiente de granulos, la perforina es liberada en el espacio entre la
célula efectora y la célula tumoral; acto seguido, esta proteina se inserta
en la membrana de la célula tumoral, donde se oligomeriza formando poros
por los cuales penetra la granzima, iniciando una cascada de reacciones

gue inducen la apoptosis de la célula tumoral (Dunn, 2002).

En el ganglio linfatico regional, las células dendriticas recién llegadas
presentan los antigenos capturados a los linfocitos T, y con ello inducen la

diferenciacion de células T naive en T cooperadoras CD4" tumor-
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especificas que expresan IFN-¥ (Thl), las cuales, a su vez, facilitan el
desarrollo de linfocitos T citotéxicos CD8". La presentacion de antigenos y
activacion de linfocitos T citotéxicos, marca el inicio de la repuesta inmune
adaptativa (Ullrich, 2008).

En la cuarta fase de la etapa de eliminacién, las células especificas de
tumor CD4" y CD8", se dirigen al sitio del tumor, donde los linfocitos T
citotoxicos CD8" destruyen las células tumorales remanentes cuya
inmunogenicidad ha sido amplificada por el IFN-¥ producido localmente
(Dunn, 2002).

El proceso de equilibrio. El sistema inmune del huésped y las células
tumorales sobrevivientes al proceso de eliminacién, entran en un estado
de equilibrio dinamico en el que los linfocitos y el IFN-¥ ejercen una fuerte
presion sobre las células tumorales, la cual es suficiente para contener al
tumor, mas no para extinguirlo totalmente. Debido a la inestabilidad
genética inherente a las células tumorales, en este periodo que puede
durar afios, se genera una gran variedad de células tumorales sobre las
cuales opera un proceso de seleccion natural en el sentido Darwiniano. En
este proceso, la presion de seleccion ejercida por el sistema inmune
elimina a las clonas susceptibles de serlo, y permite la sobrevivencia y
reproduccién diferencial de las variantes cuyas mutaciones les confieren la
capacidad de desarrollar los mecanismos necesarios para evadir su accion
(Dunn, 2002).

El proceso de evasion. Las variantes de células tumorales sobrevivientes
han adquirido cambios genéticos y epigenéticos que les permiten evadir la
deteccion y/o eliminacion por el sistema inmune. Esto resulta en tumores
clinicamente detectables que finalmente causan la muerte del huésped
(Dunn. 2002)
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Mecanismos inmunosupresores

En el proceso de evasiéon, los tumores explotan una amplia gama de
mecanismos inmunosupresores, los cuales pueden actuar de manera
concertada para contrarrestar la respuesta inmune (Zitvogel, 2006). Entre
los mecanismos mejor descritos se encuentran: defectos en los
mecanismos de sefializacion proximal al receptor de células T (TCR); dafio
inducido por el tumor a la maquinaria de procesamiento y presentacion de
antigeno; activacion de sefales coestimuladoras negativas en el
microambiente tumoral (CTLA-4/B7 [Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4/B7],
PD-1/PDL-1 [programmed death-1/programmed death ligand-1);
elaboracién de factores inmuno supresores (IL-10, factor de crecimiento
beta transformante [TGF-B], galectin-1, gangliésidos, prostaglandina E2
[PGEZ2]); activacidon de rutas pro-apoptoticas (FasL, TRAIL [Tumor necrosis
(TNF)-related apoptosis-inducing ligand], IDO [Indoleamine-pyrrole 2,3-
dioxygenase], e inhibicién de los procesos de diferenciacién y maduracién
de las DC (STATS3, [signhal transducer and activator of transcription 3]
VEGF, IL-10, SOCS1 [suppressor of cytokine signaling 1]). Ademas,
diferentes poblaciones celulares contribuyen a esta red inmunosupresora
incluyendo células T reguladoras (Treg) y distintas subpoblaciones de
células dendriticas mieloides y plasmacitoides maduras e inmaduras
(revisado en Rabinovich, 2007) (Tabla 1).

Tabla 1. Impacto de las seis caracteristicas de las células tumorales
sobre el sistema inmune
Caracteristica de la célula tumoral | Factor involucrado Efecto sobre la respuesta inmune
IL-4 * Promueve diferenciacion hacia
células TH2
IL-6 * Inhibe respuesta inflamatoria
Autosuficiencia en sefiales mediante sefializacion aberrante de
de crecimiento JAK-STAT3
IL-10 * Promueve diferenciacion hacia
células TH2
Insensibilidad a sefiales Resistencia a TGF * Inhibe la presentacion de antigeno,
anti-crecimiento B proliferacion de células T y
citotoxicidad de células NK
» Activacioén de células Treg
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Tabla 1. continuacion

Caracteristica de la célula tumoral

Factor involucrado

Efecto sobre la respuesta inmune

Evasion de apoptosis

Proteinas de la
familia BCL-2
MUC1

Survivin

Activacién de
caspasa disminuida

* Antigenos tumorales

* Subversion de la funcién de la DC
* Antigeno tumoral

* Promueve la apoptosis de la célula T
mediante la induccion de la expresion
de CD95L por células tumorales

* Antigeno tumoral

* Disminucion de la inmunogenicidad
tumoral

Potencial de replicacion
ilimitado

Mutaciones en p53
TERT

* Antigeno tumoral
+ Antigeno tumoral

Angiogénesis sostenida

COX2

VEGF

* Promocion de la respuesta de células
TH2

« Inhibicion de citotoxicidad de las
Células T

« Inhibicién de la activacién de las
células T

« Inhibicién de la activacién de NF-kB
en DCs

Invasion tisular
y metastasis

Expresion de
NECL2 disminuida

Tréfico de
lisosomas alterado

MMPs

« Inhibicion de la citotoxicidad de las

células NK mediante CRTAM

* Inhibicion de la produccion de IFN-x
en células T CD8",mediante CRTAM

* Incremento de la inmunogenicidad
mediante el incremento de HSP70 en
la superficie celular

* Induce la escisién de CD25

* Activacién de TGFp

*Dispersion de ICAM1 e ICAM2

BCL-2, B-cell lymphoma 2; CD95L, CD95 ligand; COX2, cyclooxygenase-2; CRTAM,

MHC-class-I-restricted T-cell-associated molecule; DC, dendritic cell; HSP70, heat-
shock protein 70; ICAM, intercellular adhesion molecule; IFN-¥, interferon-¥; IL,
interleukin; JAK, Janus kinase; MMP, matrix metalloproteinase; MUC1l, mucin-1;
NECL2, nectin-like 2; NFk-B, nuclear factor k-B; NK cell, natural killer cell; p53,

tumour-suppressor protein p53; STAT3, signal transducer and activator of transcription
3; TERT, telomerase reverse transcriptase; TGFf, transforming growth factor-p; TH2

cell, T helper 2 cell; Treg cell, CD4°'CD25" regulatory T cell; VEGF, vascular

endothelial growth factor.

Fuente: Zitvogel, L.,et al. (2006). Nature Rev. Immunol. 6, 715-727.
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LA RESPUESTA INFLAMATORIA

Durante la generacién de un tumor, la respuesta inflamatoria tiene un
efecto determinante en la iniciacion, promocion, transformacion, invasiéon y
metastasis, asi como en los procesos de inmunovigilancia e
inmunoedicion. Las células del sistema inmune que infiltran el tumor se
enlazan en wuna serie de interacciones dindmicas con las células
neoplasicas y células del estroma circundante al tumor (Grivennikov,
2010).

La Inflamacion se conoce desde el origen de la humanidad, debido a su
asociacion con la cicatrizacién e infeccion; sin embargo, el primero en
definir sus sintomas clinicos: rubor et tumor cum calore et dolore (rubor y
tumor con calor y dolor) fue el romano Cornelius Celsus en el siglo | antes
de nuestra era. Las bases fisiolégicas de estos los signos cardinales de la
inflamacion fueron reveladas casi dos mil afios después por Augustus
Waller (1846) y Julius Cohnheim (1867) quienes, mediante el anélisis
microscopico de tejidos vivos, descubrieron la migracion de leucocitos de
los vasos sanguineos al tejido circundante, asi como otros cambios
vasculares caracteristicos de la respuesta inflamatoria aguda:
vasodilatacion y permeabilidad microvascular (revisado en Medzhitov,
2010).

El quinto signo cardinal, functio laesa (pérdida de la funcién) fue afadido
por Rudolph Virchow en1858 en su libro Cellular pathologie. Cabe denotar
gue los cuatro signos cardinales, enunciados por Celsus, s6lo aplican a la
inflamacion aguda, caracteristica de la cicatrizacion e infeccién; mientras
gque el quinto, functio laesa, es un signo universal asociado a todos los

procesos inflamatorios (revisado en Medzhitov, 2010).

Otro avance importante en el campo de Ila inmunologia, fue el
descubrimiento de la fagocitosis por Elie Metchnikoff y su teoria de la
inmunidad celular, postulada en 1892, en la cual enfatiza los aspectos de
la inflamacion resaltando la importancia de los macréfagos y micréfagos
(neutrdéfilos) en la defensa del huésped y en la manutencion de la
homeostasis tisular (Tauber, 2003). Mientras tanto, Paul Ehrlich se
ocupaba en el desarrollo de la teoria de la inmunidad humoral, que llevé al
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descubrimiento de la terapia sérica contra la difteria y la toxina tetanica
por Emil von Behring y Shibasaburo Kitasato en 1890. El papel de los
componentes del suero en la inmunidad fue apoyado méas tarde por el
descubrimiento del complemento por Jules Bordet en 1896. Finalmente, el
establecimiento de la teoria germinal de la enfermedad, por Robert Koch y
Louis Pasteur, a finales del siglo XIX, fue crucial para la apreciacion de los
agentes microbianos como los principales inductores de la respuesta

inflamatoria aguda.

Actualmente sabemos que la inflamacion se presenta de diferentes formas
y modalidades, las cuales son gobernadas por diferentes mecanismos de
induccién, regulacibn y resolucion. EI espectro de condiciones
inflamatorias prevaleciente ha mudado, desde las reacciones inflamatorias
agudas, en respuesta a la cicatrizacion e infecciones, a los estados de
inflamacion crénica asociados a enfermedades como la diabetes tipo 2,
obesidad, ateroesclerosis, asma, enfermedades neurodegenerativas vy

cancer (Grivennikov, 2010).
Tipos de inflamacién asociados con el cancer

Algunos tipos de inflamacion -—diferentes en causa, mecanismos,
consecuencias e intensidad— pueden promover el desarrollo y progresion
del cancer. La infeccion persistente por Helicobacter pylori esta asociada
con cancer gastrico y linfoma en el tejido linfoide asociado a mucosa
(MALT). Las infecciones por el virus de la hepatitis B (HBV) o C (HCV)
incrementan el riesgo de adquirir carcinoma hepatocelular (HCC), y las
infecciones por especies de Schistosoma o Bacteroides estan asociadas al

cancer de vejiga y colon, respectivamente (Karin, 2006; Wu, 2009).

La respuesta inflamatoria, cuyo objetivo final es la eliminacién de
patégenos, precede al desarrollo del tumor; sin embargo, los agentes
patégenos subvierten la inmunidad del huésped y establecen infecciones
persistentes asociadas con inflamacién créonica de bajo grado.
Antagbénicamente, la inflamacién aguda inducida por ciertas preparaciones
microbianas, fue usada con cierto éxito por el doctor William Coley en el
tratamiento del cancer en 1890 (Hoption, 2003), y una de tales
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preparaciones se usa actualmente en el tratamiento del cancer de vejiga
(Rakoff-Nahoum, 2009).

Otro tipo de inflamacidén crénica que precede al desarrollo del cancer es
originada por la desregulaciéon del sistema inmune y autoinmunidad. Un
ejemplo de ello es la enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), la cual

incrementa el riesgo de cancer colorectal (Waldner and Neurath, 2009).

Otros tumores, entre ellos los pulmonares, pueden promover la inflamacion
mediante la secrecion activa de moléculas componentes de la matriz
extracelular tales como el condroitin sulfato proteoglicano 2 (versican) el
cual activa macréfagos a través de su receptor tipo Toll (TLR) 2 (Kim,
2009)

Por altimo, la radiacién y la quimioterapia originan necrosis masiva de las
células neoplasica y tejidos circundantes. EIl resultado neto de la
inflamacion inducida por terapia es controvertido, dado que por una parte,
esta puede tener funciones promotoras que acompafian el rapido
crecimiento del tumor (Ammirante, 2010; Vakkila and Lotze, 2004) y, por
otra parte, puede amplificar la presentacibn cruzada de antigenos

tumorales y la subsecuente respuesta inmune antitumoral (Zitvogel, 2008).

El MICROAMBIENTE TUMORAL

La composicion especifica del microambiente tumoral es un factor
determinante para el desarrollo de una respuesta inmune efectiva contra el
tumor o bien para propiciar la evasion de esta respuesta, contribuyendo a
la promocion y desarrollo tumoral. En cualquiera de estos dos escenarios
posibles, el infiltrado linfoide circundante al tumor, desempefia un papel
fundamental (Alvaro, 2010).

El microambiente tumoral se encuentra integrado por células del sistema
inmune innato —-macrofagos, neutréfilos, mastocitos, células mieloides
supresoras, ceélulas dendriticas y células NK- y por diversas poblaciones
de linfocitos T, y células B pertenecientes al sistema inmune adaptativo
(Tabla 2) asi como por células neoplasicas y el estroma circundante,

constituido por fibroblastos, células endoteliales, pericitos y células de
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mesénquima (de Visser, 2006). La comunicacion entre los componentes
celulares del microambiente, se lleva a cabo por contacto directo o
mediante la produccion de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento. De esta manera, mediante la secrecion autdcrina y paracrina,
las diferentes especies celulares controlan y moldean el crecimiento del
tumor, ya que la abundancia y estado de activacion de las diferentes
especies celulares, son determinantes para la promociéon del tumor o bien
para la promocién de la respuesta inmune antitumoral (Lin and Karin,
2007). En tumores establecidos, el balance se inclina hacia la inflamacién
pro-tumoral, de manera que, sin intervencion terapéutica, rara vez se

observa la regresion tumoral.

La evaluacion del impacto global de la inmunidad y la inflamacién en los
eventos tumorigénicos tempranos, se dificulta debido a que nuestro
conocimiento actual se basa en mediciones de la carga tumoral en un
punto en el que las células neoplasicas podrian ya haber evadido los
mecanismos primarios de la inmunovigilancia. Sin embargo, es seguro
asumir que la inflamacién promotora del tumor y la inmunidad antitumoral
coexisten en diferentes etapas del desarrollo tumoral y que las condiciones
microambientales tienen un papel preponderante en la determinacion de

estos dos escenarios (Bui and Schreiber, 2007; Swann, 2008).
Células del sistema inmune en el microambiente tumoral

Las células del sistema inmune encontradas con mayor frecuencia en el
microambiente tumoral son: macréfagos asociados a tumor (TAMs) vy
linfocitos T. Los linfocitos T maduros suelen ser divididos en dos grandes
grupos con base en el TCR que expresen: las células T ¥® y af; estos
altimos, a su vez, se clasifican —con base en sus funciones— como células
T citotoxicas CD8" (CTLs) y células T cooperadoras CD4" (Th), las cuales

incluyen células Thl, Th2, Thl7,y Treg, asi como células NKT.

Con base en su fenotipo y funcién, los linfocitos T de humanos suelen ser
divididos en cuatro diferentes subpoblaciones. Las células T naive (T
naive, CCR7" CD45RA") y las de memoria central (Tcy, CCR7" CD45RA")
muestran un alto potencial proliferativo y carecen de funciones efectoras
inmediatas, mientras que las células T de memoria efectora (Tem CCR7~
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CD45RA™) presentan baja capacidad proliferativa y las de memoria
efectora terminalmente diferenciados CD45RA™ (Temra, CCR7™ CD45RA™),
representadas por los linfocitos T citotoxicos CD8", producen citocinas y
presentan actividad citotoxica (Geginat, 2003). Ademas, las células
TemraCD45RA"Y representan el tipo mas maduro entre las células de
memoria; son altamente susceptibles a la apoptosis y expresan altos

niveles de las moléculas citotoxicas, granzima, perforina y Fas ligando.

Los linfocitos Tcw Y Tem, muestran patrones de distribucidén caracteristicos:
los Tcm se encuentran principalmente en ganglios linfaticos, mientras que
en pulmoén, higado e intestino la poblacién predominante es la Tegw.
(Campbell, 2001).

Nuestro grupo de investigacién ha reportado que en el liquido pleural de
pacientes con adenocarcinoma pulmonar, el fenotipo predominante entre
células CD8" es de memoria efectora (CD45RA"CD45R0O'CD27°CD28"), y
gue los Linfocitos de memoria efectora terminalmente diferenciados
(CD45ROCD45RA'CD27°CD287) son escasos (Prado-Garcia, 2005).
Hallazgos similares han sido reportados en linfocitos infiltrantes de
tumores (TILs) de carcinoma colorectal (Ye, 2006). Ambos trabajos
coinciden ademas en que —en comparacion con lo observado en linfocitos
de sangre periférica de los mismos pacientes— la expresion de perforina se
encuentra disminuida, por lo que puede inferirse que en el microambiente
tumoral existen factores que alteran el proceso de maduracién de los
linfocitos T o que bloquean la produccién de perforina; en cualquier caso,
esto puede ser un mecanismo de evasion de la respuesta inmune

antitumoral.

Coincidentemente, las deplecion de células T o la manipulacién de los
mecanismos citotéxicos en animales de experimentaciéon, los hace mas
susceptibles a la carcinogénesis ya sea espontdnea o0 inducida
guimicamente (Shankaran, 2001; Swann and Smyth, 2007). También hay
evidencias de que los linfocitos T citotéxicos CD8" (Roberts, 2007), células
Thl productoras de IFN-y, células Th2 y Th1l7, encontradas en los tumores

solidos, pueden favorecer la promocion, progresion o metastasis.
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Citocinas

El perfil de citocinas y quimiocinas del microambiente tumoral podria ser
mas relevante que su contenido de células con funcién inmunolégica, ya
gue diferentes citocinas pueden promover o inhibir el desarrollo y

progresion del tumor sin importar su origen (Lin and Karin, 2007).

Mediante la activacion de factores de transcripcion (v.gr., NFk-B [nuclear
factor k-B], AP-1 [activator protein 1], STAT-3 [signal transducer and
activator of transcription 3]); y de caspasas, las citocinas pueden favorecer
la inmunidad antitumoral (IL-12, TRAIL e IFN-¥) o potenciar la progresién
del tumor (IL-6, IL-17 e IL-23) e incluso tener efecto directo sobre la
sobrevivencia y proliferacion de la célula neoplasica (TRAIL, FasL, TNF-a
[tumor necrosis factor a], ligandos del receptor para el factor de
crecimiento endotelial [EGFR], TGF-B, e IL-6).

Los TAMs son una de las especies celulares mas importantes en el campo
de la inflamacién y cancer, y una fuente importante de citocinas, especies
reactivas de nitrégeno (RNS) y de oxigeno (ROS) (Schmid, 2010). Al igual
gue los linfocitos T se clasifican en Thl y Th2, los macrofagos pueden ser
clasificados en macréfagos tipo 1 (M1) y tipo 2 (M2) (Sica et al., 2008;).
Los M1 activados por IFN¥ y productos microbianos expresan altos niveles
de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 o IL-23); moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), y 6xido nitrico sintasa
inducible (iINOS) (Schmid, 2010). Ademas, son capaces de eliminar
patégenos y estimular la respuesta inmune antitumoral. Por el contrario,
los macrofagos activados “alternativamente” o M2 (inducidos in vitro por
IL-4, IL-10 e IL-13) atenuan la expresién de moléculas del MHC clase Il e
IL-12 y presentan un incremento en la expresion de la citocina anti-
inflamatoria IL-10, del receptor “scavenger” A, y de arginasa. La mayoria
de los TAMs presentan fenotipo M2 y promueven la angiogénesis y
remodelacion tisular (Sica et al., 2008; Schmid, 2010)

Otras células del sistema inmune que afectan la tumorigénesis son los
neutrofilos, los cuales pueden desempefiar funciones tumoricidas Yy
protumorales, dependiendo de su estado de diferenciacion y la presencia
de TGF-B; los linfocitos B y mastocitos contribuyen también de manera

23



importante al crecimiento tumoral (Ammirante, 2010). Los macrofagos
convencionales y células dendriticas son importantes en la captura,
procesamiento y presentacién de antigenos, condicion indispensable para
la activacion de las células T e inicio de la respuesta inmune adaptativa en
contra del tumor, aunque también pueden contribuir a los mecanismos de
inmunosupresion, en tumores establecidos, mediante la produccion de

citocinas (Grivennikov, 2010).
Quimiocinas

Las quimiocinas son citocinas quimotacticas que regulan la migracién de
leucocitos en condiciones fisiolégicas basales y bajo condiciones
inflamatorias. Las células dendriticas inmaduras expresan un perfil Unico
de receptores de quimiocinas i. e.,, CCR1, CCR2, CCR5, CCR6. Estos
receptores tienen por ligandos quimiocinas inflamatorias, entre ellas,
CCL5, CCL2, CCL3, CCL4 y CCL20. Ademaés, las DC inmaduras expresan
el receptor CXCR4, cuyo ligando es el factor derivado del estroma (SDF-
1/CXCL12), una quimiocina que es expresada constitutivamente en tejidos
linfoides y no linfoides. (Sozzani, 2005 y 2007).

El SDF y su receptor CXCR4, han sido estudiados en varios tipos de
cancer, incluido el carcinoma pulmonar de células no pequefias, en los que
se ha reportado que el eje CXCR4/CXCL12 estd involucrado en la
regulacion de la metastasis (Phillips, 2003) y en la diseminacion de células

tumorales en el espacio pleural (Oonakahara, 2004).

También se ha reportado que los linfocitos T migran a favor de un
gradiente de SDF de baja concentracion, mientras que las concentraciones
altas de este factor, como las observadas en médula 6sea y en el timo,
inducen quimio-repulsién (Poznansky, 2000 y 2002). Segun Wald, la
capacidad migratoria de las células NK, en respuesta al SDF, es menor
que la de los linfocitos T CD8", siendo las células CD4" las que poseen
mayor capacidad migratoria en repuesta a este factor in vivo (Wald, 2006)
Lo anterior pone de manifiesto el papel preponderante por las quimiocinas

en la configuracion del infiltrado inflamatorio de los tumores sélidos.
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CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas (DC) son una familia de células especializadas en
la presentacion de antigenos (APC) e integran una red de vigilancia para
la deteccion de virus, bacterias, tejido dafiado e inflamacion. Para efectuar
estas tareas, las DC emplean sus receptores reconocedores de patrones
moleculares asociados a patéogenos (PAMPs), asi como sus receptores
para patrones moleculares asociados a dafo celular (DAMPs) (Re, 2004).

Las DC adquieren antigenos mediante rutas endociticas diferentes:
fagocitosis, macropinocitosis, micropinocitosis y endocitosis mediada por
receptor (e.g., complejos antigeno-anticuerpo via FcRs o lectinas tipo C)
(Robson, 2010). De esta manera, las DC endocitan antigenos exdgenos en
los endosomas y /o fagosomas y pueden procesarlos para su presentacion,
asociados con moléculas del MHC clase IlI, a los linfocitos T CD4".
Alternativamente, estos antigenos pueden ser translocados en el citosol de
manera que entren a la ruta de procesamiento de MHC clase | para su
presentacion cruzada a los linfocitos T CD8" especificos de tumor (Savina,
2007; Robson, 2010), lo cual es una condicion indispensable para el
reconocimiento de los péptidos presentados por las células tumorales.
Ademas, la generaciéon de linfocitos T cooperadores (Th) CD4" vy
citotoxicos CD8" a partir de células T naive, requiere la activacion
antigeno-especifica por las DC, las cuales proveen las sefales
coestimuladoras (e.g. CD40, CD80 y CD86) y citocinas (e.g. IL-12p70)
necesarias para dicha activacion (Robson, 2010). La actividad citolitica de
las células NK puede ser potenciada por contacto con las DC locales; a su
vez, las células NK activadas contribuyen a la maduracion de las DC,
condicién necesaria para la estimulacion de células T naive en los

ganglios linfaticos (Ullrich, 2008).
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ANTECEDENTES

En 1863 Rudolf Virchow observo linfocitos en el tejido neopléasico e hizo
una asociacién entre inflamacion y céancer, sugiriendo que el “infiltrado
reticular” reflejaba el origen del cancer en sitios de inflamacién crdonica
(Balkwill, 2001). En los udltimos afios se ha efectuado un sinndmero de
estudios enfocados a la caracterizacion de los linfocitos infiltrantes de
tumor (TILs) y a establecer relaciones entre éstos y la esperanza de vida
del paciente (Drescher, 2005). En este sentido, los tipos de cancer mas
estudiados han sido: cancer colorectal (Ohtani, 2007) melanoma (Darryl,
2009), cancer de vejiga (Liakou, 2007), cancer de cuello y cabeza
(Uppaluri, 2008), glioma (Dunn, 2007) y carcinomas pulmonares
(Watanabe, 1983; Johnson, 2000; Konishi, 2004; Wald, 2006; Esendagli,
2008; Ruffini, 2009).

En carcinomas pulmonares se ha reportado que la densidad de poblacién
de TILs es variable, dependiendo del histotipo y grado de diferenciacién
(Watanabe, 1983; Ruffini, 2009); que la principal especie infiltrante son
linfocitos T CD8+, los cuales son escasos, en comparacion con el tejido
sano, y que éstos se hallan dispersos en el area tumoral, encontrandose

preferentemente en el margen de invasién del tumor.

La escasez de TILs en el area intratumoral ha sido asociada, entre otras
cosas, con la expresiéon de B7-H1 (PD-L1) por las células tumorales y la
expresion de PD-1 en los TILs. Konishi ha reportado la existencia de una
relacion inversa entre B7-H1 y el numero de TILs. (Konishi, 2004).

También se ha reportado que el niumero de células NK en el tumor es
menor que en el tejido sano. En un estudio realizado en adenocarcinomas
pulmonares por Esendagli, se reporté que las células NK se encuentran
excluidas del tejido maligno, encontrAndose predominantemente en el
tejido no maligno (Esendagli, 2008). Este hallazgo es consistente con las
observaciones hechas por otros autores en carcinomas pulmonares de
células no pequefias (Watanabe, 1983; Wald, 2006). De hecho, en un
trabajo realizado por Johnson et al., quien tomando como criterio el
namero de células positivas por campo de alta magnificacion (HPF) para
clasificar los tumores como altamente y pobremente infiltrados, debido a la
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escasez de células NK solo aplica el criterio de ausencia o presencia,
mientras que para los linfocitos T, CD3" y CD8", una densidad < a 10
células/HPF se considera baja, mientras que una densidad = 10
células/HPF es considerada alta. Para las células dendriticas, una
densidad < 5 células/HPF es baja y una densidad = 5 células/HPF se
considera como alta (Johnson, 2000). Aun cuando este autor no encuentra
ninguna correlacion entre el numero de DC, y linfocitos T o células NK, es

claro que el grado de infiltracion por estas células varia notablemente.

La variabilidad en densidad de DC, ha sido reportada por Kurabayashi,
quien asocio la densidad de poblacion de estas células con la cantidad de
células tumorales en apoptosis (Kurabayashi, 2004), y por Inoshima, quien
reporté una relacién inversa entre el VEGF y DCs, y una relacion directa
de este factor de crecimiento con la densidad microvascular (Inoshima,
2002).

También se ha reportado que las células dendriticas infiltrantes de
tumores pulmonares de células no pequefias se encuentran en estado
inmaduro (Perrot, 2007). Cabe mencionar que este autor realizé su estudio
por citometria de flujo, no obstante, nuestro grupo de investigacién ha
podido constatar lo reportado por Perrot empleando inmunohistoquimica.

En sintesis, la densidad celular de las células infiltrantes del tumor, asi
como su distribucion y relacion con diversos factores microambientales ha
sido estudiada por varios autores. Sin embargo, no existen estudios que
relacionen la densidad de células dendriticas con la capacidad citolitica de
las células citotoxicas del infiltrado inflamatorio. Cabe mencionar que aun
cuando la mayoria de los trabajos citados han empleado
inmunohistoquimica para sus determinaciones, ninguno ha empleado el
doble marcaje inmunohistoquimico en cortes seriados, lo cual es uno de

los aspectos relevantes del presente trabajo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, como en todo el mundo, el cadncer es un problema de salud
pubica debido sus altas tasas de morbilidad y mortalidad (Jemal, 2011). En
los dltimos afos, los linfocitos infiltrantes de tumor han sido materia de
estudios realizados con la intencién comprender los mecanismos naturales
de control, usados por el huésped, y explotarlos en el desarrollo de
estrategias inmunoterapéuticas efectivas para la erradicacion del tumor. La
gran mayoria estos trabajos se han centrado en: la distribucién de las
células del sistema inmune con respecto al tumor; la densidad de
poblacion de estas células; y en las relaciones existentes entre las células
infiltrantes con quimiocinas, citocinas y factores de crecimiento. En
cualquier caso, la relacién de estas variables con la esperanza de vida del
paciente, ha sido el tema central; sin embargo, no hay estudios que hayan
analizado in situ, la capacidad citolitica de las células citotdoxicas
infiltrantes del tumor y la relacién de estas células con las células

dendriticas infiltrantes del tumor.

Recientemente, nuestro grupo de trabajo ha reportado que en el liquido
pleural de pacientes con adenocarcinoma pulmonar hay un alto porcentaje
de células con fenotipo de memoria y un bajo porcentaje con fenotipo
efector, y de la subpoblacién de CTLs, s6lo un pequefio porcentaje
expresan perforina (Prado-Garcia, 2005). Este conocimiento nos permite
inferir que en los adenocarcinomas pulmonares in situ, el comportamiento
de las células potencialmente citotéoxicas (CTLs y NK), en cuanto a la
expresion de las proteinas citoliticas granzima B y perforina, podria ser
similar a lo observado en el liquido pleural. El presente estudio fue
disefiado para explorar esta posibilidad en adenocarcinomas pulmonares in
situ y, de esta manera, contribuir al conocimiento de la biologia de los

adenocarcinomas pulmonares en el marco de la inmunoterapia.
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HIPOTESIS.

Si la la densidad de poblacion y/o la expresion de proteinas citoliticas en
las células citotéxicas estan determinadas por la densidad de poblacion de
células dendritica infiltrantes del tumor, entonces estos pardmetros seran
diferentes en tumores con diferente grado de infiltracion por células

dendriticas.

OBJETIVO.

Investigar si las células dendriticas infiltrantes de tumor guardan alguna
relacion con la densidad de poblacién celular, distribucion espacial y/o la
expresion de proteinas citotéxicas, de los linfocitos T y células NK

presentes en el infiltrado inflamatorio de adenocarcinomas pulmonares in

Situ.

TIPO DE INVESTIGACION.

Se realizdé una investigacion observacional, retrospectiva y transversal El
trabajo se realizé en el Laboratorio de Cancer Pulmonar en colaboracién
con el Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) Ismael Cosio Villegas. EI material biol6gico empleado
fue cortes histoldgicos seriados embebidos en parafina, provenientes de
autopsias de pacientes fallecidos por adenocarcinoma pulmonar. ElI
tamafio de la muestra fue de 8 casos. Las variables bajo estudio fueron: la
densidad de poblacién celular y localizacién —intratumoral o peritumoral—
de las células dendriticas, linfocitos T citotéxicos y células NK, asi como la

expresion de las proteinas granzima B, perforina, TIA-1 y CD45RO0.
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DISENO EXPERIMENTAL.
Sintesis del proyecto:

El objetivo de este estudio fue investigar si las células dendriticas
infiltrantes de tumor (TIDC) guardan alguna relacién con la densidad de
linfocitos infiltrantes del tumor, con su distribucién y/o la expresion de
granulos y proteinas citoliticas de los CTLs y células NK presentes en el
infiltrado inflamatorio de adenocarcinomas pulmonares. Para lograr este
objetivo, se fenotipificaron —mediante tincion inmunohistoquimica— las
poblaciones celulares presentes en el infiltrado inflamatorio, asi como las
células positivas para proteinas citotéxicas. Las células positivas para
cada marcador fueron cuantificadas en micrografias foténicas adquiridas a
un aumento de 40x y se determindé su numero en la regién circundante al

tumor (peritumoral) y en el nido tumoral (intratumoral).

MATERIALES Y METODOS.
Material bioldgico.

El material biolégico empleado consisti6é en tumores pulmonares tipo
adenocarcinoma provenientes de autopsias (21 casos) practicadas en el
INER, del afio 1985 al afio 2000. En este material, embebido en parafina,
se realizaron cortes histolégicos seriados con un espesor de 4 um, en los
cuales se examin0O el contenido de células dendriticas. Con base en esto,
la muestra se estratificO en dos grupos, referidos en este trabajo como: a)
tumores con alto grado de células dendriticas infiltrantes del tumor (TIDCs)
(2 10 DCs/por campo de alta magnificacion [HPF]) y b) tumores con bajo
grado de TIDCs (< 10 DCs/HPF). De cada grupo se seleccionaron 4 casos
para investigar la relacion que guarda la densidad de poblacion de las
TIDCs con la densidad de poblacion, localizacién y produccién de

granzima y perforina de las citotéxicas.
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Anticuerpos

La inmunofenotipificacion de las poblaciones celulares presentes en el
infiltrado inflamatorio se hizo mediante tincién inmunohistoquimica doble,
mientras que para la identificacion de proteinas citotoxicas se empled la
tincion inmunohistoquimica simple; en ambos casos se empled el método
de inmunoperoxidasa. El panel de anticuerpos empleado, asi como las

condiciones estandarizadas se muestran en la tabla 3
Los anticuerpos empleados para la inmunofenotipificacion fueron:

Anticuerpo monoclonal (mAb) contra la proteina S-100 (CMC717; clona
4C4; Cell Marque USA) presente en células dendriticas; mAb contra la
cadena épsilon (¢) del complejo CD3 (CM110A; Biocare Medical CA)
presente en linfocitos T; mAb contra el antigeno CD57 (CBL519B;
Chemicon International) presente en células NK; anticuerpo policlonal
contra la molécula CD8 (ab4055-500; abcam Cambridge) presente en la
superficie celular de los linfocitos T citotoxicos; mAb contra el antigeno
leucocitario de superficie CD45RO (CBL 132; clon UCHL1; Chemicon)

presente en la subpoblacién de linfocitos T con fenotipo de memoria.

Para identificar las células productoras de proteinas citotéxicas se
emplearon los siguientes marcadores: mAb contra el antigeno
intracitoplasmico de células T ([TIA-1/GMP-17], CM130A; Biocare Medical)
presente en la membrana de los granulos portadores de proteinas
citotéxicas; mAb contra perforina (VP-P967; clon 5B10; vector), proteina
formadora de poros citoliticos, marcador especifico de células citotéxicas
efectoras; mAb contra la serin-proteasa granzima B humana, presente en

las células NK y linfocitos T citotoxicos activados.
Anticuerpos secundarios

Los anticuerpos antes mencionados, con excepcién del anti-CD8, son
hechos en ratén, razén por la cual se emple6 un anticuerpo biotinilado
hecho en conejo como anticuerpo secundario, mientras que para el anti-
CD8, el cual estd hecho en conejo, se empledé un anticuerpo biotinilado

hecho en cabra.
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Como sistema amplificador se utilizé el complejo Estrepto-Avidina-Biotina-
peroxidasa (StreptABComplex; Dako Corporation; Carpinteria, CA). El
sistema revelador en las tinciones simples contenia peréxido de hidrégeno
(H202) como sustrato y tetrahidrocloruro de 3,3’diaminobenzidina (DAB)
como cromoégeno, mientras que en las tinciones dobles, el segundo estrato
se reveld con un kit de vector (VIP substrate Kit for Peroxidase SK-4600;

Vector Lab. Inc., USA) siguiendo las instrucciones del productor.

Tabla 3. PANEL DE ANTICUERPOS Y
CONDICIONES DE USO ESTANDARIZADAS *

Ac. Prim. CD3 CD8 CD57 S-100 CD45RO TIA-1 GrB  Perf.
Dilucién 1:100 1:60 1:50 1:60 1:80 1:80 1:60 1:30
Incubacion** 18 18 18 18 18 18 18 18

Temperatura  4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C

Ac. Sec. RaM GaR RaM RaM RaM RaM RaM RaM
Dilucidn 1:250 1:250 1:250 1:250 1:250 1:250 1:250 1:250
Incubacion* 1 1 1 1 1 1 1 1

Temperatura 32°C 1:250 1:250 1:250 1:250 1:250 1:250 1:250

Complejo ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC ABC
Dilucion 1:150 1:150 1:150 1:150 1:150 1:150 1:150 1:150
Incubaciéon** 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Temperatura 32°C 32°C 32°C 32°C 32°C 32°C 32°C 32°C

*Las condiciones de reactivacion de epitopes y protocolo de tincién

inmunohiostoquimica se detallan en el anexo I.
**Tiempo en horas.

Muestreo.

Partiendo de una muestra de 21 casos, de los cuales 12 presentaron una
alta la densidad de DCs (= 10 DCs S-100*/HPF) y 9 presentaron una baja
densidad de DC (> 10DCs S-100°/HPF), la muestra fue estratificada en dos

grupos:
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a) tumores con alto grado de TIDCs y
b) tumores con bajo grado de TIDC.

De cada grupo se seleccionaron 4 casos considerados “informativos” (ver
mas abajo). En cada caso, 8 cortes histoldégicos seriados fueron tefidos

inmunohistoquimicamente con un panel de 8 diferentes marcadores.

El criterio para seleccionar un campo para su exploracion fue la presencia

de células dendriticas en el tumor.

Una vez seleccionado el campo se hizo un seguimiento del mismo,
localizandolo en los cortes seriados subsecuentes, para evaluar las células

positivas para cada uno de los marcadores empleados.

Se analizaron y fotografiaron entre 15 y 20 campos por cada marcador en

cada caso.

Se consider6 como “campo informativo” aquel en el que fue posible su
seguimiento, a través de los cortes seriados, y la obtencion de informacion

de la serie completa de marcadores.

Los campos en los que no fue posible el seguimiento se consideraron “no

informativos y fueron excluidos del analisis.

En el grupo de adenocarcinomas con alto grado de TIDC (n = 4) se
evaluaron 46 campos informativos; mientras que en el grupo de

adenocarcinomas con bajo grado de TIDC (n = 4) se evaluaron 34 campos.

Cuantificacion de células positivas.

Los resultados obtenidos luego de la tincién inmunohistoquimica fueron
evaluados por tres observadores diferentes empleando un microscopio
Optico marca Leica, modelo CME (Leica microsystems Inc., Buffalo New
Cork, USA) a una magnificacion de 40X. Con base en su localizacién, las
células positivas se definieron como intratumorales —si estaban presentes
en el interior del nido tumoral- y peritumorales —-si se encontraban

distribuidas en la periferia del tumor (Naito, 1998).
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Las medidas de resumen en que se muestran los resultados son la media
aritmética y desviaciéon estandar del numero de células positivas por
campo de alta magnificacién (células™ /HPF).

Analisis estadistico.

En este estudio se realiz6 un analisis comparativo de la densidad de
poblacién celular (intratumoral o peritumoral) entre dos grupos:
adenocarcinomas con alto grado de TIDCs (n = 4) y adenocarcinomas con
bajo grado de TIDCs (n = 4). La prueba de hipdétesis utilizada fue la prueba

t de “Student”, con un nivel de significancia a = 0.05.

Las variables analizadas fueron:

a) densidad de poblacion de células dendriticas S-1007,

b) densidad de poblacion de linfocitos T CD3".

c) densidad de poblacion de linfocitos T citotéxicos CD8".

e) densidad de poblaciéon de células T de memoria, CD45RO"

f) densidad de poblacion de células NK, CD57"

g) densidad de poblaciéon de células citotéxicas (CTLs CD8"y NK CD57%).

h) densidad de poblacién de células citotoxicas con granulos citoliticos
TIA-17

i) densidad poblacion de células citotoxicas perforina®

j) densidad de poblacion de células citotoxicas granzima B”.
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RESULTADOS
Células dendriticas infiltrantes de tumor

En el presente trabajo se analizaron adenocarcinomas pulmonares en los
gue se observéo que la densidad de poblacién células dendriticas
infiltrantes de tumor (TIDCs) es variable, habiendo tumores con alto grado
y tumores con bajo grado de TIDCs (figura 1A y 1B). En los tumores con
alto grado de TIDCs, la mayor parte las DCs se encuentran concentradas
en la region intratumoral (p<0.05); en cambio, en los tumores con bajo
grado de TIDCs, las DCs se encuentran igualmente distribuidas en las

regiones intratumoral y peritumoral (p>0.05) (Tabla 4).

TABLA 4. CELULAS DENDRITICAS INFILTRANTES DE TUMOR
EN ADENOCARCINOMAS PULMONARES

TOTALES* PERITUMORAL* INTRATUMORAL* P
ALTO TIDC 15.54 6.04 9.5 < 0.05
n = 46 +9.4 +5.3 +9.1
BAJO TIDC 5.74 3.15 2.58 >0.05
n = 34 + 3.9 +2.9 +2.7
p <0.05 <0.05 <0.05

*Promedio y desviacion estdndar de la densidad de poblacion celular.

El estado de maduracién de las DCs ha sido estudiado en varios tipos de
carcinomas (Middel, 2010; Sandel, 2005; Bell, 1999), incluyendo
adenocarcinomas pulmonares (Inoshima, 2002; Perrot, 2007). Estos
trabajos coinciden en que las DCs que infiltran el tumor se encuentran en
estado inmaduro. Nosotros, al igual que estos autores, observamos —en
cortes seriados— que la mayoria de las células dendriticas positivas para
S-100, también son positivas para el marcador CD1la, lo cual implica que
estas células se encuentran en estado inmaduro, indistintamente de su

localizacion o del grado de infiltracion (figuras 1C a 1F).
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Alto grado de TIDC Bajo grado de TIDC

Figural. Micrografias fotonicas de adenocarcinomas pulmonares con alto (A) y
bajo (B) grado de TIDC. C y D células dendriticas totales (maduras e
inmaduras); E y F, células dendriticas inmaduras. A y B tincidn
inmunohistoquimica simple; C a F, tincién inmunohistoquimica doble en las que
las flechas sefialan células dendriticas (color café), y las cabezas de flecha
indican linfocitos T citotoxicos (color violeta). Inmunoperoxidasa. 40X.
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Densidad de y localizacion de células citotoxicas infiltrantes.

La densidad de las células citotoxicas (CTLs y NK) presentes en el
infiltrado inflamatorio de los adenocarcinomas con alto grado de TIDCs fue
significativamente mayor que la de los adenocarcinomas con bajo grado de
TIDCs (p<0.05); esta condicion se debe a que, tanto en los
adenocarcinomas con alto grado como en los de bajo grado de TIDC, los
linfocitos T citotoxicos representan el 87% y 81%, respectivamente, de la
poblacién citotoxica y, como puede observarse en la tabla 5, la diferencia
en densidad de poblacion de esta especie celular, es significativamente
mayor en los adenocarcinomas con alto grado de TIDC (p<0.05), mientras
gque la densidad de poblacién de células NK es igual en ambos grupos
(Tabla 5).

TABLA 5. CELULAS CITOTOXICAS PERITUMORALES EN
ADENOCARCINOMAS PULMONARES CON ALTO Y BAJO GRADO DE
TIDC

CITOTOXICAS* CTL* NK*

ALTO TIDC 26.9 23.4 3.5
n =46 +17.5 + 16.0 + 5.4
BAJO TIDC 14.9 12.2 2.7
n=34 +12.4 +10.8 + 3.5

P < 0.05 <0.05 >0.05

*Promedio y desviacion estandar de la densidad de poblacién celular. CTL,

linfocitos T citotéxicos; NK, células citotéxicas naturales.

Densidad de poblacion de células citotéxicas peritumorales.

El analisis individual de las especies celulares citotoxicas, en cuanto a su
localizacion, nos muestra que la distribucion de las células NK es similar
en las regiones intratumoral y peritumoral, tanto en los adenocarcinomas

con alto grado de TIDC, como en los adenocarcinomas con bajo grado
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(Tabla 6). De acuerdo con lo anterior puede inferirse que, en los
adenocarcinomas pulmonares, el grado de TIDC no influye en la densidad
de poblacion ni en la distribucion de las células NK, mientras que la
densidad de poblacién de CTLs tiende a variar con el grado de infiltracion
de células dendriticas (Tablas 5, y 6; figura 2). Esta altima afirmacion se
basa en el hecho de que —tal como sucede con la densidad de células
dendriticas— la densidad de linfocitos T citotéxicos, localizados en la
region peritumoral de los adenocarcinomas con alto grado de TIDC, es
significativamente mayor que la densidad de poblacién de linfocitos T
citotéxicos presentes en la region peritumoral de los adenocarcinomas con
bajo grado de TIDC.

Densidad de poblacion de células citotoxicas intratumorales.

La densidad de células citotéxicas localizadas en la region intratumoral es
estadisticamente igual en los adenocarcinomas con alto y bajo grado de
TIDCs (tabla 6), lo cual sugiere que la infiltracion de células citotéxicas al
nido tumoral es independiente de la densidad de células dendriticas

intratumorales.

TABLA 6. CELULAS CITOTOXICAS POR REGION EN
ADENOCARCINOMAS PULMONARES CON ALTO Y BAJO GRADO DE
TIDC

PERITUMORAL®* INTRATUMORAL*

CTL NK CTL NK
ALTO TIDC 23.4 3.5 1.13 0.96
n =46 +16.0 5.4 + 1.6 t 1.4
BAJO TIDC 12.2 2.7 2.06 0.62
n =34 +10.8 + 3.5 + 3.1 +1.2
p < 0.05 >0.05 >0.05 >0.05

*Promedio y desviacion estandar de la densidad de poblacién celular. CTL, linfocitos T

citotoxicos. NK, células citotoxicas naturales.
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Alto grado de TIDC Bajo grado de TIDC

CD57/CD8 CD57/CD8
Figura 2. Células citotoxicas en adenocarcinomas pulmonares con alto (Ay C) y

bajo (B y D) grado de células dendriticas infiltrantes de tumor (TIDC). Las
flechas sefialan células NK (color café) y las cabezas de flecha indican linfocitos
T citotoxicos (CTLs, color violeta). Nétese que la abundancia de CTLs es mayor
en los tumores con alto grado de TIDC, mientras que las células NK, son

escasas en ambos grupos. Inmunoperoxidasa. Ay B 40X; Cy D 100X.

Linfocitos infiltrantes de tumor

En nuestro estudio encontramos que los adenocarcinomas altamente
infiltrados por células dendriticas, la densidad de poblacion celular de
linfocitos T, T citotéxicos y T cooperadores, es significativamente mayor
gue en los adenocarcinomas de baja infiltracion (Tabla 6, grafica 1).
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La densidad de poblacion celular de linfocitos T CD3" fue 61.53 + 53.10,
en los adenocarcinomas altamente infiltrados, y 27.24 + 17.84 en los de
baja infiltracion (p<0.05), mientras que la densidad celular promedio de
linfocitos T citotoxicos CD8" en los adenocarcinomas con alto grado de
TIDC fue de 24.52 + 16.26; esta cifra representa el 40% de las células T
CD3", por lo que puede inferirse que el 60% restante corresponde a la
proporciéon de linfocitos T cooperadores. Asimismo, la densidad de
poblacién celular de CTL en los adenocarcinomas con bajo grado de TIDC
fue de 14.24 = 10.42, lo cual representa el 52% de las células T totales y
nos permite inferir que el 48% restante corresponde a linfocitos T

cooperadores.

Con los datos anteriores calculamos la razén CD4'/CD8", encontrando
gue, en los adenocarcinomas con alto grado de TIDC, es de 1.5; mientras
gqgue en los de bajo grado, es de 0.9. Esto implica que en los
adenocarcinomas altamente infiltrados, los linfocitos T cooperadores son

mas abundantes que en los de bajo grado de infiltracion.

TABLA 6. DENSIDAD DE POBLACION CELULAR
DE LINFOCITOS T EN ADENOCARCINOMAS PULMONARES

LINFOCITOS*
T CTL Th P
ALTO TIDC 61.6 24.5 37.1 <0.05
n =46 + 53.1 +16.3 + 50.0
BAJO TIDC 27.2 14.2 13.0 < 0.05
N = 34 +17.8 +10.4 +19.7
P < 0.05 < 0.05 < 0.05

*Promedio y desviacion estandar de la densidad de poblacion celular. T,
linfocitos T CD3"; CTL, linfocitos T citotéxicos CD8"; Th, linfocitos T.
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LINFOCITOST EN ADENOCARCINOMAS PULMONARES
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Gréafica 1. Densidad de poblacién celular de linfocitos T en adenocarcinomas

pulmonares con alto y bajo grado de TIDC. Linf. T, linfocitos T CD3"; CTL,

linfocitos T citotéxicos CD8"; Th, linfocitos T cooperadores.

TABLA 7. LINFOCITOS T CON FENOTIPO DE MEMORIA
EN ADENOCARCINOMAS PULMONARES

ALTO TIDC
n =146

BAJO TIDC
n =34

p

LINFOCITOS T* RELACION
CcD3" CD45RO" CD45RO*/CD3"
59.3 56.5 o5 2 o
+52.4 + 40.7 e
24.5 18.3 74.7 %
+17.5 +17.2
< 0.05 < 0.05

*Promedio y desviacion estandar de la densidad de poblacion celular.
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Estado de diferenciacion de los linfocitos T

Una observacion interesante en este trabajo es que la mayoria (92%) de
los linfocitos T, presentes en la regidén peritumoral de los adenocarcinomas
con alto grado de TIDC, son positivos para el marcador de memoria
CD45RO", mientras que en los de bajo grado de TIDC, sdélo el 74% de los
linfocitos T resultaron positivos para este marcador (tabla 8). Esto implica
qgue los linfocitos presentes en el infiltrado inflamatorio, no s6lo difieren en
densidad de poblacion, sino también en el estado de maduracién (figura3 A
y B), Debido a que los linfocitos negativos para CD45R0O, pueden ser de
memoria efectora terminalmente diferenciados (Temra), —Caracterizados por
la alta produccion perforina—, en este trabajo cuantificamos la densidad de
poblacién de células positivas para granzima, perforina y granulos
citotéxicos (Figura 3). Los resultados se muestran en la tabla 8, en la que
puede observarse que la densidad de poblacién de células positivas para
granulos o proteinas citotoxicas -en la region peritumoral-, es
estadisticamente igual en los adenocarcinomas con alto y bajo grado de
TIDCs. En la region intratumoral, por el contrario, aun cuando la densidad
celular de células citotéxicas no refleja diferencia, la densidad de células
positivas para granzima B es mayor en los adenocarcinomas con alto
grado de infiltracién por células dendriticas (Tabla 8). Cabe notar que la
densidad de células positivas para perforina es practicamente nula en
ambos grupos (Figura 3 G y H). La representacion gréfica de los
resultados descritos para la region intratumoral se muestran en la gréafica
2, en la que puede observarse que el porcentaje de células citotoxicas
potencialmente positivas para granzima B, es mayor en los

adenocarcinomas con alto grado de TIDC.

En sintesis: en los adenocarcinomas con alto grado de TIDC, la densidad
de poblacion de linfocitos T, células citotoxicas y células dendriticas es
mayor que en los de bajo grado; la densidad de poblacion de células NK es
independiente del grado de Infiltracibn y la poblacién de células
citotoxicas, Granzima B”, intratumorales es mayor en los adenocarcinomas

con alto grado de TIDC.
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TABLA 8 CELULAS, GRANULOS Y PROTEINAS CITOTOXICAS

EN ADENOCARCINOMAS PULMONARES

CITOX.

ALTO 26.9
n =46 +17.5

BAJO 14.9
n =34 +12.4

p < 0.05

PERITUMORAL*
TIA-1 Gr B

6.5 3.00
+ 9.3 + 3.03

3.9 2.47
+ 3.2 + 3.15

>0.05 > 0.05

PERF. CITOX.
0.15 2.09
+ 0.63 + 2.25
0.06 2.06
+ 0.02 +3.72
> 0.05 > 0.05

INTRATUMORAL*
TIA-1 Gr B
0.9 1.26
+1.3 +2.16
0.6 0.44
+1.0 +0.75

>0.05 <0.05

PERF.

0.17
+0.53

0.03
+0.17

> 0.05

*Promedio y desviacién estandar de la densidad de poblaciéon celular. CITOX,

células citotéxicas. TIA-1, antigeno intracelular de células T; PERF., perforina;

GrB, granzima B.

CELULAS, GRANULOS Y PROTEINAS CITOTOXICAS
EN ADENOCARCINOMAS PULMONARES
70
60
= 50
2
= 40
Q 30
(@]
& 20
10
0
TIA—l/CITO}{. PERF./CITDX. GrB/CITDx.
OALTO IDC 44 8 60
B BAJO IDC 24 1 16

Gréafica 2. Relacion de células citotéxicas con células positivas para proteinas y

granulos citotoxicos. CITOX, células citotoxicas; TIA-1, antigeno intracelular de células

T; PERF., perforina;

GrB, granzima B.
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Alto grado de TIDC Bajo grado de TIDC

Figura 3. Proteinas y granulos citotoxicos en cortes seriados
adenocarcinomas pulmonares. Inmunoperoxidasa. 40X.

de
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DISCUSION.

La mayoria de los estudios sobre el infiltrado inflamatorio de tumores, han
sido dirigidos a establecer relaciones entre las células infiltrantes del
tumor y la esperanza de vida del paciente; el presente trabajo no versa
sobre ese tema, ya que su objetivo fue investigar si las células dendriticas
infiltrantes de tumor guardan alguna relacién con la densidad de poblacion
celular y/o la capacidad citolitica de las células citotoxicas (linfocitos T

citotéxicos y células NK) infiltrantes de los adenocarcinomas pulmonares.
Densidad de poblacion de células dendriticas

En los adenocarcinomas pulmonares estudiados nosotros observamos que
la densidad de poblacién de TIDCs es variable, habiendo tumores con alto
grado y tumores con bajo grado de TIDCs. Este resultado es consistente
con lo reportado por otros autores en carcinomas pulmonares de células
no pequefias. En este sentido, Inoshima ha reportado que en los
adenocarcinomas pulmonares, cerca del 50% de los tumores presentan un
alto grado de TIDCs (> 20 DC S-100*/HPF), y en el 50% restante, son
tumores con bajo grado de TIDC (= 20 DC S-100"/HPF) (Inoshima, 2002).
Esta observacién es avalada por el grupo de Kurabayashi, quien, empleé
un punto de corte de 10 DC S-100"/HPF para estratificar su muestra en
tumores con alto y bajo grado de TIDCs. Este autor reporta, ademas, que
la densidad de TIDCs, S-100%, en el nido tumoral es significativamente
mayor que la densidad de estas células en el estroma, (Kurabayashi, et
al., 2004).

Nuestros resultados en relacién a la proporcion de tumores con alto (= 10
DCs S-100*/HPF) y bajo(< 10 DCs S-100"/HPF) grado de TIDCs son
similares a los reportados por Inoshima; y en cuanto a la predominancia de
TIDCs en el nido tumoral, nosotros hicimos la misma observacion que
Kurabayashi Unicamente en los tumores con alto grado de TIDCs, vy
observamos adicionalmente que, en los tumores con bajo grado de TIDCs,
la densidad de DCs intratumorales y peritumorales no difieren

significativamente.
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La diferencia en el grado de TIDCs, podria ser explicada por Ila
biodisponibilidad del factor de crecimiento de células endoteliales (VEGF)
asociado al proceso angiogénico. Inoshima observé que este factor
correlaciona negativamente con la densidad de poblacion de DC en el
tumor, y positivamente con la densidad microvascular (MVD) (Inoshima,
2002); de lo cual puede inferirse que los altos niveles de VEGF pueden
inhibir la infiltracion de DC al tumor. Sin embargo, el grupo de Grunewald
ha reportado que —durante el proceso angiogénico— el VEGF induce la
expresion perivascular del factor derivado del estroma (SDF/CXCL12),
cuya funcién en el proceso es el reclutamiento y retencion de células de la
circulacién incluidas, las células dendriticas mieloides (Grunewald, 2006).
Mientras que el reporte de Inoshima abona la inhibicion de la infiltracién
de DC al tumor por el VEGF, el reporte de Grunewald y otros (Gabrilovich,
1996; 1998) apoyan la retencion de estas células en el nido tumoral,

merced al efecto del VEGF.

Con base en lo anterior, nosotros consideramos que la diferencia en
densidad de poblacion de TIDCs, observada entre los grupos estudiados
podrian ser el resultado de diferencias en la biodisponibilidad de factores
de crecimiento y quimiocinas asociadas con la angiogénesis, lo cual
implica que en tumores del mismo origen histolégico, existen diferencias
microambientales que afectan no solo la microvascularizacién sino
ademas, la densidad de poblacion y estado de maduracion de las células
dendriticas infiltrantes de tumor. Sin embargo, se requieren mas estudios

para probar esta hipdétesis
Estado de maduracién de las células dendriticas.

El estado de maduracion de las células dendriticas infiltrantes de tumor,
ha sido estudiado en carcinomas renales (Middel, 2010), colorectales
(Sandel, 2005), de seno (Bell, 1999) y en carcinomas de células no
pequefias (Inoshima, 2002; Perrot, 2007). Se ha reportado que la mayoria
de las DC presentes en el nido tumoral se encuentran en estado inmaduro.
Nosotros, en un trabajo preliminar observamos que la mayoria de las

TIDCs positivas para S-100 también son positivas para CDla, lo cual
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implica que estas células se encontraban en estado inmaduro, lo cual

coincide con los reportes previos.
Células citotéxicas infiltrantes: células NK

Se ha reportado que las células NK son escasas en el tejido tumoral de
carcinomas pulmonares de células no pequefias, encontrandose
predominantemente en el tejido no maligno. (Watanabe, 1983; Wald, 2006;
Esendagli, 2008). Nuestros resultados coinciden con estos reportes, ya
gue cerca del 80% de las células NK, se localizaron en la region
peritumoral de los tumores estudiados. Ademas, la densidad de poblacién
de las células NK no reflejé diferencias significativas entre los grupos con
alta y baja infiltracion de DCs, ni entre las regiones —peritumoral e
intratumoral- de cada grupo. Una posible explicacion de la escasa
densidad de células NK en el tejido maligno, podria ser la baja capacidad
migratoria de las células NK en respuesta a factores secretados por el
tumor, tales como el SDF. Segun Wald, la sensibilidad de las células NK a
esta quimiocina es menor que la de los linfocitos T CD8", siendo las
células CD4" las que poseen mayor capacidad migratoria en repuesta a
este factor in vivo (Wald, 2006). De acuerdo con lo anterior, puede
inferirse que el grado de TIDC no influye en la densidad ni en la

distribucién de las células NK.
Células Citotoéxicas infiltrantes: Linfocitos T citotdxicos.

Se ha reportado que de los histotipos de NSCLC, los adenocarcinomas son
los que presentan menos CTLs en el nido tumoral (Mori, 2000) y que el
nimero de células CD8" o CD4" peritumorales, es mayor que en el nido
tumoral. (Hiraoka, 2006). En este estudio observamos que los linfocitos T
CD8+, y los T cooperadores, presentan un patrén de distribucion similar,
encontrandose predominantemente en la regién peritumoral. Ademas, en
los adenocarcinomas con alto grado de TIDCs, la densidad de poblacién
de linfocitos T es significativamente mayor que la de los adenocarcinomas

con bajo grado de TIDCs.

El hecho de que en la regidén peritumoral de los adenocarcinomas con alto
grado de TIDC, la densidad de TILS sea alta, mientras que en los
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adenocarcinomas con bajo grado de TIDC, la densidad de TILs sea baja
nos permite inferir que el grado de infiltracion por células dendriticas esta
directamente relacionado con la densidad de linfocitos T peritumorales.

El hecho de que los adenocarcinomas con alto grado de TIDC, presenten
una mayor densidad de TILs, puede ser explicada por la estrecha relacion,
fisiologica existente entre DC vy linfocitos T, ya que las DC activadas por
las células Th inducen la expresién del receptor CD25 en los CTLs
antigeno especificas, propiciando la proliferacion de estas células en los

ganglios linfaticos regionales de donde pueden regresar al sitio del tumor.

Recientemente se ha demostrado en un modelo de ratén, que, las células
CD4+ participan en la remodelacién de las arteriolas que alimentan los
ganglios linfaticos regionales, lo cual incrementa la tasa de entrada de
células provenientes de la circulacion periférica. (Kumamoto, 2011). De
esta manera, las células T cooperadoras pueden ser un factor
determinante en la densidad de poblacién de los linfocitos T citotdxicos,

sin embargo, es necesario realizar mas estudios al respecto.

En nuestro estudio encontramos que la razén CD4'/CD8", en la region
peritumoral de los adenocarcinomas varia con el grado de TIDC. En los
tumores con alto grado de TIDC, la razon CD4"/CD8%es de 1.5; mientras
gue en los de bajo grado de TIDCs, es de 0.9. De acuerdo a lo anterior, en
los adenocarcinomas con alto grado de TIDCs, hay mas linfocitos CD4+
que CD8", mientras que en los de bajo grado de TIDCs ambas poblaciones
son practicamente iguales. Los valores reportados para esta variable en
carcinomas pulmonares de células no pequefias son de 1.4 y 1.5, y en
adenocarcinomas pulmonares es de 1.78. (Yoshino, 1992; 1993). Cabe
mencionar que en los estudios citados se emple6 la citometria de flujo, por
lo que no es posible distinguir entre células infiltrantes intra vy
peritumorales. De acuerdo con un reporte de Hiraoka el radio CD4*/CD8",
en el estroma de NSCLC, es de 1.1 (Hiraoka, 2006), sin embargo, este
autor incluye en su estudio carcinomas epidermoide, adenocarcinomas,
carcinomas de células grandes y otros, mientras que nosotros estudiamos
Gnicamente adenocarcinomas. Ya que el radio CD4"/CD8" varia con el

grado de infiltracion de células dendriticas, este hallazgo apoya la
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hipotesis de que la diferencia en la densidad de poblacion de linfocitos T
CD8", podria estar influenciada por la densidad de células dendriticas

infiltrantes del tumor.
Estado de diferenciacion de los linfocitos T.

De acuerdo al modelo de diferenciacion propuesto por Champagne, las
células positivas para CD45R0O, pueden ser de memoria central o0 memoria
periférica, mientras que las células negativas para CD45RO podrian ser
linfocitos T naive (CCR7'CD45RA") o linfocitos T de memoria efectora
terminalmente diferenciados (Tewra, CCR7"CD45RA") (Champagne. 2001).

Una observacion interesante en el presente trabajo es la diferencia en el
porcentaje células T CD3" con fenotipo de memoria. En los
adenocarcinomas con alto grado de TIDC, el 95%, del Linfocitos T, fueron
positivos para CD45R0O, mientras que en los de bajo grado, sélo el 75%,

de los linfocitos T, fueron positivos para este marcador.

Si consideramos que la fraccion de células negativas para CD45R0O, son
positivas para CD45RA, entonces, en los tumores con alto grado de TIDC
la poblacion CD45RA" seria del 5%, y en los adenocarcinomas con bajo
grado de TIDC dicha poblacion seria del 25%. La presencia de linfocitos T
CD45RO7, infiltrantes de carcinomas pulmonares de células no pequefias,
ha sido observada por Yoshino quien encontr6 que el 86.8 =+ 4.8 % de las
células CD3" son positivas para CD45RO (Yoshino, 1992), y el resto 13%
son CD45RA". La diferencia de nuestros resultados con los reportados por
Yoshino, pueden explicarse porque este autor incluye diferentes tipos de
carcinomas pulmonares mientras que nuestro estudio estuvo restringido a
adenocarcinomas pulmonares. Ademas, sus determinaciones fueron
hechas por citometria de flujo, mientras que nosotros evaluamos
directamente en el tejido tumoral, distinguiendo las poblaciones
peritumorales e intratumorales y, mas aun, la muestra analizada por

nosotros fue estratificada con base en la densidad de TIDC.

Derniane, ha sugerido que la presencia de linfocitos T negativos para
CD45RO (CD45RA+) en adenocarcinomas pulmonares, podria ser un

indicio del reclutamiento de células T naive al sitio del tumor o bien de la
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existencia de células de memoria terminalmente diferenciadas (Derniame,
2008); otra posibilidad es que el proceso de diferenciacién de los linfocitos
esté siendo bloqueado por factores del microambiente tumoral.

Capacidad citolitica de las células citotoxicas.

Para explorar estas posibilidades nosotros evaluamos la densidad de
poblacion de células citotoxicas positivas para el marcador de granulos
citoliticos TIA-1/GMP-17, y las proteinas citotoxicas granzima B vy

perforina.

Takata, et al., han sugerido que las Células T CD8" adquieren
gradualmente la expresiéon de Perforina, granzima A y granzima B durante

la diferenciacién periférica (Takata, 2006).

En este estudio observamos que en la region peritumoral de los
adenocarcinomas con alto y bajo grado de TIDC, la fraccion de células
citotoxicas positivas para el marcador de granulos citoliticos TIA-1, fue de
24% y 27%, respectivamente. También observamos que la fraccion de
células citotoxicas positivas para granzima B es practicamente el doble de
lo observado en los tumores con bajo grado de TIDCs, mientras que la
densidad de células positivas para perforina es practicamente nula en
ambos grupos. Cabe observar que aun cuando la densidad de células
citotéxicas es diferente entre ambos grupos, la proporcion de células

poseedoras de granulos y proteinas citotoxicas es igual en ambos grupos.

En la regién intratumoral de los adenocarcinomas con alto grado de TIDC
se observé que el 60% de las células citotéxicas son positivas para
Granzima B, mientras que en los adenocarcinomas con bajo grado de

TIDC, sélo el 16% son positivas para esta proteina.

Tomando en cuenta que la poblacion de células citotéxicas, asi como la
densidad de células TIA-1", es similar en los grupos estudiados y sélo la
densidad de poblacion de células Granzima B” es significativamente mayor
en los tumores con alto grado de TIDCs, puede inferirse que la capacidad
efectora de las células citotéxicas presentes en el nido tumoral, de los
adenocarcinomas con alto grado de TIDC es mayor que la de los
adenocarcinomas con bajo grado de TIDCs y que, en ambos grupos, la
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carencia de perforina es el factor limitante de la respuesta inmune

antitumoral.

La biodisponibilidad, en el sitio del tumor, de citocinas tales como IL-15 e
IL-7, los cuales desempefian un papel fundamental en la generacién y
homeostasis de las células de memoria CD8", podria prevenir la
maduracion eficiente de las células T. Se ha reportado el TGF-B secretado
por las células tumorales y otras, presentes en el microambiente tumoral,
pueden suprimir la funcion citotoxica de los CTLs in vivo mediante un
programa de represion transcripcional de cinco productos génicos, entre
ellos, perforina, granzima A, y granzima B, (Thomas, 2005), por lo que es
probable que la baja expresion de granzima B y perforina, observada en
este estudio, puedan tener origen en la secrecion de TGF-B por las células

tumorales.

Una explicacion alternativa para la baja expresiéon de factores citotéxicos
en las linfocitos T CD8", es su constante degranulaciéon, sin embargo
nosotros no observamos granzima o perforina asociada con las células
neoplasicas, lo cual es indicio de la degranulacién y transferencia de
factores citotoxicos de los linfocitos a las células neoplasicas (Medley,
1996). Con base en lo anterior, nosotros pensamos que la baja densidad
de células positivas para proteinas citotéxicas, puede ser el resultado de
factores microambientales secretados por las células tumorales, los cuales
restringen la maduracién y, con ello, el perfil citotéxico, de los linfocitos

infiltrantes de tumor.

En sintesis, nuestros resultados indican que en los adenocarcinomas
pulmonares existen diferencias en la densidad y patron de distribucién de
las células dendriticas; estas diferencias parecen repercutir en la densidad
de poblacion de los linfocitos T, mientras que las células NK no resultan
afectadas. La baja densidad de células citotéxicas positivas para proteinas
citoliticas es wun factor comdn en los adenocarcinomas pulmonares
estudiados, lo cual podria estar mas relacionado con la secrecién de
citocinas y factores de crecimiento que restringen la maduracién terminal
de los linfocitos T citotoxicos, que con el grado de infiltracion por células

dendriticas
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CONCLUSIONES.

En este estudio reportamos que los tumores pulmonares de tipo
adenocarcinoma, presentan diferencias en la densidad y patrén de

distribucién de células dendriticas.

La densidad de poblacion de DC parece no afectar la densidad y ni el

patrén de distribucion de las células NK, pero si el de los linfocitos T.

La escasez de linfocitos T CD8", asi como la baja proporcion de células
positivas para granzima B y perforina, en los linfocitos infiltrantes de los
adenocarcinomas pulmonares sugiere que la capacidad citotoxica de los
linfocitos infiltrantes estd notablemente afectada y que esta condiciéon es
independiente de la densidad de poblacion de células citotéxicas y del
grado de TIDC.

La baja expresiéon de granzima B, y la casi nula expresion de perforina
parece ser independiente del grado de infiltracién o patrén de distribucion
de células dendriticas, lo cual implica que los factores que restringen la
maduracion de los linfocitos T y la produccion subsecuente de proteinas

citoliticas es un factor comun en los grupos estudiados.

La densidad de poblacion de células citotéxicas intratumorales positivas
para granzima B, es significativamente mayor en los tumores con alto
grado de TIDC, comparada con los tumores con bajo grado de TIDC, lo
cual parece indicar que en los tumores altamente infiltrados por DC, la
respuesta inmune antitumoral coexiste con los mecanismos promotores del

tumor.

La escasez de células T y la baja proporcién de células citotéxicas
positivas para granzima B y perforina, sugieren que —para potenciar la
respuesta inmune antitumoral- es necesario el diseiilo de estrategias
terapéuticas que promuevan la maduracion e infiltracion de células T al
nido tumoral, asi como la infiltracion de células dendriticas en los tumores

con bajo grado de infiltracion.
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ANEXO |
PROTOCOLO DE TINCION INMUNOHISTOQUIMICA
| RECUPERACION DE ANTIGENO

Después de desparafinar y rehidratar las secciones histologicas, las
laminillas se colocaron en una jarra de Coplin conteniendo buffer de
citratos (0.01M, pH = 6). Y se incubaron durante 15 minutos a ebullicidn
constante en un horno de microondas marca Sharp (Sharp carousel). Al
finalizar la incubacién se dejo enfriar durante 30 min hasta alcanzar la

temperatura ambiente.
[ BLOQUEO DE PEROXIDASA ENDOGENA

Con la finalidad de eliminar la actividad de la peroxidasa enddgena, los
tejidos fueron incubados en una solucién de perdoxido de hidrogeno al 3%
(v/v) en alcohol metilico durante 30 min. La incubaciéon se efectudé a
temperatura ambiente y, al final de la misma, las secciones histologicas
fueron lavadas con buffer salino de fosfatos (PBS) durante 5 min en

agitacion constante.
1 BLOQUEO DE UNION INESPECIFICA

Con la finalidad de evitar la unién inespecifica de los anticuerpos a los
tejidos, estos fueron incubados previamente con una solucion de PBS
conteniendo suero de cerdo al 2% y Tritdn X-100 al 0.5% (v/v) durante 30
min a temperatura ambiente. Acto seguido, las laminillas fueron rotuladas
para identificar su tratamiento. El 4rea de tejido tratado fue delimitada,
mediante el trazo circular con un lapiz hidrofébico (Vector Laboratorios,

Inc., Burlingame, CA).
v INCUBACION CON EL ANTICUERPO PRIMARIO

Las secciones de tejido fueron incubadas con 100 pl del anticuerpo
primario y se incubaron durante 18 horas en camara humeda a una
temperatura de 4°C. Como controles se emplearon cortes histolégicos en
los que se omitié el anticuerpo primario. En cualquier caso, al final de la

incubaciéon las laminillas fueron lavadas con una solucién de PBS
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conteniendo Tween 20 al 0.1% (v/v) seguido de otro lavado con PBS. Los

lavados se efectuaron durante 5 min en agitacion constante.
\% ANTICUERPO SECUNDARIO

Las secciones histolégicas fueron incubadas con 100 pl del anticuerpo
secundario biotinilado durante una hora en camara humeda a 32°C. Al

final, las muestras fueron lavadas como se indicd anteriormente.
\YA ADICION DEL COMPLEJO ABC

Las muestras fueron tratadas con 100 pl del complejo estrepto-avidina-
biotina-peroxidasa a una dilucion 1:150 durante 30 min a 32°C en camara
humeda. Al final de la incubacion las muestras fueron lavadas como se

indicé anteriormente.
VIl Sistema revelador

Como sistema revelador se utiliz6 una solucion de PBS conteniendo
peroxido de hidrégeno (0.4 pli/ml) y tetrahidrocloruro de
3,3’diaminobenzidina (DAB) (0.4 pg/ml). Las muestras histolégicas fueron
incubadas durante 5 min con esta solucién y al final la reaccion fue

interrumpida con agua corriente.

En la tincion inmunohistoquimica doble, luego de haber sido reveladas
con DAB, las muestras fueron incubaron en buffer de citratos y se trataron
mediante dos ciclos de cinco minutos cada uno en horno de microondas.
Acto seguido se comenzd con el protocolo de tincién arriba estipulado
partiendo de la incubacién con suero de cerdo al 2% y Tritén X-100 al
0.5% (v/v).

El segundo estrato se reveldé con un kit de vector (VIP substrate Kit for
Peroxidase SK-4600; Vector Lab. Inc., USA) siguiendo las instrucciones

del productor.
VIII CONTRATINCION

Las muestras fueron contra tefiidas, con hematoxilina de Harris
(Hematoxilin QS; H3404, Vector Lab. Inc. USA) durante 3 min,
deshidratadas empleando alcohol a varias graduaciones y finalmente las

laminillas fueron montadas con resina sintética (Neo-Entellan; Merck).
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