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ABREVIATURAS

ADN: &cido desoxirribonucleico

AC: antecedentes de cancer

APAF-1: factor 1 de activacion de apoptosis

APC: poliposis adenomatosa coli

APC- Alexa Fluor 700: Allophycocyanin — Alexa Fluor 700
ARN: &cido ribonucleico

ATP: adenosina trifosfato

BAK: del inglés “Bcl-2 homologous antagonist/Killer”
BCL-2: del inglés “B-cell Leukemia-Lymphoma 2”
CA: antigeno carbohidrato

CARD: dominio de reclutamiento de caspasa

CCR: céncer colorrectal

CC: cancer de colon

CCL5: quimiocina cc tipo 5

CCR5: receptor quimiocina cc tipo 5

CDR: regiones determinantes de complementariedad
CD: celula dendritica

CEA: antigeno carcinoembrionario

CIN: inestabilidad cromosomica

CMF: citometria de Flujo

CMSP: células mononucleares de sangre periférica
CPA: célula presentadora de antigeno

CXCL13: ligando 13 de la quimiocina

CXCR5: receptor 5 de la quimiocina

CS: cancer sincronico

DD: dominio de muerte

DE: desviacion estandar

DED: dominio efector de muerte

DN: doble negativo

FADD: proteina con dominio de muerte asociada a FAS

FC: fluorocromo



FITC: isotiocianato Fluoresceina

FS: dispersion frontal

HLA: antigeno leucocitario humano

HNPCC: cancer colorrectal hereditario sin poliposis
IFN-y: Interferon vy

IGH: inmunoglobuliuna pesada

IL: interleucina

IMV: infiltracion microvascular

IP: yoduro de propidio

KIR: killer Immunoglobulin-like Receptor

KrO: Krome Orange

LIE: linfocitos intraepiteliales

LPS: lipopolisacaridos.

LT: linfocito T

LTc: linfocitos T citotoxicos

LTh: linfocitos T colaboradores

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad
MSI: inestabilidad microsatelital

NCAM: molécula de adhesion de la célula neural
NCR: receptores de citotoxicidad natural

NLR: neutrophil-to-lymphocyte ratio

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

NK: natural killer

PAF: poliposis adenomatosa familiar

PB: pacific Blue

PBS: tampdn fosfato salino

PC7: R phycoerythrin-Cyanine 7

PE: R-Phycoerythrin

PLR: platelet-to-lymphocyte ratio

PS: fosfatidilserina

REDECAN: Red Espariola de Registros de Cancer
SEOM: Sociedad Espariola de Oncologia Médica
SNOMED: Systematized Nomenclature of Medicine



SS: dispersion lateral

TAM: macrofagos asociados a tumores

TME: estimulos del microambiente tumoral.
TCR: receptor de célula T

TGF: factor de crecimiento tumoral

TIL: linfocitos infiltrantes de tumor

TLS: estructuras linfoides terciarias

TNF: factor de necrosis tumoral

TNFR: receptor del factor de crecimiento de necrosis tumoral
TNM: Tumor/Nddulos/Metastasis

TRAIL: TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand
Treg: Linfocitos T reguladores

7-AAD: 7-amino-actinomicina D
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1.INTRODUCCION

El cancer en la actualidad constituye un importante problema de salud publica, es
la segunda causa de muerte, (22,8% de los fallecimientos), por detras de las enfermedades
del sistema circulatorio (24,3% de las muertes), segtn datos del INE de 2020. Comprende
un conjunto de patologias que pueden afectar a distintos tipos de células y tejidos, y todos
ellos tienen en comun el crecimiento descontrolado y desordenado de las células
neoplasicas. Hay una transformacion de células normales en células tumorales, las cuales
pueden adquirir la capacidad de diseminarse desde el tejido de origen hacia otros tejidos
y 6rganos, en el proceso conocido como metéastasis. Estas alteraciones son el resultado de
la interaccion de los factores genéticos del individuo, la edad y agentes externos
(carcindgenos fisicos, quimicos y bioldgicos). La tumorogénesis, proceso de formaciony
desarrollo de un tumor comprende varias etapas que implican cambios dinamicos en el

genoma.

Hanahan y Weinberg postularon en el afio 2000 un modelo unificador que
proponia seis caracteristicas o alteraciones en la fisiologia celular compartidas por todos
los tipos celulares tumorales, esenciales para el desarrollo del cancer (Hallmarks of
cancer). Estas alteraciones se definen como capacidades funcionales adquiridas por las
células tumorales, via distintos mecanismos y en varios momentos durante el curso de la
formacion y desarrollo del tumor, que les confieren ventajas en supervivencia,

proliferacion y diseminacion?.
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Fig.1.1 Esta ilustracion abarca las seis capacidades distintivas en la fisiologia celular,
compartidas por todos los tipos celulares tumorales, esenciales para el desarrollo del cancer
propuestas originalmente en el afio 2000. Hanahan and Weinberg, 20002

Posteriormente se propuso la necesidad de incorporar a estas seis caracteristicas,
otras 4 propiedades distintas que presentan las células cancerosas fundamentales también
para el desarrollo del cancer. Ademas, en su Gltima revision, estos autores defienden que
la biologia de los tumores no puede entenderse simplemente por la enumeracion de los
rasgos del cancer, sino que debe englobar también la contribucion del microambiente
tumoral 3.
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Fig.1.2 Esta ilustracion afiade a las seis anteriores, las cuatro caracteristicas distintivas
propuestas en la Ultima revisién del afio 2011. Hanahan and Weinberg 2011, Review Hallmarks of
Cancer: The Next Generation?®,

1. Independencia de las sefiales de crecimiento.

Las células cancerosas estimulan su propio crecimiento. Las células normales
requieren sefiales mitogénicas para pasar de un estado quiescente a un estado
proliferativo, es decir requieren que les llegue la informacion que provoca la division
celular o mitosis. Por el contrario, las células tumorales pueden crecer sin necesidad de
que se produzcan dichas interacciones, ya que o bien generan muchas de sus propias
sefiales de crecimiento o bien activan desde el interior celular a los receptores
transmembrana en ausencia de ligando, reduciendo asi su dependencia de la estimulacién

desde el microambiente del tejido normal.

2. Insensibilidad a las sefiales inhibidoras de crecimiento.

Resisten las sefiales inhibitorias que de lo contrario podrian detener su

3



crecimiento. Mdltiples sefiales antiproliferativas funcionan en las células normales para
mantener la quiescencia celular y la homeostasis tisular. Esto permite la proliferacion

celular y hace a las células insensibles frente a los factores que evitan el crecimiento.

3. Evasion de la apoptosis.

La capacidad de las poblaciones de células tumorales para expandirse en nimero
estd determinada por una ratio entre mitosis y muerte celular por necrosis o apoptosis
(muerte celular programada). La resistencia a la apoptosis por parte de las células
tumorales puede darse segun diferentes estrategias, siendo la mas comun la pérdida de
funcién del regulador proapoptético TP53, debido a mutaciones en dicho gen. De esta
manera se consigue eliminar un componente clave que induce la apoptosis cuando se
detecta dafio en el ADN.

4. Potencial replicativo ilimitado.

Las células de mamiferos tienen un programa especifico que limita el nimero de
divisiones celulares que pueden ocurrir (60-70 duplicaciones), el limite de Hayflick,
pasado el cual, dichas células detienen su crecimiento e inician un proceso denominado
senescencia®. La senescencia en las células normales es producida debido a la pérdida de
la funcion protectora de los telomeros, por su acortamiento. En cambio, en las células
neoplésicas se ha evidenciado el mantenimiento de la longitud de los telomeros en la
mayoria de los tipos de cancer®, debido a una mayor actividad de la enzima telomerasa,

de modo que se pueden multiplicar para siempre.

5. Angiogénesis sostenida.

La angiogénesis forma parte también de las principales caracteristicas de las
células tumorales. Las células cancerosas estimulan el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos para un mayor aporte de oxigeno y nutrientes a los tumores. La generacion
de nuevos vasos sanguineos es imprescindible para que el tumor pueda crecer®. Los

tumores tienen la capacidad de activar la angiogénesis.



6. Invasion tisular y metastasis.

Las células neoplasicas tienen la capacidad de invasion tisular, lo que les permite
escapar de la masa tumoral primaria y colonizar otras partes del cuerpo (metéstasis). Al
igual que en el tumor primario, el éxito en estos procesos depende de la adquisicion de
las cinco caracteristicas anteriores. Los procesos de invasion y metastasis son
extremadamente complejos, implicando cambios en las relaciones fisicas entre las células

y su microambiente y la activacion de las proteasas extracelulares.

7. Inestabilidad gendmica y mutacion.

La adquisicion de las 6 caracteristicas anteriores depende en gran medida de una
sucesion de alteraciones en el genoma de las células neopléasicas. Los sucesivos pasos de
la progresion tumoral pueden ser entendidos como una secuencia de expansiones
clonales, cada una de las cuales es provocada por la adquisicion de un genotipo mutante

favorable que resulta en una ventaja selectiva.

8. Inflamacién.

Se ha comprobado que tejidos cronicamente inflamados son mas susceptibles a
desarrollar tumores. La inflamacion es evidente en muchos casos en estadios tempranos
del cancer y por ello, se ha incluido como otro de los puntos esenciales del proceso
neoplésico. Sustentan esta inclusion, estudios que demuestran que ciertos mecanismos
relacionados con la inflamacién producen inestabilidad genética permitiendo la

acumulacién de alteraciones moleculares.

9. Reprogramacion del metabolismo energetico.

La enfermedad neoplasica implica también a los ajustes correspondientes en el
metabolismo energético con el fin de estimular el crecimiento y la division celular. Otto
Warburg fue el primero en observar una caracteristica anémala en el metabolismo

energético de las células cancerosas que denominé “glicolisis aerobia” ’.



10. Evasion del sistema inmunoldgico.

La aparicion de tumores parece reflejar, de alguna manera, que las células
cancerosas han logrado evitar la deteccion por parte del sistema inmune o han sido
capaces de limitar el alcance de la destruccién inmunoldgica, mediante la desactivacion

de componentes del sistema inmune que han sido enviados para eliminarlas.

1.1. Cancer Colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es una de las neoplasias mas frecuentes en la mayoria
de los paises. Es una enfermedad comun y letal asociada tanto a factores ambientales
como genéticos, siendo la evasion de la muerte celular programada (apoptosis) vy el
bloqueo de los mecanismos de inmunidad, algunos de los cambios esenciales de la

transformacion maligna®.

El cancer colorrectal se produce en el revestimiento del intestino grueso. Surge
de la mucosa del intestino, generalmente creciendo hacia el lumen y/o extendiéndose a
organos adyacentes. Los sintomas estan asociados con tumores relativamente grandes y/o
etapas avanzadas de la enfermedad. Generalmente no son especificos del cancer de colon:
cambio en los habitos intestinales, dolor abdominal, pérdida de peso sin otras causas
aparentes, debilidad, deficiencia de hierro y anemia son los sintomas mas comunes, y

depende de la ubicacion y etapa del tumor primario®.

1.1.1 Epidemiologia

A nivel mundial el CCR representa casi un 10% del total de canceres®. Es el
tercero mas comunmente diagnosticado en varones y el segundo en las mujeres, con 1,4
millones de nuevos casos Yy casi 694.000 muertes en 2012%°, variando a lo largo de las

diferentes areas geograficas segun los Gltimos datos publicados en la base de datos
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Fig.1.3 Incidenciay Mortalidad de cancer colorrectal en paises desarrollados y en desarrollo.
Globocan 2020.

Las tasas de incidencia mas altas se encuentran en Australia y Nueva Zelanda,
Europa y América del norte, y las tasas mas bajas se encuentran en Africa y en Asia
meridional y Central*! (Figura 1.3). Estas diferencias geograficas parecen ser atribuibles
a diferencias en la dieta y exposicion a riesgos ambientales que se suman a un fondo

genético de determinada susceptibilidad.
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Fig.1.4 Incidencia de cancer colorrectal en los paises (2020). Globocan de 2020.

Las tasas de incidencia y mortalidad del CCR varian notablemente en todo el
mundo. Es importante constatar el incremento que esta sufriendo la incidencia de cancer
en Espaiia y el contraste que supone frente a la evolucion de la mortalidad.!? Segin las
estimaciones de la base de datos de la Red Espafiola de Registros de Céncer
(REDECAN)*® de 2022, el nimero total de casos incidentes estimados para 2022 es de
280.100 de los que 160.066 son en hombres y 120.035 en mujeres. En el conjunto de la
poblacion, el tumor mas frecuente es el de colon y recto con un total de 43.370 nuevos
casos (28.706 de colon y 14.664 de recto).
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Fig.1.5. Tasas de supervivencia neta de cancer a 5 afios, ajustada por edad, en Espafia por
sexo, tipo de cancer y periodo (15-99 afios). REDECAN?®,

La supervivencia del CCR, aunque de forma ligera, ha mejorado en los ultimos
afos en Espafia (Figura 1.5), y es similar a la del resto de paises de nuestro entorno. Esto
podria ser debido gracias a los avances tecnoldgicos, a los nuevos tratamientos y al
diagnostico cada vez méas precoz de los tumores, mediante las politicas de prevencion,
tanto primaria como secundaria y a la posterior eliminacion de polipos de colon en fases

tempranas de la tumorogénesis.

Los esfuerzos actuales para reducir la incidencia de CCR y su mortalidad en

adultos jévenes se centran en la identificacion de las personas para la vigilancia basada
9



en antecedentes familiares, y promover la conciencia sobre el potencial riesgo de cancer

y los sintomas como sangrado rectal persistente, a cualquier edad.

En contraste con estos datos, las tasas de mortalidad siguen aumentando en
muchos paises con recursos limitados y con peores infraestructuras sanitarias, sobre todo

en Europa del Este, América Central y América del Sur®.

1.1.2 Factores de Riesgo

La etiologia del CCR es compleja; incluye factores ambientales y genéticos. El
riesgo de desarrollar CCR depende de factores que se pueden clasificar en factores de
comportamiento (como fumar, el alto consumo de carne roja, la obesidad, inactividad
fisica), que se pueden evitar y factores genéticamente determinantes y envejecimiento,
que no pueden evitarse. De modo que existen diferentes factores ambientales y genéticos
que pueden aumentar la probabilidad de desarrollar CCR?®,

1.1.2.1 Factores de riesgo genéticos

Los factores de riesgo genéticos, conocidos como sindromes hereditarios
asociados a CCR, son varios trastornos genéticos especificos, la mayoria de los cuales se
heredan de forma autosémica dominante. En conjunto tan sélo representan alrededor del
5 % de todos los casos de CCRY'. La poliposis adenomatosa familiar (PAF) y el sindrome
de Lynch (cancer colorrectal hereditario sin poliposis [HNPCC]) son los mas comunes
entre los sindromes de cancer de colon familiar. EI Sindrome de Lynch, representa
aproximadamente el 3% de todos los adenocarcinomas de colon. Se debe sospechar
especialmente cuando el paciente presenta antecedentes familiares de CCR, carcinoma
de endometrio, y otros tipos de cancer. Es un sindrome causado por la mutacién en la
linea germinal de uno de los cuatro genes encargados de la reparacién del DNA. Estas

son proteinas que normalmente participan en la reparacion del DNA durante su
10



replicacion, y funcionan dentro de un complejo molecular dispuesto en pares, MLH1-
PMS2 y MSH2-MSH6, La alteracion de estos genes dara lugar a un gran nimero de
mutaciones, originando secuencias nucleotidicas cortas repetitivas del DNA o
microsatélites repartidos a través del genoma, fendmeno denominado inestabilidad
microsatelital (MSI) °. Los tumores colorrectales que se desarrollan en pacientes con
sindrome de Lynch se caracterizan porque tienen una edad de aparicién temprana
(aproximadamente 44 afios) y por la tendencia a desarrollar las lesiones en el colon
proximal y tener méas riesgo de padecer c&ncer sincronico o metacronico. En algunos

pacientes se presenta en su tercera década de vida®.

La PAF y sus variantes (sindrome de Gardner, sindrome de Turcot y poliposis
adenomatosa familiar atenuada) representan menos desintegrarla en el 1% o de los
canceres colorrectales. La PAF es causada por mutaciones en la linea germinal del gen
de la poliposis adenomatosa dcoli (APC), es un gen supresor de tumores, que se localiza
en el cromosoma 52!, La PAF tipica se caracteriza por el desarrollo de numerosos
adenomas en el recto y el colon durante la segunda década de vida. Generalmente, los
canceres comienzan a desarrollarse una década después de la aparicion de los pdlipos. La
mayoria de los pacientes con PAF desarrollan CRC entre los 40 y 50 afos.

1.1.2.2 Factores de riesgo ambientales

Los factores de riesgo ambientales incluyen el tipo, calidad y cantidad de la dieta
y el estilo de vida, comportamientos potencialmente modificables como la inactividad

fisica'y fumar.

Del mismo modo la edad también es un factor importante para el desarrollo de
CCR, infrecuente antes de los 40 afos; la incidencia comienza a aumentar
significativamente entre las edades de 40 y 50 y se observa el aumento de las tasas de
incidencia especificas por edad en cada década sucesiva después de eso (Figura 1.6)%.
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Fig.1.6 - Mayor incidencia de cancer colorrectal con la edad. Eddy DM. Screening for
colorectal. cancer. Ann Intern Med. 1990.

En los Gltimos 20 afios, segun informe del SEOMZ, el nimero de tumores
diagnosticados ha experimentado un crecimiento constante en Espafia debido no sélo al
aumento poblacional, sino también a las técnicas de deteccion precoz y al aumento de la

esperanza de vida (ya que el riesgo de desarrollar tumores aumenta con la edad).

Datos procedentes de la base de datos de vigilancia y epidemiologia de los
Estados Unidos (SEER)?* y otros registros de cancer de paises occidentales sugieren que
la incidencia CCR esta aumentando en el grupo de menores de 50 afios, mientras que esta

disminuyendo en los grupos de mayor edad?>2¢,

El bajo estatus socioecondémico también se asocia con un mayor riesgo para el
desarrollo de cancer colorrectal. Un estudio mostré como que en las personas con bajo
nivel socioeconémico el riesgo de desarrollar CCR tenia una incidencia
desproporcionadamente alta, independientemente de los efectos de los factores de riesgo

de CCR a nivel individual .

El consumo de tabaco conlleva un aumento del riesgo relativo de 1,18 (95% CI
12



1,11-1,25) de desarrollar CCR frente a no fumadores, tal y como se observé en un
metanalisis de 106 estudios observacionales 2. Asi mismo el consumo de carne roja
cocinada a alta temperatura, probablemente por la produccion de hidrocarburos
poliaromaticos y otros carcindgenos también ha sido asociado con un aumento del riesgo
de desarrollo de CCR?°. La ingesta de alcohol también se ha asociado con un mayor
riesgo de CCR. Los bebedores moderados presentan un aumento significativo en el riesgo

de CCR frente a los no bebedores®,

1.1.3 Clasificacion Histologica

La mayoria de los canceres de colon se inician de manera escalonada, a partir de
un crecimiento de las células de la mucosa intestinal, hasta transformarse en un polipo
(protuberancia benigna y visible que se proyecta en la superficie de la capa interna del
intestino). Existen diferentes tipos de polipos, pero s6lo los polipos adenomatosos
(adenomas) intervienen en el proceso de formacion del cancer de colon. Hay que tener
en cuenta que los adenomas son procesos benignos y no peligrosos para la vida. Sin
embargo, con el paso del tiempo, si no se extirpan y permanecen en el intestino, algunos
de ellos se pueden malignizar y convertirse en un cancer®!. Por esta razon, una manera
de prevenir el cancer de colon es detectar y extirpar dichos p6lipos antes de que se

conviertan en cancer.
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Fig.1.7 Proceso de evolucion y desarrollo del CC*.

Las neoplasias colorrectales méas frecuentes son los adenomas y los carcinomas.
La gran mayoria de los carcinomas colorrectales se diagnostican inicialmente mediante
una evaluacién histolégica que se realiza sobre muestras de tejido de biopsia,
endoscdpica o polipectomia. La gran mayoria de las neoplasias de colon y recto son
carcinomas. De los carcinomas, mas del 90 por ciento son adenocarcinomas que se

originan a partir de células epiteliales de la mucosa colorrectal®,

Desde el punto de vista histoldgico, la Organizacion Mundial de la Salud
considera las siguientes variantes histoldgicas para carcinomas de colon y recto:
adenocarcinoma, adenocarcinoma mucinoso, carcinoma de células en anillo de sello,
carcinoma de células pequefias, carcinoma medular, carcinoma indiferenciado y
carcinoma neuroendocrino; siendo mas frecuente el adenocarcinoma y clasificandose
estos a su vez de acuerdo al grado de diferenciacion en tumores bien, moderado o poco

diferenciados®* .

El adenocarcinoma convencional se caracteriza por la formacion glandular, que
es la base para la clasificacion histolégica del tumor. En el adenocarcinoma bien

diferenciado, >95% del tumor forma glandulas. EI adenocarcinoma moderadamente
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diferenciado muestra 50-95% de formacion de glandulas. EI adenocarcinoma
pobremente diferenciado es en su mayoria sélido con <50% de formacion de
glandulas. En la préactica, la mayoria de los adenocarcinomas colorrectales (~70%) se
diagnostican como moderadamente diferenciados Los carcinomas bien y mal
diferenciados representan el 10% y el 20%, respectivamente. Un sistema de clasificacion
de 2 niveles, que combina bien y moderadamente diferenciado con bajo grado (50 % de
formacion de glandulas) y define pobremente diferenciado como de alto grado (<50 %
de formaciéon de glandulas), reduce la variacion entre observadores y mejora la

importancia prondstica®+°,

En lo que respecta a la distribucion anatomica del CCR, se diferencia entre el
CCR del colon derecho e izquierdo. Esta distincion entre el colon del lado derecho y el
del lado izquierdo se basa en sus origenes embrioldgicos. El ciego, el apéndice, el colon
ascendente, el angulo hepético y los dos tercios proximales del colon transverso se
originaron en el intestino medio, mientras que el tercio distal del colon transverso, el
angulo esplénico, el colon sigmoideo, el colon descendente y el recto se originaron en el
intestino posterior. Por lo tanto, los tumores de CCR del lado derecho y los dos tercios
proximales del colon transverso surgen del colon ascendente y los tumores de CCR del
lado izquierdo surgen del colon descendente y sigmoide, y un tercio distal del colon

transverso 3738,

Ademas de la diferencia en su origen, estos tumores presentan una histologia
diferente. Mientras que los tumores del lado derecho muestran adenomas serrados sésiles
0 adenocarcinomas mucinosos, los tumores del lado izquierdo muestran
adenocarcinomas tubulares, vellosos y tipicos®®. Dado que los tumores del lado izquierdo
tienen morfologia polipoide, es méas facil detectarlos con colonoscopia en las primeras
etapas de la carcinogénesis. EI CCR del lado derecho tiene una morfologia plana que es
dificil de detectar®®*!, Los pacientes con CCR del lado derecho tienden a tener tumores

avanzados y mas grandes, que a menudo estan pobremente diferenciados.

Se ha observado a nivel internacional un cambio hacia el lado derecho o proximal
de CCR*,
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Este cambio en la distribucion puede deberse entre otros factores a que la
colonoscopia es mas eficaz en la prevencion del CCR en el lado izquierdo que en el lado
derecho, y puede estar relacionado también con mejoras en el diagndstico y tratamiento,
mientras que los pacientes con cancer de colon izquierdo suelen sufrir desde el principio
rectorragias o sangrado anal, y dolores tipo colico que advierten de la presencia de la
enfermedad, los pacientes con cancer de colon derecho no sufren estos sintomas hasta
que el tumor no esté en un estadio mucho mas avanzado, lo que conlleva a una deteccion
mas temprana y a una mayor proyeccion con la extirpacién de polipos adenomatosos en

el colon distal.

Se ha observado que los adenomas, que son mas planos y mas dificiles de
visualizar endoscOpicamente y que caracteristicamente tienen mutaciones BRAF, son

mas comunes en el colon derecho*3#4,

La composicion gendmica de CCR derecho e izquierdo es totalmente diferente

entre si*.

Debido a todas estas diferencias estdn comenzando a tratarse casi como dos
entidades clinicas diferentes, pues difieren en prevalencia, sintomatologia, prondstico y

tratamiento.

1.1.4 Patrones de Crecimiento y Estadificacion

La determinacion del estadio del cancer en funcién de su extension anatomica
(estadificacion), es fundamental no solo para estimar el prondstico sino para definir las
distintas alternativas terapéuticas. La estadificacion tumoral utiliza tres parametros: el
tamafio tumoral, la infiltracion de los nédulos linfaticos y la presencia o no de metastasis
(Tumor/Nodulos/Metastasis —TNM).

16


https://mdanderson.es/cancer/cancer-de-colon
https://mdanderson.es/cancer/cancer-de-colon
https://mdanderson.es/cancer/tumor

INTRODUCCION

Tumor Primario (T)

Tx

TO

Tis

T1

T2

T3

T4a

Tab

Tumor primario no evaluable

Sin evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ: Intraepitelial o invasion de lamina propia

El tumor invade la submucosa

El tumor invade la muscular propia

El tumor invade mas alla de la muscular propia hasta tejidos pericolorrectales
El tumor penetra en la superficie del peritoneo visceral

El tumor invade directamente otras estructuras y 6rganos vecinos

Ganglios linfaticos regionales (N)

NXx

NO

N1

N2

No se pueden evaluar los ganglios
No hay indicios de metéstasis en ganglios linfaticos
Metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos

Nla. Metastasis en un Gnico ganglio regional

N1b. Metéastasis en 2-3 ganglios

N1c. Depositos tumorales en la subserosa, mesenterio o tejidos pericélicos o
perirrectales no peritonealizados sin afectacién ganglionar locorregional.

Metastasis en cuatro o mas ganglios linfaticos

N2a. Metastasis en 4-6 ganglios

N2b. Metastasis en 7 0 mas ganglios linfaticos.

Metastasis a distancia (M)

MO

M1

Ausencia de metastasis distancia
Metastasis a distancia

M1la. Metéstasis confinadas a un Gnico 6rgano

M1b. Metéstasis en mas de un érgano o en Peritoneo

M1lc. Metéstasis aislada en la superficie peritoneal sin otra localizacion u érgano
afecto.

Tabla 1.1. Clasificacion TNM para carcinoma colorrectal (82 edicion de la AJJC)*.
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La estadificacion puede realizarse en diferentes momentos del proceso
diagnostico-terapéutico: preoperatoria, antes de tratamiento (estadificacion clinica,
cTNM), después del tratamiento quirargico (estadificacion patoldgica o postquirdrgica,
pTNM), después o durante el tratamiento de induccién, post quimio radioterapia y
(estadificacion yTNM), en el momento de la recidiva tumoral después de un intervalo
libre de enfermedad (estadificacion rTNM) o en la autopsia (estadificacion aTNM) 4.

Se disemina a otros drganos

Ganglio
Iinfiiuco Vaso sanguineo

Fig.1.8 Clasificacion por estadios del CCR en funcién del sistema TNM*

Agrupacion de los estadios del cancer*:

Estadio 0: se denomina cancer in situ. Las células cancerosas se encuentran solo

en la mucosa, o revestimiento interno, del colon o el recto.

Estadio I: el cancer ha crecido, atravesado la mucosa e invadido la capa muscular
del colon o el recto. No se ha diseminado a los tejidos cercanos o ganglios linfaticos (T1
0 T2, NO, M0).

Estadio I1A: el cancer ha crecido y atravesado la pared del colon o del recto, pero
18



no se ha diseminado a los tejidos o ganglios linfaticos cercanos (T3, NO, M0).

Estadio 11B: el cancer ha crecido a través de las capas musculares hasta llegar al
revestimiento del abdomen, denominado peritoneo visceral. No se ha diseminado a

ganglios linfaticos cercanos ni a ninguna otra parte (T4a, NO, MO).

Estadio I1C: el tumor se ha diseminado a través de la pared del colon o del recto
y ha invadido estructuras cercanas. No se ha diseminado a ganglios linfaticos cercanos ni
a ninguna otra parte (T4b, NO, MO0).

Estadio I11A: el cancer ha crecido a través del revestimiento interno o en las
capas musculares del intestino. Se ha diseminado hacia 1 a 3 ganglios linféticos, o hacia
un ganglio del tumor en tejidos que rodean el colon o el recto que no parecen ser ganglios
linfaticos, pero no se ha diseminado hacia otras partes del cuerpo (T1 o T2, N1 o Nic,
MO; o T1, N2a, MO0).

Estadio I11B: el cancer ha crecido a traves de la pared intestinal o en los 6rganos
circundantes y en 1 a 3 ganglios linfaticos, o hacia un ganglio del tumor en tejidos que
rodean el colon o el recto que no parecen ser ganglios linfaticos. No se ha diseminado a
otras partes del cuerpo (T3 0 T4a, N1 o N1c, MO; T2 0 T3, N2a, MO; 0 T1 o T2, N2b,
MO).

Estadio 111C: independientemente de la profundidad con que se extendio el
cancer de colon, se ha diseminado a 4 o mas ganglios linfaticos, pero no a otras partes
distantes del cuerpo (T4a, N2a, MO; T3 0 T4a, N2b, MO; o T4b, N1 o0 N2, M0).

Estadio IVA: el cancer se ha diseminado a una sola parte distante del cuerpo,

como el higado o los pulmones (cualquier T, cualquier N, M1a).

Estadio 1'VB: el cancer se ha diseminado a mas de 1 parte del cuerpo (cualquier
T, cualquier N, M1b).

Estadio IVC: el cancer se disemind al peritoneo. También se pudo haber

diseminado a otros lugares u 6rganos (cualquier T, cualquier N, M1c).
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1.2. Inmunologia y Cancer

1.2.1 Mecanismos de evasién inmunoldgica de las células cancerosas

Existe una estrecha relacion entre el desarrollo del céncer y el sistema
inmunoldgico, que juega un papel fundamental en la eliminacion, asi como en la
progresion y mantenimiento del cancer. El sistema inmunologico tiene por un lado la
capacidad de detectar y destruir células cancerigenas, reconociendo antigenos tumorales
sin afectar al tejido sano y crear memoria inmune frente a ellas. Sin embargo, la
progresién maligna se acompafia de una profunda supresion inmune que impide una
respuesta antitumoral efectiva y la eliminacion del tumor, y puede propiciar un

microambiente que favorezca el desarrollo del tumor.

El control y la prevencién del crecimiento tumoral se basan en mecanismos de
inmunovigilancia mediante respuestas inmunes innatas y adaptativas, que involucran
macrofagos, células asesinas naturales, secrecion de interleucinas como
interferon y (IFN-y) y linfocitos T citotoxicos CD8 (LTc), para eliminar las células
transformadas. Sin embargo, la presion selectiva del microambiente tumoral en evolucion
puede alterar la respuesta inmune, permitiendo que las células transformadas sobrevivan
sin ser detectadas a pesar de la presencia de células inmunes, apoyando la progresion
hacia tumores solidos. Asi, aungue el sistema inmune puede generar una respuesta
inmune a las células tumorales y eliminar el tumor, sigue habiendo una cierta proporcién
de tumores primarios que pueden metastatizarse y reaparecer, lo que se denomina evasion

inmune del tumor.
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Fig.1.9. Tipos Celulares Implicados en la Respuesta Inmune, ya sea innata y/o adaptativa
(Nature reviews, 2010).

Se han propuesto varios mecanismos para escapar de la vigilancia inmune. Los

mecanismos establecidos incluyen:

e Pérdida o alteracion de antigenos especificos o maquinaria antigénica %!, Los tumores
pueden perder la expresion principal de MHC clase 1 o la maquinaria intracelular
requerida para transportar antigenos tumorales a la superficie del tumor para el
reconocimiento de células T %23, Lo que implica pérdida de reconocimiento de células
tumorales como andmalas, no produciéndose una respuesta inmunitaria adecuada,
afectando significativamente a la capacidad de los linfocitos T citotoxicos CD8 para
reconocer el tumor. La alteracion de la expresion de los actores clave en el procesamiento
de antigenos no solo afecta la expresion de MHC clase I, sino que también altera
significativamente el repertorio de péptidos que se presentan. Estos repertorios de
péptidos modificados pueden servir para reducir ain mas la presentacion de epitopos
antigénicos especificos del tumor para ayudar a la evasion inmune y la progresion del

tumor®,
e Los tumores tienen capacidad para modificar la regulacion inmunitaria normal en su
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beneficio. Pueden promover un microambiente tolerante a la inmunidad mediante la
manipulacion de citoquinas (aumento de la secrecion de IL-6, IL-10 y TGF-beta,
consumo de IL-2) que estimulan la infiltracion de células Treg, células supresoras
derivadas de mieloides (MDSCs) y otros tipos de células que inhiben la funcién de las
células T citotoxicas®>’. De modo que estas células pueden suprimir activamente la
proliferacion de linfocitos T CD4 + y CD8 + que de otro modo reconocerian antigenos
tumorales. Todo ello lleva a la acumulacién de poblaciones de células supresoras que

inhiben en lugar de promover la inmunidad®®,

e L os exosomas son vesiculas encapsuladas a escala nanométrica que son liberadas por
las células en el espacio extracelular y funcionan como vectores de sefializacion
intercelulares a través de la transferencia horizontal de moléculas bioldgicas, incluidos
los microARN (miARN). Existe evidencia de que los exosomas derivados del cancer
permiten que el tumor manipule su microambiente, lo que contribuye a la capacidad del

tumor para la evasion inmune, el crecimiento, la invasion y la diseminacion metastasica®.

e Se cree que las células cancerosas eluden la vigilancia inmune a través de la
sefializacion PD-1/PD-L1. Los tumores pueden regular al alza la expresion de moléculas
de punto de control inmunitario como PD-1 y PD ligando 1 (PD-L1) que promueven el

agotamiento de células T periféricas®.

e Las células asesinas naturales (NK) reconocen y eliminan eficazmente las células
tumorales a través de varios mecanismos que incluyen la expresiéon de ligandos para
receptores activadores de células NK en las células diana. Diferentes ensayos clinicos
indican que la inmunoterapia basada en células NK representa un tratamiento antitumoral
prometedor. Sin embargo, los tumores desarrollan estrategias de evasion inmune,
incluida la regulacion a la baja de ligandos para los receptores activadores de células NK,
que pueden afectar negativamente a la actividad antitumoral de las células NK, que o

bien residen enddgenamente, o bien se transfieren adoptivamente.5!

Estudios previos han indicado que el mecanismo de evasion inmune de las células

de CCR puede separarse en 3 categorias principales:
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1. Baja inmunogenicidad de las células del cancer colorrectal, debido a una
pérdida o baja expresion de moléculas de antigeno leucocitario humano (HLA)%2% y una
pérdida de la expresion del antigeno de apoptosis (Fas)%%. La pérdida de la expresion
de Fas tiene como consecuencia que no solo no transduce las sefiales de muerte para
suprimir el desarrollo del tumor, sino que también activa la proliferacion celular y el

proceso de migracion para promover el crecimiento y la progresion del tumor.

2. La sefializacion CCL5 / CCR5 (receptor quimiocina cc tipo 5) recluta Treg
a los tumores y mejora su capacidad para eliminar las células T antitumorales CD8+,
definiendo asi un nuevo mecanismo de escape inmune en el cancer colorrectal. Niveles
mas altos de expresion de CCL5 en células tumorales de colon humano se correlacionan
con niveles mas altos de apoptosis de células T CD8 +, lo que implica una disfuncién de
las células efectoras debido a altos niveles de expresion del CCR5 de las Treg infiltrantes

tumorales®®.

3. Las células cancerosas escapan de la muerte a través de trastornos de la
via Fas / FasL, que induce apoptosis, como hemos visto pierden o bajan la expresion del
receptor FAS y ademas contraatacan induciendo la apoptosis de las células inmunitarias
mediante la sobreexpresion del ligando Fas (FasL)®"~®. Las células tumorales también
evaden el sistema inmune mediante la sobreexpresion de receptores inhibitorios de los
linfocitos T citotoxicos CD8+, HLA-E/B2m y receptores inhibitorios de las células
asesinas naturales (NK) por el receptor principal de HLA-E CD94/NKG2A™ 1,

La investigacion de los mecanismos de evasion inmune de las células tempranas
de cancer colorrectal y los ensayos de intervencion de base inmunoldgica para el cancer
colorrectal temprano pueden generar datos para mejorar la eficacia de la inmunoterapia
en este tipo de cancer, basada en la idea de que el sistema inmunoldgico puede eliminar
las células malignas durante la transformacién inicial mediante un proceso denominado

vigilancia inmunitaria 2.
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1.2.2 Celulas inmunes implicadas en la proteccion frente a tumores

Los tumores surgen a través de una combinacién de cambios genéticos y
epigenéticos que facilitan la inmortalidad de las células tumorales, pero al mismo tiempo
crean antigenos extrafios, los Ilamados neo-antigenos, que hacen que las células
neoplésicas sean detectables por el sistema inmunoldgico y se pueda dirigir a ellas para

su destruccion.

T cell response

Immunization

Dendritic

Cells Effector T-cell
responses

Y Tumor Cytotoxic
Dendiritic cell antigen T-cell
maturation 2::5 ::

Fig.1.10. Activacion y regulacién de la inmunidad antitumoral™

Una respuesta inmune citotdxica eficiente y especifica contra un tumor requiere
una interaccion compleja y de rapida evolucion entre diversos tipos de células inmunes

en el sistema inmune adaptativo e innato.

El sistema inmune es un sistema homeostatico, que dispone de mecanismos de
autorregulacion, para prevenir una respuesta excesivay lesivas con destruccion de células

normales.
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La respuesta inmunitaria antitumoral comienza con la captura de antigenos
asociados al tumor por las células dendriticas. Las células dendriticas (CD) procesan el
antigeno capturado para su presentacion directa o presentacién cruzada, mediante
moléculas MHC clase 1 y clase Il (respectivamente) y migran a los ganglios linfaticos
drenantes. Estas células dendriticas provocaran respuestas de células T efectoras contra
el cancer en el ganglio linfatico; si no se reconoce como extrafio, induciran en cambio
tolerancia que conduzca a la delecion de células T, la anergia o la produccién de Tregs.
En el ganglio linfatico, la presentacion del antigeno a las células T provocara respuestas
dependiendo del tipo de estimulo recibido y de la interaccion de las moléculas

coestimuladoras de células T con sus receptores de superficie en las células dendriticas.

e Linfocitos T citotoxicos (LTc) CD8+ y subclases Thl/Th2 de linfocitos T
colaboradores (LTh) CD4+. Los linfocitos CD8+ y CD4+ inician la distincion entre
autoantigenos y los antigenos no propios, a través del reconocimiento en la "sinapsis

inmune".

La sinapsis inmune, es una compleja estructura que se forma en la region de
contacto entre una célula presentadora de antigeno (célula dendritica, p. ej.) y una célula
T, y tiene la capacidad de distinguir los autoantigenos frente a los no propios. En general,
la actividad citotoxica de una célula T CD8+ esta regulada por la presencia y orientacion
espacial de un conjunto de receptores estimulantes e inhibidores cuya expresion esta
regulada por una gran cantidad de citoquinas. En la figura 1.11. se muestra una célula
dendritica presentando un péptido antigénico unido a una molécula MHC al linfocito T
de la derecha a través de su receptor de célula T (TCR). Esta presentacion del péptido
genera una sefial en el linfocito (sefial 1) que no es suficiente para activarlo. Para ello, es
necesaria la union de moléculas coestimuladoras/coinhibitorias presentes en la superficie
de la CD con sus ligandos correspondientes en el linfocito T. En la figura se muestra una
coestimulacion positiva (CD80 con CD28) en la zona superior y una interaccion
coinhibitoria (PD-L1 con PD-1) como se muestra en la parte inferior. Ademas, la
presencia de citoquinas secretadas durante la presentacion de antigeno proporcionara una

tercera sefial al linfocito T para su activacion y diferenciacién. Para incrementar las
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capacidades activadoras de las CDs, habria que potenciar ciertas sefiales de citoquinas, e

inhibir interacciones inhibitorias™.

Asi, en ausencia de la "segunda sefial”, que en las células T virgenes es CD28,
pero en las células T activadas puede ser OX40, CD137, etc., las células T pueden

volverse anérgicas y no expresar una respuesta al antigeno.

POTENCIACION SENAL 3

PRESEN]‘_I'S;:)ORNAﬁ::GENOS Sefial 3 de
citoquinas
—4% )

CcD28 . iz
o Coestimulacion

(_coso ([ )= positiva

_MHC_ TCR | sefial 1
DC === | Linfocito T

RGO

INHIBICION
COESTIMULACION NEGATIVA

Fig.1.11 Sinapsis inmune’,

Por lo tanto, la interaccién de CD28 u OX40 con CD80/86 o OX40L promovera
respuestas potenciales de activacion de las células T, mientras que la interaccion de
CTLA4 con CD80/86 0 PD-1 con PD-L1/ PD-L2 suprimira las respuestas de las células
Ty posiblemente promovera la formacién de Treg. Una vez activadas, las células T (junto
con las células B y las células NK) saldran del ganglio linfatico y entraran en el lecho
tumoral, donde encontraran una serie de mecanismos de defensa inmunosupresores que
pueden ser producidos por el tumor que se oponen a la funcion de las células T

efectoras.”

e Las células asesinas naturales (NK) son linfocitos innatos que reconocen y lisan las
celulas tumorales sin activacion previa. No requieren presentacion de antigenos por parte

del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) para la actividad citotoxica.
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Desencadenan una reaccion espontanea desde el primer contacto con el antigeno. Ejercen
una citotoxicidad directa sobre la célula tumoral, producen citoquinas que activan los

linfocitos T, las células dendriticas y que promueven la maduracion de los linfocitos B™®.

Las células tumorales, generalmente, pierden o reducen la expresion de MHC
clase I, como mecanismo de inmunoevasion, pero las células NK son capaces de detectar
mediante sus receptores Ig-like (KIR) la ausencia de MHC clase | y destruir la célula

tumoral.

De hecho, las células NK se dirigen a las células con baja expresién de MHC de
clase | para su destruccion. Las moléculas MHC clase | (presentes en la mayoria de las
células sanas del organismo) producen sefiales inhibitorias sobre las células NK, por ello
las células tumorales en ausencia o baja expresion de MHC clase | (que escapan mas

facilmente del control por parte de los linfocitos T) son susceptibles a las NK."®

El reconocimiento de las células diana por parte de las NK no se encuentra
Unicamente limitado a la deteccion de moléculas MHC clase I en la superficie de la célula
diana, si no que se debe a un equilibrio entre las sefiales activadoras y las sefiales

inhibidoras que proceden del amplio repertorio de receptores de la célula. Figura.1.12.

Célula diana
; Ligando
MHC | activador
Receptor Receptor
de inhibicién QT Y de activacion
Célula NK
Inhibicién Activacion

Fig.1.12 Equilibrio entre sefiales activadoras e inhibidoras que determina si la célula NK
atacara o no’’.
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Asi, los receptores activadores transmiten sefiales que indican peligro al detectar
una célula tumoral que expresa en su membrana los ligandos para estos receptores,
mientras que los receptores inhibidores identifican las células propias y transmiten
sefiales que indican tolerancia evitando asi la autorreactividad. La sefial predominante
sera la que determine la decision final de la célula NK'8, Existen tres principales familias
de receptores en las células NK: los receptores de citotoxicidad natural (NCR), los
receptores tipo lectina C y los receptores KIR. Mientras que la familia de los NCRs
contiene Unicamente receptores activadores, los receptores tipo lectina C y los KIRs

incluyen tanto receptores activadores como inhibidores 7°.

Estas células generalmente se encuentran localizadas a lo largo de los méargenes

invasivos del tumor y su numero juega un papel importante para detenerlo.

a Inhibition /—\

Healthy cell
Inhibitory i
Receptor

) g. HLA class |

Inhibition

Activating
Receptor

b Activation
Unhealthy cell

Ligand
*induced-self
«altered-self

*non-seif

Fig.1.13 Receptores de activacion e inhibicion .
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e Los linfocitos T infiltrantes de tumor (TIL), estdn compuestos de linfocitos B, LTc
CD8+, células NK y LTh CD4 localizados en los infiltrados inflamatorios presentes en
los islotes tumorales y en el estroma peritumoral de los tumores solidos, siendo las células
T las mas abundantes de los TIL. Estos son un mecanismo de defensa y su abundancia
en los tejidos tumorales esta relacionada con la supervivencia de los pacientes con cancer

ya que reconocen Yy eliminan especificamente las células tumorales.®
Su distribucidn no es aleatoria, Sino que esta bien organizada en areas especificas.

Los TIL del estroma, como las células B y T, sirven como organizadores
inmunitarios clave de los estimulos del microambiente tumoral (TME) a través de la
secrecion de citocinas. Una de las quimiocinas mas relevantes y mejor caracterizadas en
la organizacion estructural del grupo de células inmunitarias es CXCL13, que induce la
quimiotaxis de las células B y las células T que expresan CXCRS5 hacia el margen
invasivo, donde se agrupan en estructuras bien organizadas como estructuras linfoides
terciarias (TLS). Este margen invasivo representa la primera linea de defensa contra la

metastasis del cancer.8?

e Los macrofagos, son un componente esencial en la inmunidad innata mediante la
deteccion de sefiales de patdgenos o dafios en los tejidos. Asumen un papel regulador que
comprende la reparacidon de tejidos, la regulacion adaptativa del sistema inmune y
funciones de control durante la migracion de células inmunitarias y la induccion y

regulacion de la inflamacion®,

Los macrofagos son células inmunes que son potentes efectoras, cuya plasticidad

funcional conduce a la funcién antitumoral y protumoral en diferentes entornos.

Los macrdfagos asociados a tumores o TAM se originan a partir de los monocitos
circulantes o macrofagos residentes en el tejido. Constituyen el principal componente
inflamatorio del estroma tumoral, siendo abundantes en todas las etapas de progresion
del tumor. Se localizan dentro o cerca de la masa tumoral y tras su activacion en base en
las funciones proinflamatorias y antiinflamatorias de los macrofagos bajo diferentes
estimulos, se ha propuesto una clasificacion amplia, en la que los macréfagos se

diferencian en al menos dos fenotipos diferentes:
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Macrofagos M1 (polarizacion denominada activacion clasica), proinflamatorios,
activados por lipopolisacaridos (LPS) o interferon gamma (IFNy) responsables de la
fagocitosis, tienen como principal funcion la eliminacion de patogenos y células
cancerigenas, ejerciendo una fuerte respuesta inflamatoria mediante la produccion de
citoquinas proinflamatorias como IL 1-p, IL-6, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

Este subtipo favorece la inhibicion del crecimiento tumoral.

Macrofagos M2 (activacion alternativa) activados por mediadores
antinflamatorios como IL-4, 1L-10, IL-13, promoviendo la reparacién del dafio, y
suprimiendo la respuesta inmune. Se encarga de la produccion de citoquinas
antiinflamatorias como IL-10, I1L-13 y TGF-B (factor de crecimiento transformante).
Poseen capacidades promotoras de crecimiento tumoral, amortiguan las respuestas

inflamatorias y fomentan la tolerancia®*.

Se ha descrito que los TAM pueden cambiar entre los subtipos M1 y M2
dependiendo de los estimulos del microambiente tumoral (TME)®. Esta capacidad se

conoce como la plasticidad de los macrofagos.

Macréfago M1 -, Citoquinas pro-inflamatorias N
A7 Antiviral

(TNF-q, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-23)
Antibacteriano

| Arginina \ ‘
LPS. IFN-v NOS NO » Quimioquinas Supresion de tumores
\ ’ \ (Cxcl5, Cxcl9, Cxcl10) i i6
TNF-a. GM-CSF ) Inmunoestimulacion
Monocito e
y '
' c0208 Citoquinas anti-inflamatorias Inmunosupresion
L RelMa -~ 7 (IL-10)
Ar;flna
Yo v -
IL4, IL-13 "\ \Aginasat | Quimioquinas Reparacidn de tejidos y
IL-10, PGE,, pollaminas " (Cel17, Cel22, Cel24) Angiogenesis
TGF-B
‘ "> Factores pro-angiogénicos Progresién tumoral

(VEGF, MMP9)
Macréfago M2

Fig.1.14. Diferentes estados de activacion de los macrofagos®.
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1.2.3 Ellinfocito T

Los linfocitos T son fundamentales en las respuestas inmunitarias protectoras
frente a patdgenos y tumores, tienen la capacidad de generar receptores capaces de
reconocer practicamente cualquier patogeno, siendo fundamental tanto en la respuesta

adaptativa como en la innata.

La molécula de membrana caracteristica de los linfocitos T maduros es su receptor
para antigeno, receptor de antigenos de células T (TCR), el cual interactta con el antigeno

para la posterior activacion del linfocito y sus correspondientes acciones efectoras.

Actualmente se conocen dos poblaciones de LT que se diferencian en su receptor

de antigeno de membrana, receptor de antigenos de células T (TCR).

- LTop, que expresan el receptor para antigeno TCR-af3. Son los mas frecuentes
en sangre periférica (entre un 90 y un 95%), bazo y ganglios linfaticos, mediando
respuestas inmunes especificas. Reconocen péptidos antigénicos procesados previamente
y unidos al MHC en la membrana de una CPA.

- LTyd que expresan el receptor para antigeno TCR-yd. Constituyen s6lo una
pequefia proporcion (1-5%) de los linfocitos circulantes y en los 6rganos linfoides
secundarios, encontrandose fundamentalmente en los epitelios, donde pueden constituir
hasta el 50% de los linfocitos intraepiteliales (LIE) en la mucosa (10-20% en el epitelio

genitourinario, 40-50% en el intestinal y hasta el 60% de las células T en la dermis).®":¢8
Tienen mayor variedad desde el punto de vista del reconocimiento antigénico:

- Primero reconocen proteinas directamente sin el procesamiento antigénico

previo por las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)®.

- La segunda es que no reconocen (o0 solo raramente) péptidos procesados por las

CPA, mas bien reconocen metabolitos microbianos fosforilados y péptidos lipidicos®.

- La tercera reconocen ligandos no peptidicos®® y superantigenos bacterianos®2.
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Asi pues, la falta de necesidad de procesamiento del antigeno permite a los
linfocitos T yo una respuesta rapida, y por su variedad en los modos de reconocimiento,
una respuesta amplia; por lo que se le atribuye un importante papel en lainmunidad innata

o inespecifica.

ﬁ Linfocitos T vy CD4 CD8

T
[ - Linfocitos T CD3*
O : a”‘ ¢ /'

Serie linfoide m
de la sangre '
, CD4SRO

Linfocitos T ua%
€1

Linfocitos T afs CD4"

Fig.1.15. Proporciones relativas de linfocitos Ty de sus tipos y subtipos en sangre humana®.

1.2.3.1 Estructura de los TCR

Las cadenas peptidicas del TCR, aff o yd, estan formadas por heterodimeros
unidos covalentemente por puentes disulfuro, y son responsables del reconocimiento
antigénico. Estas cadenas tienen un dominio constante (C) y un dominio variable (V), en
la parte mas distal de la porcion extracelular. Las regiones variables de cada una de estas
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cadenas estdn encargadas del reconocimiento antigénico. Estas regiones contienen 3
tramos cortos de secuencias hipervariables®* denominadas «regiones determinantes de
complementariedad» (CDR). Hay un total de 6 CDR por receptor. La diversidad en el
TCR se limita predominantemente a estos seis bucles de horquilla hipervariables en los
dominios variables®, que son los encargados del reconocimiento de péptidos antigénicos
y son diferentes en cada clon de linfocitos T, siendo el dominio extracelular el

responsable de la especificidad del TCR.

A the af TCR B the y5 TCR
CDRs

lycosylation
FG Ioop O e

/ \Z e mannose

¢ sialic acid

TCRap

Fig.1.16. Estructura de los complejos TCR af (A) y TCR yd (B), donde vemos la region
variable (V) con las CDR (regidn hipervariable) que forman el sitio de unién del Ag y la region
constante (C)%.

A su vez estos heterodimeros que estan unidos mediante enlaces no covalentes al
complejo CD3, presente en todos los linfocitos T, son invariables, mediando la

transduccién de sefiales en la célula.

El complejo CD3 estd compuesto por tres mondémeros denominados v, 8 y €
unidos espacialmente, pero no con caracter covalente. La cuarta cadena invariable la
constituye la cadena { (zeta), que se asocia al complejo TCR/CD3 en forma de dimeros {

€ unidos covalentemente. Estas cuatro cadenas invariables son necesarias para la
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sefializacién intracelular. Transmiten la informacion al interior celular a través de sus

motivos con tirosinas (ITAM).
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Interactions)
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For Signaling Molecules)

CD3tL
CD3t/FcRy
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FcRy/FcRy

Fig.1.17. Estructura de los complejos TCR af (izquierda) y TCR v8 (derecha), que muestra
la region extracelular, transmembrana e intracelular®’.

Las cuatro cadenas variables TCRa, TCRB, TCRy, TCRS, que se emparejan entre
si para dar lugar a los dos tipos de receptores TCRaf3 y TCRyd vienen determinadas por
distintas combinaciones génicas de los segmentos V (variable), D (diversidad) y J
(joining)®.

Los segmentos V, D y J se reordenan a nivel génico durante el desarrollo de los
linfocitos mediante un proceso denominado «recombinacion V(D)J». Este proceso
permite la generacion de un enorme repertorio de receptores para antigenos distintos en

linfocitos T.

Los reordenamientos clonales que se producen entre los segmentos V, Jy D, junto
a las hipermutaciones somaticas de la region hipervariable del segmento V durante su

ontogenia, permiten un reconocimiento casi infinito de antigenos®®
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La linfopoyesis, que es la produccion de nuevos linfocitos, tiene lugar en los
organos linfoides primarios, en el caso de los LT en el timo, donde se lleva a cabo un
proceso de maduracién de los linfocitos a partir de un precursor linfoide generado en la
médula 6sea. Durante el proceso de maduracion en el timo los LT en desarrollo se
denominan timocitos donde sufren una serie de procesos de maduracion que pueden

identificarse en funcion de la expresion de distintos marcadores de superficie.

La mayoria de las células en el timo dan lugar a células T af§, aunque en torno a

un 5% llevaran el TCR yo.

En el primer estadio de maduracion, las células T no tienen expresion en su

membrana de los receptores CD4 y CD8 (estadio conocido como doble negativo, DN).

Esta poblacion puede ser subdividida en funcion de la expresion de CD44 'y CD25

como se puede observar en la figura 1.18.

Las siguientes etapas de maduracién de DN1 a DN4 se clasificaran en funcion de
la expresion en superficie de los receptores CD44 (una molécula de adhesion) y CD25 (la
cadena a del receptor de la interleucina-2), como se puede observar en la figura 1.18:
DN1 (CD25-CD44+), DN2 (CD25+CD44+), DN3 (CD25+CD44-) y DN4 (CD25-
CD44—)%.100
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Fig.1.18. Desarrollo de células T ap, mostrando los distintos marcadores de superficie
expresados en las distintas etapas del desarrollo®.

Los timocitos DN1 son las células que acaban de migrar al timo desde la médula
6sea y, por tanto, portan los reordenamientos DH-JH del gen IGH que ocurrieron
anteriormente. Durante los estadios DN2 y DN3 se producen los reordenamientos de los
genes [, Yy 0, permitiendo la formacion de las cadenas TCR funcionales que dan lugar,
en la fase final de DN3 a dos programas de desarrollo diferenciados que permitiran la
generacion de dos subgrupos de LT con caracteristicas y funciones diferenciadas: un LTyo
maduro y un linfocito pre-TCR portador de la cadena B %2, El pre-TCR consiste en una
cadena TCRP y una cadena invariable denominada pre-Ta, asociadas a los dimeros de las

cadenas invariables CD31%,

Aquellas células incapaces de expresar una cadena B, y o & funcional seran

desechadas.

La sefializacion pre-TCR en DN3 desencadena una maduracion de timocitos
dobles negativos a timocitos dobles positivos (CD4+CD8+). Ya en el estadio DN4 se
detecta reordenamiento de la cadena o permitiendo la formacion de Tafy CD4 o Taff CD8
que migran fuera del timo como LTap maduros, que seran clasificados como LTh (Taf
CD4) o linfocitos citotoxicos (Tap CD8)4,
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1.2.3.3 El Linfocito Tap y Linfocito T yd

El complejo TCR/CD3 es caracteristico de los linfocitos T, y los divide en dos

grandes subpoblaciones LTap y LTyd, que expresan el TCR-off y el TCR-yd
respectivamente.

1.- Los LTap surgen de células madre hematopoyéticas CD34+ que adquieren
expresion de CD2, CD5 y CD7 durante la linfopoyesis. Después de la migracion de la

médula 6sea al timo, se expresa CD3.

Las celulas T precursoras expresan CD3 en niveles bajos en su superficie y pasan

por una transicién rapida, donde primero se adquiere la expresion de CD8 y luego de
CD4%,

Los LTof en sangre periférica pueden subdividirse en dos grandes subtipos,
excluyentes entre si, atendiendo a la expresion de los antigenos de superficie CD4 y CDS8.
El papel bioldgico de cada uno de ellos es completamente distinto, como lo es su manera
de reconocer péptidos antigénicos.

CD4 y CD8 son glicoproteinas que sirven como co-receptores para ayudar al
reconocimiento del antigeno presentado en MHC-I1 y MHC-1 respectivamenteza'%.
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Fig.1.19. Estructura de los complejos MHC-péptido-TCR,

Como vemos en la figura 1.19 el antigeno CD8 es requerido para la interaccion
de la célula T con las moléculas expresadas por los genes del MHC clase | en todas las
células nucleadas, mientras que el antigeno CD4 es necesario para la interaccion con
células que expresan moléculas del MHC clase Il, que solo expresan las células
presentadoras de antigenos (CPA) como las células dendriticas, los fagocitos como los

macroéfagos, y las células B.

Para la activacion de los linfocitos, ademés de las sefiales mediadas por el
complejo TCR/CD3, se necesitan otras sefiales mediadas por moléculas coestimuladoras

y/o citocinas.

Una vez activados los linfocitos TCD4 se convertirdn en linfocitos T
cooperadores (LTh, del inglés helper). Son esenciales para la existencia de ambas vias
del sistema inmunitario, la inmunidad adaptativa, ya que regulan a las células B para que

produzcan anticuerpos, asi como a los linfocitos citotdxicos, reclutan otras células de la
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inmunidad innata para llevarlas a los sitios de infeccion, inducen a los macrofagos a

incrementar su actividad microbicida y liberan citocinas para orquestar su respuesta’®®,

Las células CD4+ virgenes pueden inducirse y diferenciarse en varios subtipos de
LTh, determinadas por las sefiales que reciben durante su interaccion inicial con el
antigeno, asi como la accion de citocinas en el medio en que se encuentran. Se han
clasificado principalmente cuatro poblaciones mayoritarias claramente definidas en
funcion de las citocinas que producen y de su actividad predominante: Thl, Th2, Thl7y

células T reguladoras (Treg)%.
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Fig.1.20. Diferenciacion de los LTh virgenes en Thl, Th2, Thl7 y Treg y sus principales
funciones'®.

Las Thl son altamente efectivas en la eliminacion de patdégenos intracelulares,
son secretores de interferon y (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2), su factor de diferenciacién
es la IL-12.
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Las Th2 son de gran importancia en la eliminacion de microorganismos
extracelulares y parasitos®. Liberan IL-4, IL5 e IL-13, y su factor de diferenciacion es
la 1L4112,

Las células Th17 se caracterizan por producir IL-17. Desempefian un papel
fundamental en la respuesta contra bacterias de crecimiento extracelular y hongos.
Asimismo, se ha descrito para ellas un efecto proinflamatorio que les permite hacer de

puente entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa®®.

Las Treg son las encargadas de mantener la homeostasis inmune al suprimir la
respuesta inmune y manteniendo la tolerancia de los LT ante los antigenos propios. Su
factor de diferenciacion es el factor de crecimiento de transformacion (TGF-B) y se

propagan gracias a la interleucina 2 (1L-2),

Cuando los LTCDS8 son activados se convierten en LTc, son una importante
herramienta contra patdgenos intracelulares, como bacterias o virus, y para la vigilancia
de las células tumorales. Una vez que la célula T CD8+ ha reconocido su antigeno y se

ha activado, posee tres mecanismos para eliminar las células infectadas o malignas.

g
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Fig.1.21. Interaccion entre un linfocito CD8+ y una CPA%,
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- La primera es a través de la secrecion de citocinas, como TNF-a e IFN-y, con

efectos antitumorales y antimicrobianos.

- La segunda funcién es la produccién y liberacion de granulos citotdxicos.
contienen dos familias de proteinas, perforinas y granzimas. Las perforinas forman un
poro en la membrana de la célula diana que permite que las granzimas entren en las
células infectadas o malignas. Las granzimas son proteasas de serina que procesan las
proteinas en el interior celular, bloqueando la produccion de proteinas virales v,

finalmente, provocando la apoptosis de la célula diana.

- La tercera modalidad de destruccion es via interaccion de Fas/FasL. Las células
T CD8+ activadas expresan FasL en su superficie, o que permite la union a su receptor,
Fas, que se expresa en la superficie de las células diana. Esta union provoca una cascada
de sefializacién que promueve la activacion de caspasas, lo que trae consigo la apoptosis

de la célulat®.

2.- La caracteristica definitoria del subconjunto de los LTyd es su receptor de

celulas T especifico TCRYd, compuesto por una cadena y y una cadena 9.

Los LTyd, como el resto de células sanguineas, derivan de células madre
hematopoyéticas pluripotenciales, como el resto de linfocitos T, maduran y se diferencian
en el timo. Los timocitos comprometidos con el linaje y6 daran lugar fundamentalmente a
LTyd dobles negativos para CD4 y CD8. Posteriormente, 1os LTyd maduros deberan
abandonar el timo y dirigirse a los tejidos periféricos, fundamentalmente al intestino, con
lo que representan un bajo porcentaje de los linfocitos T en sangre periféricaentre el 1y el
5%, de los que aproximadamente un 70% son dobles negativos para CD4CD8 y tan solo
un 30% es CD8+16,

Preferentemente se encuentran en epitelios y mucosas, donde se piensa que actuan
como primera linea de defensa frente a patdgenos. Son un conjunto Unico, descubierto en
la década de los 80, y que se encuentra a caballo entre la inmunidad innata y adquirida, y

han demostrado ser imprescindibles para la defensa de nuestro organismo frente a
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infecciones y tumores, ya que su funcion principal puede ser ampliar la respuesta

inmunitariat®’.

Son actores claves en la vigilancia inmune, debido al rapido reconocimiento de
células infectadas y estresadas, y a que no se limitan al reconocimiento de péptidos
presentados por proteinas MHC, gracias a sus caracteristicas unicas relacionadas con su
capacidad de respuesta rapida contra agentes microbianos en la primera linea de defensa
mediante el reconocimiento de fosfoantigenos, lipidos y proteinas no procesadas por el
MHC!®,

Los LTyd muestran una amplia plasticidad funcional tras reconocer celulas

infectadas o trasformadas, como vemos en la figura 1.22.
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Produccion de citocinas Inflamacion Ayuda a células B
Produccion de quimiocinas Crecimiento epitelial Maduracion de DCs
Citotoxicidad Cicatrizacion Presentacion de antigenos

Fig.1.22. Plasticidad funcional de los LTy,
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- Produciendo citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-17) y quimiocinas (CCL5, IP-10,
linfotactina) que son mediadores quimicos que aumentan la funcion de otras

células inmunes, tanto local como sisteméaticamente.

- Lisando las células infectadas o transformadas (perforinas, granzimas, TRAIL
(TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand)).

- Interaccionando con otras células como ceélulas epiteliales, monocitos, células

dendriticas, neutréfilos y células B.

- Son capaces de presentar antigenos exdgenos, como celulas profesionales
presentadoras de antigeno, en las moléculas de MHC-I1 a las células LTh o en las

moléculas de MHC-I a células LTc.

- Poseen una capacidad inherente para atacar y destruir las células cancerosas e
infectadas, pudiendo distinguir células cancerosas de células sanas mediante la
deteccion de sefiales de estrés especificamente expresadas por células cancerosas.
Un ejemplo de éstas, son un grupo de moléculas pequefias denominadas
colectivamente fosfoantigenos que estan especificamente sobreproducidas por las
células transformadas. Los LT-y6 pueden detectar esta sobreproduccion, activarse

y eliminar las células cancerosas.

- En algunas infecciones, se produce una expansion clonal de células T yo
periféricas que tienen TCRs especificos, lo cual indica la naturaleza adaptativa de

la respuesta inmunitaria mediada por estas células®!®.

1.3. Laapoptosis

En los organismos multicelulares, la homeostasis del nimero de células se
mantiene a través de un balance entre la proliferacion y la muerte celular. Un patron
anormal de muerte celular se va a correlacionar con la aparicion de diferentes condiciones

patologicas?.
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Antes se creia que la muerte celular era el resultado de uno de dos procesos
distintos, apoptosis (también conocida como muerte celular programada) o necrosis
(muerte celular descontrolada); en los altimos afos, sin embargo, se han descubierto otras
formas de muerte celular que destacan que una célula puede morir a través de varias vias

diferentes: apoptosis, necrosis, oncosis, piroptosis y la autofagia.

La apoptosis se caracteriza por una serie de cambios morfolégicos caracteristicos
en la estructura de la célula, junto con una serie de procesos bioquimicos dependientes de
enzimas. El resultado es la eliminacion de células del cuerpo para mantener un equilibrio

fisioldgico adecuado, con un dafio minimo a los tejidos circundantes.

La necrosis, sin embargo, se caracteriza generalmente por ser la muerte
incontrolada de la célula, normalmente después de una lesion grave, que da como resultado
el derrame del contenido de la célula en los tejidos circundantes y el dafio subsiguiente de

los mismos.

Recientemente ha quedado claro que existe una serie de subtipos de apoptosis y
que existe una superposicién entre la apoptosis, la necrosis y la autofagia, que bajo ciertas

circunstancias pueden tener efectos sinérgicos*?!.

La apoptosis tiene un papel crucial en los organismos pluricelulares, es un proceso
celular genéticamente controlado por el que las células inducen su propia muerte en
respuesta a determinados estimulos. La apoptosis ocurre normalmente durante el
desarrollo y el envejecimiento y como un mecanismo homeostatico para mantener las
poblaciones de células en los tejidos. La apoptosis también ocurre como un mecanismo de
defensa, como en las reacciones inmunitarias o cuando las células son dafiadas por

enfermedades o agentes nocivos'??,
Los procesos apoptoticos se caracterizan por cambios bioquimicos y morfoldgicos.

Durante la apoptosis, las células disminuyen su tamafio, originando una pérdida de
adherencia y de los contactos con las células vecinas y se produce un aumento brusco de
la densidad intracelular. El reticulo endoplasméatico se dilata, formando vesiculas y
fusionandose con la membrana plasmatica, eliminando asi su contenido al medio

extracelular. Esta répida, pero selectiva, salida de fluidos de iones intracelulares se
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encuentra mediada por transportadores ionicos (cotransportador cloro-potasio-sodio, que

inhibe la pérdida de agua y sodio de las células afectadas).
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Fig.1.23. Cambios morfoldgicos que caracterizan a una célula en apoptosis'?®.

Se produce un incremento moderado, pero sostenido, de la concentracién de calcio
libre en el citoplasma ([Ca*?]), diferencia clara frente a los procesos de necrosis, donde su

aumento es drastico.

Se mantiene integra en todo momento la funcionalidad de la membrana plasmatica,

evitando de este modo la salida al exterior del contenido intracelular.

So6lo a medida que avanza el proceso comienzan a producirse cambios en la
membrana plasmatica que comienza a tener circunvoluciones (ondulaciones en la
superficie), con una apariencia vesicular. Hay translocacién de la fosfatidilserina
(fosfolipido originariamente enclavado en la membrana interna de la célula) a la superficie
celular que va a actuar como sefial de reconocimiento, facilitando el reconocimiento y la
unién de la célula por los fagocitos, evitando la liberacién del contenido celular y la posible

reaccion de inflamacion.
Alteracién en la conformacion de elementos del citoesqueleto.

Aumento y activacion de la sintesis de determinadas proteinas, como las caspasas,

necesarias en las rutas metabdlicas de los procesos de muerte celular.

Posteriormente se produce condensacién y fragmentacion de la cromatina, por
accion de endonucleasas endogenas, impidiendo ya la replicacion celular, en fragmentos

denominados oligonucleosomas'?.
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Una vez finalizado el proceso, aparecen los cuerpos apoptéticos que mantienen sus
membranas intactas y que son reconocidos por los macréfagos o las células dendriticas

procediendo a su fagocitacion, impidiendo el desarrollo de una respuesta inflamatoria.

1.3.1 Vias de Sefializacién de la Apoptosis

Existen dos principales rutas de sefializacion mediante las cuales una célula se

vuelve apoptotica.

La via extrinseca, la cual es iniciada por la unién de ligandos especificos a ciertos
receptores de la superficie celular [lamados receptores de la muerte. Esta interaccion lleva
a la activacion de la caspasa 8 quien comienza una cascada de activacion de otras

moléculas llevando a la muerte celular'?,

La otra via corresponde a la intrinseca, la cual es iniciada a nivel mitocondrial, se
inicia como respuesta a un estrés ambiental (calor, rayos X, radiacién ultravioleta,), a dafio
en el ADN (lesiones genéticas) o a la presencia de proteinas mal plegadas (estrés
endoplasmico). Estos acontecimientos alteran la funcion de la mitocondria y lleva a la
conformacién del apoptosoma, un complejo de proteinas que genera la activacion de la

caspasa 9 quien inicia la cascada que llevara a la muerte por apoptosis?®.

Estrés ambiental

A. Via Extrinseca B. Via Intrinseca ., aon
Fasl ‘ ‘ Mitocondria
‘ Citocromo ¢ @
Fas
APAF 1 +
Receptores de muerte
_ ., N ° Caspasa 9
( FADD ) om, © @ o * .
- Smac “ ® . Bak, Bax ]}
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el — \, )\0 &  Apoptosoma
XIAP y

Caspasas
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Apoptosis )
Apoptosis
A B

Fig.1.24. Dos vias de sefializacion de apoptosis. Las dos rutas utilizan caspasas iniciadoras
distinta 8 y 9, pero caspasas efectoras comunes*2,
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1.3.2 Regulacion de la Apoptosis

La regulacion de la apoptosis estd mediada en gran parte por dos familias de

127

proteinas, las caspasas*’y las proteinas de la familia BCL-2, que son las ejecutoras y las

reguladoras de la apoptosis'?®.

La via extrinseca involucra la union de ligandos a los receptores de muerte
transmembrana de la superficie celular. Los receptores de muerte mejor conocidos son
TNF-1 y FAS (CD95)'%°, Tienen como caracteristica poseer un motivo extracelular
conservado, rico en cisteina, que es el sitio de union del ligando al receptor, como el
receptor Fas (CD95) y su ligando FasL, que se expresa predominantemente en células T
activadas, LTc, neutrdfilos y linfocitos NK activados. En el caso del receptor FAS cuando
se une con su ligando natural FasL provoca la agregacion de tres o mas moléculas Fas ya
que cada uno de estos receptores tiene dominios de muerte (DD) intracelulares, que cuando
el receptor se une al ligando, funcionan como proteina de unién, produciendo una
trimerizacion del receptor, al provocar la agregacion de 3 o mas receptores FAS vy el
reclutamiento de un gran complejo de proteinas adaptadoras que contienen un dominio de
muerte citosélico FADD (proteina con dominio de muerte asociado a Fas), que contiene
dos dominios importantes, que son el dominio DD, con el cual interacciona Fas, y el
dominio efector de muerte (DED), que es el encargado de transmitir la sefial apoptética a
los efectores, es decir a las caspasas, en este caso, caspasa 8, ya que tienen también un
dominio DED'¥®. Estas proteinas adaptadoras permiten la unién de la procaspasa 8,
favoreciendo su autoactivacion, que desemboca en vias de transduccién de sefiales
apoptdticas. A continuacion, activa una serie de caspasas posteriores™! iniciando de esta
manera una cascada de caspasas que conducen a la apoptosis.
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Fig.1.25 Via Extrinseca: activacion de caspasas por medio de receptores de muerte, en este
caso FAS'¥,

La via intrinseca se desencadena por cambios en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial. Dichos cambios se desencadenan por distintas condiciones que dan lugar a
estrés intracelular, como dafio genético, concentraciones elevadas de calcio en el citosol o
estrés oxidativo grave, entre otras, que provocan la activacion de los miembros
proapoptéticos de la familia Bcl-2 induciendo la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa permitiendo la liberacién del citocromo ¢ desde la mitocondria al

citosol32,

La familia BCI-2 son encargados de regular la apoptosis, ejerciendo su accion sobre
la mitocondria. Dentro de la familia BCL-2, encontramos miembros proapoptéticos como
Bax y Bak y Bim que actian promoviendo la liberacion de citocromo c desde la
mitocondria y miembros antiapoptoticos como Bcl-2, Bcl-XL, se encuentran en la

membrana externa de la mitocondria e inhiben la liberacién de citocromo ¢ 13413,
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Fig.1.26 Via Intrinseca 3¢,

El citocromo c en el citosol se une a la region C-terminal del factor de activacion
de apoptosis (Apaf-1). EI Apaf-1, estd formado por tres dominios: dominio de
reclutamiento de caspasas (CARD), dominio de unién al dATP y dominio Y. En
condiciones normales se encuentra en el citosol en forma inerte. Una vez recibidas por la
célula las sefiales de muerte, el citocromo c sale de la mitocondria. Al unirse el citocromo
c y el dATP a la molécula de Apaf-1, ésta se activa y se abre dejando al exterior la
superficie de oligomerizacion. Varias unidades Apaf-1 se unen formando el apoptosoma,
dejando la zona CARD en el centro que es donde van a unirse las procaspasas-9 inactivas,
que se activaran a caspasa 9 *%'.

La caspasa 9 activa, activa sucesivamente, las procaspasa 3y 7 que son las caspasas
ejecutoras, responsables de la rotura de varias proteinas que lideran las caracteristicas

quimicas y morfolégicas de la apoptosis 1%,

La conexion de la via extrinseca con la intrinseca la realiza P53, factor de
transcripcion especifico de secuencia. Cuando el DNA esté dafiado, se acumula p53 en
la célula y detiene el ciclo celular en G1, esperando la reparacion. Si esto no es posible

p53 media la apoptosis mediante la regulacién transcripcional de Bid. Este miembro
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proapoptético de la familia Bcl-2 es activado por caspasa 8, que es activada por la via

extrinseca, y una vez activado Bid es capaz de translocarse a la mitocondria y activar a

Bak, desencadenando la activacion de la ruta intrinseca 1%°.

1.3.3 Las caspasas

Las caspasas (cistein aspartato proteasas) constituyen una familia de enzimas
proteoliticas altamente conservadas en la evoluciéon y son componentes centrales de la
maquinaria responsable de la apoptosis. Son responsables de los cambios morfologicos

tipicos de las células apoptédticas hasta la degradacion proteolitica que es irreversible y
conlleva la muerte de la célula.
Ampliamente conocidas por su papel en la muerte celular y las respuestas
inflamatorias.
En mamiferos se conocen 14 tipos de caspasas, las involucradas en la apoptosis se

pueden dividir entre caspasas iniciadoras que incluyen caspasa-2, -8, -9 y -10, que son las
primeras en activarse en respuesta a una sefial y caspasas efectoras que incluyen caspasa-
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Fig.1.27 Caspasas apoptoticas 4.
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Las caspasas actuan en cascada, la activacién de una caspasa efectora (como la
caspasa-3 0 -7) la realiza una caspasa iniciadora (como la caspasa-9) a través de la escision

en residuos internos especificos de aspartato.

Las caspasas se sintetizan en forma de precursores inactivos llamados zimogenos,
que necesitan siempre una sefial que las active, pasando de procaspasa a caspasa.
Contienen un predominio unido a las subunidades enzimaticas grande y pequefia. Las
caspasas iniciadoras tienen predominios largos que contienen los dominios de interaccion
proteina: proteina, dominio de reclutamiento de caspasas (CARD) o dominio efector de
muerte (DED), como se indica en la figura 1.27. Cuando se produce la activacion
proteolitica, se libera el predominio y las subunidades enzimaticas sufren un cambio

conformacional para constituir la enzima activa.

Las caspasas efectoras, por el contrario, tienen el predominio corto, y son las

responsables directas de la protedlisis de los sustratos celulares.
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2.JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El sistema inmunoldgico juega un papel fundamental en la eliminacion, asi como
en la progresion y mantenimiento del cancer, debido al bloqueo de los mecanismos de

inmunidad?® por parte de las células cancerigenas.

Los LTyo, son células a caballo entre la inmunidad innata y adquirida, y han
demostrado ser imprescindibles para la defensa de nuestro organismo frente a infecciones
y tumores!#? 143144 por esta razon han sido utilizados en ensayos clinicos en distintos
tumores y especificamente en cancer de colon 14146,

La linea de investigacion de nuestro grupo ya describié una disminucion de las

poblaciones de LTyd en sangre periférica en pacientes con enfermedad de Crohn?#’

Y su
correlacion con un riesgo de recaida mas precoz y formas méas agresivas de la
enfermedad®*®. La enfermedad de Crohn es una patologia inflamatoria cronica intestinal
con un riesgo establecido de CC, asi como de otras enfermedades malignas. Por otro
lado, se ha correlacionado la progresion de diferentes patologias malignas con aumentos
de la apoptosis de las distintas subpoblaciones de LT4®150151 Estas correlaciones nos
hacian necesario extender nuestra linea de investigacion al papel de las subpoblaciones

LTyd y su estado funcional en pacientes con CC.

La presencia de diferencias de las subpoblaciones de LTyd y su estado efector
comparando sujetos sanos y pacientes con CC permitiria establecer la existencia de
mecanismos inmunogénicos en el desarrollo de la enfermedad tumoral,**? pudiéndose
convertir en una herramienta util para el cribado poblacional, diagnéstico y pronostico

de la enfermedad.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

Nuestra hipotesis es que los pacientes con cancer de colon podrian presentar una
sefial inmunolodgica diferenciada de los sujetos sanos a nivel de frecuencia y apoptosis en
las poblaciones LTy3, en sangre periférica.

3.2 Objetivo Principal

Medir en sangre periférica de pacientes con cancer de colon recién
diagnosticados, las subpoblaciones linfocitarias T-of3, TCD4+-af8, TCD8+-0f, TCD56+-
ap y T-yd, TCD4+-y5, TCD8+-yd, TCD56+-y9, y su grado de apoptosis, comparandolas

con una poblacion sana (control).

3.3 Objetivos Secundarios

Relacionar las subpoblaciones linfocitarias T-af3 y T-yd y su grado de apoptosis

con diferentes caracteristicas clinicas — histologicas tumorales de los pacientes.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Poblacién de estudio

Las personas que han participado en el presente estudio se han reclutado de forma
prospectiva por el departamento de Cirugia. Eran pacientes reciéen diagnosticados de CC
(estadios I a 1V) y sin tratamiento previo ni farmacologico ni quirargico por los servicios
de Oncologia y Cirugia del Hospital Arnau de Vilanova de Valencia. Los controles se
obtuvieron a partir de endoscopias realizadas en el Servicio de Digestivo del Hospital
Arnau de Vilanova procedentes del programa de prevencion de cancer de colon y cuyos
tejidos eran normales. Durante la seleccion de casos y controles, todos ellos tuvieron que
rellenar una encuesta sobre su estado de salud. Se descartd cualquier voluntario que
presentara alguna enfermedad autoinmune o inmunodeficiencia, predisposicidn genética
conocida para alguna patologia, proceso infeccioso actual, vacunas en los seis meses
previos, tratamiento inmunosupresor actual, habitos alcoholicos y exposicidn a agentes

toxicos en el trabajo.

Todos los pacientes y donantes firmaron un Consentimiento Informado (ver 2

anexos) en el que se explicaba de manera somera las caracteristicas del estudio.

El trabajo fue aprobado el dia 29 de marzo de 2017 por el Comité de Ensayos
Clinicos e Investigacion del Hospital Arnau de Vilanova de Valencia, donde se ha llevado

a cabo el trabajo.

Tras la seleccion para el estudio, tanto de los controles, como de los pacientes de
cancer de colon, antes de la cirugia, se obtuvo una muestra de sangre periférica por
venopuncién, en tubo con anticoagulante EDTA-K2. Se obtuvieron muestras de sangre
basal de 96 pacientes con diagndstico reciente de adenocarcinoma de colon infiltrante y
48 voluntarios sanos. Se obtuvo de todos los pacientes con CC el informe patolégico tras
la cirugia. Se descartaron los pacientes con cancer rectal por problemas de superposicion

de otro estudio en marcha dentro del hospital.
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La muestra fue procesada siempre dentro de las dos horas posteriores a su toma.

4.2 Aparatos y materiales utilizados

4.2.1 Contador celular

Una vez obtenida la muestra, se realizé una hematimetria basica en un contador
celular (LH750 Beckman Coulter, Inc, Fullerton, CA) para obtener los valores de

hemoglobina, leucocitos y diferencial leucocitario y plaquetas.

4.2.2 Citometro de flujo

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizo un citdmetro de flujo:

- Navios (Beckman Coulter, Inc): puede medir simultdneamente 10
fluorescencias usando tres l&seres: azul de 488nm, rojo de 647nm y violeta a 405 nm.
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Fig.4.1 Representacion esquematica de espectros de excitacion/emision de los fluorocromos
mas comunes (Beckman Coulter, Inc).

. wva s s

Léseres con filtros de paso de banda de 525nm, 575nm, 620nm, 695nm y 755nm
para el laser azul, Isotiocionate de Fluoresceina (FITC), 7-amino-actinomycin D (7-
AAD), R-Phycoerythrin (PE) y R-Phycoerythrin-Cyanine 7 (PC7), 660nm, 725nm y
755nm para el laser rojo, (Allophycocyanin (APC) — Alexa Fluor 700, Allophycocyanin
(APC) Alexa Fluor750) y filtros de 450nm y 550nm para el laser violeta, Pacific Blue
(PB) y Krome Orange (KrO).
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PICO DE PICO DE
LASER QUE LONGITUD DE LSEI\ISII\B'LD FLUOROCROMOS
FLUOROCROMO EXCITA ONDA DE DE EN
EXCITACION z TANDEM
(NM) EMISION
(NM)

FITC Azul 490 525 No
PE Azul 488 575 No
7-AAD Azul 543 655 No
PC7 Azul 488 770 Si
APC - Alexa Fluor 700 Rojo 633/638 720 Si
APC - Alexa Fluor 750 Rojo 633/638 775 Si
Pacific Blue Violeta 405 455 No
Krome Orange Violeta 405 528 No

Tabla 4.1 Principales caracteristicas de los fluorocromos utilizados.

4.2.3 Otros aparatos y materiales utilizados

Micropipetas Gilson.

Centrifuga refrigerada.

Tubos de polietileno (12x75mm) para preparacién de muestras.

4.2.4 Anticuerpos monoclonales empleados en el analisis de las

subpoblaciones linfocitarias y determinacion de su apoptosis.

La citometria de flujo es una técnica poderosa, desde una mayor comprension de

la biologia molecular humana y la expansion de la utilizacion de diferentes clones de
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anticuerpos monoclonales y fluorocromos, se ha conseguido que, con varios marcadores,

podamos distinguir las diferentes subpoblaciones linfocitarias.

Para ello es fundamental optimizar la preparacion de la muestra, la configuracion

del panel y las estrategias de andlisis.

El panel que hemos configurado consta de 2 tubos de 8 colores que miden un total

de 9 antigenos especificos. Utilizamos 9 marcadores de superficie.

Para el analisis de las distintas subpoblaciones linfocitarias se utilizaron los

siguientes anticuerpos monoclonales de Beckman Coulter, Inc, Miami, USA.

CD45, CD3, CD4, CD8, CD56, CD19, anti-TCR PAN af y anti-TCR PAN 7.

Anticuerpos
Monoclonales

Clon Fluorocromo Antigeno

Expresion

CD45

CD3

CD4

Denominado antigeno leucocitario
comun o panleucocitario consiste
en una secuencia extracelular,
proximal a la membrana que es
comun a todas las isoformas de
CD45. Las moléculas de CD45 son
glicoproteinas transmembrana con
un peso molecular de 180-220 kDa,
con actividad tirosinfosfatasas de
las que existen al menos 8
isoformas.

J33 Krome Orange

CD3 es parte de un complejo mayor
que incluye al receptor de célula T
(TCR). El antigeno CD3 es un
complejo de 5 cadenas
polipeptidicas invariantes, con
pesos moleculares que oscilan entre
16 y 28 kDa, que se asocian de dos
en dos formando 3 clases de
dimeros.

APC-Alexa

UCHT1 Fluor 700

Participa en la adhesién de las
células T a moléculas del sistema
mayor de histocompatibilidad
(MHC) tipo Il, siendo correceptor
en la activacion inducida por
antigenos con restriccion MHC tipo
1. Confiere a la célula el papel

APC-Alexa

1388.2 Fluor 750

El epitopo no restringido de
CD45 esta presente en la
superficie de todos los
leucocitos humanos, con una
mayor expresion en los
linfocitos, siendo un
componente principal en su
membrana.

Esté ausente en plaquetas y
hematies ya que se pierde en
el proceso de maduracion de
la serie roja en la médula
0Osea.

El anticuerpo monoclonal
UCHT1 reacciona con la
cadena ¢ del complejo CD3.
Este complejo se expresa en
células T maduras y
timocitos.

CD4 se expresa en los
Linfocitos T colaboradores.
También esté presente en la
mayoria de los timocitos que
frecuentemente coexpresan

CD8. CD4 también se

expresa en monocitos,
aungue con una intensidad
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B9.11

N901
(NKH-
1)

J3-119

clon:
IMMU
510

de colaborador o helper El antigeno
CD4 es una glicoproteina
transmembrana de cadena simple de
peso molecular 59 kDa de
tipo inmunoglobulinas.

Participa como correceptor en la
estabilizacion de la adhesion
del receptor de linfocitos
T a moléculas del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad tipo |
(MHC I). El antigeno CD8 es un
dimero disulfuro que existe como
un homodimero CD8a o bien como
un heterodimero CD8af. El peso
molecular de cada monémeroao b
es entre 32y 34 kDa.

1.

Pacific Blue

Molécula de adhesion de la célula
neural (NCAM). El antigeno CD56
es una glicoproteina de la
PC7 superfamilia de inmunoglobulinas.
Las diferentes isoformas de N-
CAM tienen pesos moleculares
entre 135y 220 kDa.

CD19 es un regulador esencial en el
desarrollo, activacion y
diferenciacion de los linfocitos B.
El antigeno CD19, es una
glicoproteina de membrana tipo |
con un peso molecular de 95 kDa.

PE

El antigeno TCR v/9, es el receptor
v/ presente en las células T y/9, las
cuales representan un subconjunto
pequefio (del 1,6 al 6,9 %) de las
PE células CD3+ T sanguineas
periféricas. En las células T
humanas, solo dos productos de
genes 6 V61 y Vo2, se utilizan
normalmente por las células T y/d.

de expresién algo menor que
la de los linfocitos.

CD8 se expresa en un
subgrupo de LT de sangre
periférica, los LT
citotdxicos. También se
expresa en un grupo de
linfocitos asesinos naturales,
Natural Killer (NK) pero
con una intensidad de
expresion mas débil que la
de los LT. El homodimero
CD8ua se expresa en células
NK y LTyé. CD8 también
esta presente en la mayoria
de los timocitos que
frecuentemente coexpresan
CD4.

En el sistema
hematopoyético, CD56 es el
marcador de las células NK
en un 80-90%, aunque
también est4 presente en
linfocitos T. CD56 no se
expresa en granulocitos,
monocitos o células B.

Esta molécula se expresa
desde la primera etapa de
linaje reconocible del
linfocito B, a través del
desarrollo hasta la
diferenciacion del linfocito
B, pero se pierde en la
maduracidn hasta células
plasmaticas. También se
encuentra en la superficie de
células dendriticas
foliculares.

Se expresa en las
subpoblaciones linfocitarias
T vs.
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El antigeno TCR o/f, presente en
las células T o/, representan entre
el 89,4% a 98,4% de las células
CD3+ T sanguineas periféricas.
Esta formado por dos cadenas
PE polipeptidicas distintas, asociadas
con cadenas polisacéridas, a y 8
unidas entre si por puentes
disulfuro, en una secuencia cercana
a la membrana.

Se expresa en las
subpoblaciones linfocitarias
T of. El anticuerpo IP26A
reconoce un determinante
monomodrfico de la cadena
ap del complejo TCR.

anti-TCR clon:
PAN of IP26A

Tabla 4.2 Principales caracteristicas de los anticuerpos utilizados para la
determinacion de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias.

Para la determinacion de la apoptosis linfocitaria se utilizdé el Kit comercial
ANNEXIN A5 FITC / 7-AAD de Beckman Coulter, Inc, Miami, USA.

Anticuerpos

Monoclonales Fluorocromo

Antigeno Expresion
En la membrana de
linfocitos que estan en
estado de apoptosis. Los
linfocitos apopt6ticos
pierden la asimetria de los
fosfolipidos de la
membrana y exponen la
fosfatidilserina en el

Fosfatidilserina (PS), fosfolipido,
originariamente enclavado en la
membrana interna de la célula.
Cuando la célula entra en estado
de apoptosis, pasa al exterior de
la membrana plasmatica, forma
una de las sefiales especificas
para el reconocimiento por

AnV FITC

Marcador de

Viabilidad T-AAD

macro6fagos para su eliminacion.

ADN de los linfocitos. nucleo de
las células muertas, que queda
accesible al 7-AAD.

prospecto externo de la
membrana plasmatica.
Células no viables
(apoptoticas tardias o
necraticas).

Tabla 4.3 Principales caracteristicas de los anticuerpos utilizados para la
determinacion de la apoptosis de las distintas poblaciones y subpoblaciones linfocitarias.
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4.3 Protocolos de CMF empleados

A diario se realiz6 una verificacion del citdmetro de flujo con una suspensién de
microesferas fluorescentes que permiten una estandarizacion de la dispersion frontal,
“Forward Scatter” (FS), de la dispersion lateral “Side Scatter” (SS) y los laseres (Flow-
set Pro Fluorospheres, Beckman Coulter, Inc.) y el correcto funcionamiento del citdbmetro
antes de trabajar (Flow-check Pro Fluorospheres, Beckman Coulter, Inc.). Siguiendo las
recomendaciones del fabricante se realizé la validacion: dispensar aproximadamente 0,5
mL de reactivo de calibracion en un tubo de polietileno (12x75mm). Agitar
vigorosamente y adquirir por el protocolo de ajuste adecuado (Figura. 4.2). Verificar en
las curvas de Levey-Jennings generada, que los coeficientes de variacion entran en el
rango adecuado (Figura 4.3).
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Fig.4.2 Protocolo de adquisicion de esferas de validacion mostrando los picos de
fluorescencia media. (Flow-check Pro Fluorospheres, Beckman Coulter, Inc.).
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a2 QC Levey Jennings - AJUSTES T=3|EcH
File Template Help
Facility HOSPITAL ARNAU DE VILANOVA Instrument AW14255 ~]
Template FLOWCHECK PRO Application I ] _J
CurrentDate | 10/19/2015 DB First Date 71222015 DBLastDate |10/19/2015
3: FL2 HPCV - FLOWCHECK PRO.PRO. Flow-Check Pro, 9311052, FL2@2.0, X, HPCV [=]
148 (Mean+2SD)
W 3 M) ]
33 (Mean-2SD)
4 FL2 HPCV - FLOWCHECK PRO.PRO. Flow-Check Pro, 9311052, FL3@2.0, X, HPCV
147 (Mean+2SD)
_’,/'/\—o—o—w/ S5 (Mean)
29 (Mean-2SD)
5: FL4 HPCV - FLOWCHECK PRO.PRO. Flow-Check Pro, 9311052, FL4@2.0, X, HPCV
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2 )
Data Table Remove Points l Reference Points I Delete Plot ] New Plot I

Fig.4.3 Ejemplo de Curvas de Levey-Jennings donde se registra la evolucion del equipo a lo

largo del tiempo con el seguimiento de los parametros de interés.

4.3.1 Compensacion de fluorescencias.

La compensacion es un componente crucial a tener en cuenta en la optimizacion

del funcionamiento de un citometro de flujo. Una compensacion incorrecta puede

conducir a una interpretacion erronea en la expresion de antigenos, dando falsos positivos

o falsos negativos. En primer lugar, realizamos un ajuste de los voltajes FS y SS con una

muestra control de sangre periférica sin marcar, de modo que dejamos las poblaciones

negativas en la primera década logaritmica con una intensidad media de fluorescencia de

0,2 (ajustada de manera arbitraria). Seguidamente, realizamos un marcaje de la sangre

periférica con los anticuerpos conjugados con cada uno de los fluorocromos por separado

para cada una de las fluorescencias a compensar. Como todos los marcadores utilizados
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tienen expresion en sangre periférica tanto de donante sano, como de un paciente de

cancer, utilizamos esta sangre en lugar de células de captura.

Ejecutamos la adquisicion de los tubos anteriormente mencionados adquiriendo,
20.000 eventos totales a velocidad media, con los voltajes establecidos previamente. Con
los datos obtenidos de cada adquisicion se realiz6 una compensacién automatica por el
software de analisis Kaluza (Beckman Coulter, Inc). Una vez que se ha ajustado la
compensacion en Kaluza, esta matriz de compensacion la trasladamos al protocolo de
adquisicién donde tenemos guardados los voltajes iniciales, de modo que los archivos
LMD futuros se registren con esta matriz. Por ultimo, se afiadio un tubo de verificacion
con el marcaje de todos los fluorocromos y por tanto fluorescencias, que componen el
panel de estudio. En la tabla 4.4 podemos observar la matriz de compensacion obtenida

para el analisis a 10 colores.

FL1  [FL2  FL3 FL4 FL5 FL6 FL7 |FL8  FL9  [FL1D

FL1 1,50 0,20 0,10 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40
FL2 16,70 8,90 0,80 1,80 000 000 000 000 0,00
FL3 8,50 36,70 25,40 0,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
FL4 2,40 10,10 44,20 020 0,0 030 000 000 0,00
FL5 0,00 0,90 3,80 17,90 0,00 0,20 1,70 0,00 0,00
FL6 0,00 0,00 0,20 6,60 0,20 8,60 14,50 0,00 0,00
FL7 0,00 0,00 0,00 0,00 070 20,80 6,40 0,00 0,00
FLE 0,00 0,00 0,00 0,00 9,00 420 23,60 0,10 0,00
FLS 1,00 0,00 000 0,00 000 0,00 0,00 0,00 1,40
FLIO 1,00 3,20 000 030 1,10 0,00 0,10 0,30 13,70

Tabla 4.4 Matriz de compensacion.
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4.3.2 Protocolos de marcaje.

El marcaje llevado a cabo estd basado en la capacidad de los anticuerpos
monoclonales especificos de unirse a células leucocitarias mediante los determinantes
antigénicos que éstas expresan en la membrana celular (o incluso

intracitoplasmaticamente).

Se utilizan anticuerpos monoclonales especificos contra antigenos concretos que

vienen ya marcados con el fluorocromo.

Se incuba la muestra con el anticuerpo monoclonal y los linfocitos son analizados
por CMF. Dentro de una ventana electrénica seleccionamos la poblacion de interés,

definida en un histograma que relaciona los parametros que deseamos estudiar.

A continuacion, se detalla el protocolo de marcaje.

En primer lugar, obtuvimos un enriquecimiento de la muestra en linfocitos
mediante separacién de células por gradiente de densidad. Es una técnica para separar

células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de otras células de la sangre.

Para el proceso hemos utilizado el reactivo Lymphoprep™ (Palex Mediacal SA).
Durante la centrifugacion (3.500 rpm durante 20 minutos) se van formando varias capas
debido a las diferentes densidades. El sedimento esta formado principalmente por
granulocitos y eritrocitos que han migrado a traves de la gradiente de densidad por tener
mayor densidad que el Lymphoprep™ y por la tendencia a formar agrupaciones (en el
caso de granulocitos). Encima se situaria la capa de Lymphoprep™, que es menos denso
que el sedimento y encima habria otra capa fina opalescente que serian las CMSP
(linfocitos y monocitos) que tienen menor densidad. Finalmente, sobre esa capa se
situarian las plaquetas y el plasma, que se pueden eliminar en los siguientes lavados (fig.

4.4).
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A B
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3.500 rpm :3
20min / Lymphoprep™
Lymphoprep™ ___ s
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Fig.4.4. Representacion de un gradiente de densidad con Lymphoprep™, antes (A) y después
(B) de la centrifugacion.

Tras el enriquecimiento de la muestra en linfocitos mediante separacion de células
por gradiente de densidad (Figura 4.4), seleccionamos por aspiracion y las células se
lavaron dos veces con tampon fosfato salino (PBS) y se resuspendieron las células

obtenidas en tampon de unién (con presencia de Ca*2) a 4°C.
A continuacion, se realizé el marcaje de las muestras:

La cuantificacion de la apoptosis se ha realizado con el kit comercial ANNEXIN
V-FITC/7-AAD Kit (Beckman Coulter, Inc), en el cual la anexina-V esta conjugada con
FITC. La anexina es el nombre comun por el que se conoce a un grupo de proteinas que
se unen en presencia de calcio a fosfolipidos, presentando una gran afinidad por la
fosfatidilserina (PS). En fases tempranas de la apoptosis, cuando la membrana celular se
altera, la fosfatidilserina de la membrana interna de la célula es traslocada a la membrana
externa, pudiéndose asi unirse a ésta la Anexina V. Para distinguir las células en apoptosis
tempranas de las necréticas que también exponen PS en su cara externa, como resultado
de la perdida de integridad de la membrana, marcamos también con 7-amino-
actinomicina D (7-AAD) que tiene especificidad de unién con la base de ADN guanina-

citosina.
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Esto se llevo a cabo cuantificando los residuos de fosfatidilserina expuestos en la
parte exterior de la membrana celular mediante el marcaje con anexina V- FITC

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

1. Por cada muestra a analizar, rotulamos 2 tubos de polietileno (12x75mm)
o/B y v/8. Anadimos 100 puL de la muestra de analisis a cada tubo. Afadimos 10 pL
de anticuerpo monoclonal anti-TCR of3 en un tubo y 10 pL de los anticuerpos anti-
TCR 76 en el otro. Incubamos 10 minutos a temperatura ambiente, protegiendo de la

luz.

2. Afadimos el volumen de anticuerpo de interés a cada tubo, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. En nuestro caso, 10 puL de la Anexina-V conjugada
con FITC y 20 pL del marcador de viabilidad 7AAD y 10 pL de los anticuerpos
conjugados con PE, y PC7y 2,5 uL de los anticuerpos conjugados con APC Alexa
Fluor700, APC Alexa Fluor750, Pacific Blue y Krome Orange).

3. Incubamos 15 minutos a temperatura ambiente, protegiendo de la luz.

4. A continuacion, afnadimos 1 ml de mezcla “Fix-and-Lyse, utilizamos el
agente lisante VersaLyse (Beckman Coulter, Inc), que consiste en una amina que es
convertida en un agente litico por la anhidrasa carbonica de la membrana de los
globulos rojos. Al agente lisante, se le adicionaron 25 pL de un agente fijador (I0T3
Fixative solution, Beckman Coulter, Inc) que proporciona estabilidad. Mezclamos e

incubamos 20 minutos a temperatura ambiente, protegiendo de la luz.

5. Afadimos 2 mL de PBS. Centrifugamos 5 minutos a 1500 rpm y a

temperatura ambiente.

6. Eliminamos el sobrenadante por aspiracion y resuspendemos el botdn
celular en 0,5 mL de PBS.

7. Adquirimos inmediatamente por el citometro de flujo. En todos los tubos

se adquirieron un total de 200.000 eventos.

La combinacion de anticuerpos monoclonales con sus respectivos fluorocromos

conjugados fue desarrollada en el Laboratorio de Hematologia del Hospital Arnau de
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Vilanova durante la puesta a punto de la determinacion de las subpoblaciones linfocitarias

a/B y /9, adicionando los marcadores para estudiar la apoptosis.

En la tabla 4.5 podemos ver el panel de anticuerpos utilizado en el presente

trabajo.
Alexa | Alexa
Flior Flior | Pacific
FITC PE 7AAD | PC7 KrO
700 750 Blue
APC | APC
Anti
Tubo )
) AnexinavV | TCR-o/ 7AAD CD56 | CD3 | CD4 CD8 | CD45
CD19
Anti
Tubo )
) AnexinaV | TCR-v/8 7AAD  CD56 = CD3 = CD4 CD8 @ CD45
CD19

Tabla 4.5 Panel de anticuerpos monoclonales empleados en el anélisis de las subpoblaciones y
apoptosis.

En las figuras 4.5, 4.6 y 4.7 podemos ver la estrategia de gating utilizada para el
estudio de las distintas subpoblaciones celulares.

Como muestra la figura 4.5, lo primero que hacemos es eliminar los falsos
positivos por posibles dobletes, como podemos observar en el histograma que enfrenta
FS INT / FS TOF. Que relaciona el tiempo que tarda en pasar una célula, con su tamafio

celular, asi discriminamos las células que pasan unidas, que serian falsos positivos.

Desde esta seleccion diferenciamos los linfocitos, como vemos en el histograma
SS INT / CD45-KrO.
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Fig.4.5. Estrategia de gating de citometria de flujo que se siguié para diferenciar las
diferentes subpoblaciones de células T. Desde sangre periférica, medimos los eventos enfrentando los
parametros de forward y side scatter y seleccionamos las CD45 positivas con lo que obtenemos los

linfocitos totales.
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Fig.4.6. Estrategia de gating de citometria de flujo que se sigui6 para diferenciar a partir de

los linfocitos totales, las distintas subpoblaciones linfocitarias.
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Desde la poblacion de linfocitos, se seleccionaron las células positivas para CD3,
con lo que obtenemos las células T. Desde CD3 diferenciamos las subpoblaciones de
células T aff y v9, y desde las mismas enfrentamos la expresion de CD4 frente a CDS.
Los subconjuntos se analizaron en células CD3+CD4+CD8-, CD3+CD4-CD8+,
CD3+CD4+CD8+ y CD3+CD4-CDS8-.
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Fig.4.7. Las células CD3+CD56+ se analizaron en paralelo desde linfocitos totales.

Paralelamente, desde la poblacion de linfocitos, se seleccionaron las células positivas
para CD56. Desde CD56 diferenciamos las subpoblaciones de células NKs (CD3-
CD56+) y NKTs (CD3+CD56+) af y 8.
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4.3.3 Determinacién de la positividad para la anexina-V mediante peroxido de

hidrégeno.

El peroxido de hidrégeno induce la fragmentacion del ADN, cuando es aplicado
como dosis Unica, siendo este inductor de apoptosis. La pérdida de capacidad metabdlica
y la generacion de rupturas al ADN ocurren sin ruptura temprana de la membrana

plasmatica, ocurre un proceso de muerte celular programada.

Asi, para determinar el punto de corte donde comienza la positividad de la anexina
V, se realizd una induccion de la apoptosis con peréxido de hidrégeno, se tratd a los
linfocitos con distintas concentraciones de perdxido de hidrégeno (25 mM y 50 mM)
durante 15 minutos. Las figuras 4.8, 4.9 y 4.10 muestran el aumento en el porcentaje de
células positivas para anexina V (células que expresan en la membrana residuos de
fosfatidilserina, por estar en apoptosis) segin aumenta la concentracién de peréxido de

hidrégeno en el experimento.

‘ [LINFOCITOS] BASAL [LINFOCITOS] H202 25mM
1000+ ANEXINA V + : 5.66% 1000 ANEXINA V + : 72.91%
8004 2004
600+ 600
A ,:
4004 4004
2004 ., it o f 200 o ¢
'kw{( e %3 o
0 f T T T 0 T T T
1° 10 1 10° 10° 10° 1 10°
anexina-FITC anexina-FITC
Fig.4.8. % de células Anexina V+ Fig.4.9. % de células Anexina V+ a una concentracion
basal 25mM de peréxido de hidrégeno.
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Fig.4.10. % de células Anexina V positivas a una concentracion 50 mM de peréxido de hidrégeno
respectivamente.

En la figura 4.11 podemos ver la estrategia de gating utilizada para el estudio de

la apoptosis. Muestra los histogramas Anexina V/ 7AAD, reflejando el porcentaje de
células en apoptosis de cada poblacion.
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Fig.4.11. Medimos la apoptosis de las distintas subpoblaciones celulares seleccionadas
previamente, enfrentando los parametros 7AAD frente a Anexina V.
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4.4 Analisis estadisticos

Para la realizacion del mismo se emplea el programa SPSS version 24. Los
estadisticos descriptivos se expresan como frecuencias absolutas y relativas para todas
las variables categoricas.

Lo primero fue determinar si las variables cuantitativas seguian una distribucion
normal, para ello aplicamos la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov con la
correccion de la significacion de Lilliefors. Cuando se asume normalidad se utiliza la
prueba t de Student para comparar las medias. En caso de no aceptarse la hip6tesis de
normalidad de la variable cuantitativa se utiliza la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney.

Estadistico gl Sig.

CD3+ af x10°/L ,095 144 ,003
CD3+ CD4+ af x10°/L ,098 144 ,002
CD3+ CD8+ ap x10°/L 118 144 ,000
CD3+ CD56+ af x10°/L 184 144 ,000
CD3+ y8 x10°/L 377 144 ,000
CD3+ CD4+v6 x10°/L 471 144 ,000
CD3+ CD8+ 78 x10°/L 217 144 ,000

272 144 ,000

CD3+ CD4- CD8- 8 x10°/L
CD3+ CD56+ 78 x10°/L 228 144 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Tabla 4.6 Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov, con la correccion de la
significacion de Lilliefors para las distintas subpoblaciones celulares.

Se construyeron tablas de contingencias para las variables cualitativas. Como
medida de asociacion se calcul6 la Odds Ratio (OR) y su intervalo de confianza al 95%
(IC 95%). Se realiz6é un analisis multivariante (regresion logistica) para valorar el peso

especifico de cada variable en relacién a las demas.

El nivel de significacion asumido fue del 95% (p < 0.05).
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4.5 Variables del estudio

4.5.1 Variables hematoldgicas

En el hemograma realizado se ha determinado la cantidad de leucocitos,

linfocitos, neutrofilos, monocitos, eosindfilos, baséfilos, hemoglobina y plaquetas.

4.5.2 Variables inmunofenotipicas

En la tabla 4.7 podemos ver las variables fenotipicas estudiadas para cada

poblacion celular.

Variable Fenotipica

Descripcion
Denominado antigeno leucocitario comdn o panleucocitario permite cuantificar el
CD45+ porcentaje de linfocitos presentes en la muestra.
CD3+ Esta variable cuantifica el porcentaje de células CD3 positivas (LT) sobre la

poblacion linfoide total.

CD3+CD4+CD8- P_orcgntaje de LT CD4 positivos, y negativos para el CD8 sobre la poblacion
linfoide total.

CD3+CD4-CD8+ Porcentaje de LT CD8 positivos y negativos para el CD4 sobre la poblacion

linfoide total.
CD3+CD56+ Porcentaje de LT positivos para el CD56 (NKT) sobre la poblacion linfoide total.
CD3+ ap Porcentaje de LTap positivos sobre la poblacion linfoide total.
CD3+yo Porcentaje de LTyd positivos sobre la poblacion linfoide total.

Porcentaje de LT positivos para el CD4 que coexpresan af} sobre la poblacion
CD3+CD4+0p linfoide total.

Porcentaje de LT positivos para el CD4 que coexpresan yd sobre la poblacion
CD3+CD4+y6 linfoide total.
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Porcentaje de LT positivos para el CD8 que coexpresan af3 sobre la poblacion

CD3+CD8+op linfoide total.

Porcentaje de LT positivos para el CD8 que coexpresan yd sobre la poblacion

CD3+CD8+y3 linfoide total.

Porcentaje de LT positivos para el CD56 (NKT) que coexpresan af sobre la
CD3+CD56+ap poblacién linfoide total.

Porcentaje de LT positivos para el CD56 (NKT) que coexpresan yd sobre la
CD3+CD56+yd poblacién linfoide total.

Porcentaje de LT negativos para el CD4+CD8+ que coexpresan yd sobre la
CD3+CD4- CD8-v8 = poblacion linfoide total.

Tabla 4.7 Variables fenotipicas estudiadas para cada poblacién celular.

4.5.3 Variables clinicas

Variables clinicas
Estadificacion del cancer segun el sistema TNM
Antecedente de tumor y en caso positivo qué tipo de tumor.
Tumor sincrénico y en caso positivo si es sincronico recurrente.
Tratamiento activo de neoplasia previa.
Cancer recurrente
Antecedentes familiares de cancer
Poliposis

Sindrome de poliposis familiar

Localizacién del tumor (recto, sigma, colon izquierdo, colon transverso, colon derecho, ciego,
apéndice).

Tabla 4.8 Variables clinicas. Datos recogidos a partir de la revision de la historia clinica
de los pacientes.
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4.5.4 Variables histopatoldgicas

Variables histopatoldgicas
Tamafio del tumor.
Grado histologico.
Tipo histoldgico segln la OMS.
NUmero de ganglios resecados.
Numero de ganglios afectos.
Perforacion.
Nivel de la invasion en la pared colénica.
Presencia de abscesificacion.
Invasion perinerual.

Invasion angiolinfatica.

Invasioén vascular venosa.

Tabla 4.9 Variables histopatolégicas. Datos recogidos mediante la revision del informe

anatomopatolégico correspondiente a la pieza col6nica resecada.
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5 RESULTADOS

5.1 Distribucion y caracteristicas de los pacientes

Para el estudio de frecuencia y apoptosis en las subpoblaciones linfocitarias af} y

v6, se reclutd un total de 144 sujetos, 96 pacientes con cancer de colon y 48 controles. La

edad media de los pacientes con cancer fue 69,5 + 11,5 afios frente a 65,9 + 10,4 afios en

los controles (p=0.103). 60 hombres y 36 mujeres en pacientes con cancer, frente a 30

hombres y 18 mujeres en controles sanos. Los rasgos demograficos, estadificacion, grado

y caracteristicas de la invasion del cancer de los pacientes en estudio, se muestran en la

tabla 5.1.

Casos Totales (n=96)

Edad (afios)

- Edad Hombres (afios)

- Edad Mujeres (afios)
Hombres

Mujeres

CEA (ng/ml)

CA 19-9 (W/ml)

N° de pacientes con cancer recurrente

Tiempo de recaida en relacion a los pacientes
recurrentes (meses)

Estadificacion del cancer.
- 0
- I

69,5+11,5
69,7+11,3
69,2+11,9
60 (62,5)
36 (37.,5)
8,3+17,4
14+14,9
8 (8,4)

10,4+6,6

1(1,1)
31(32,3)
27 (28,1)
33 (34,4)
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- v
Grado de Diferenciacion

- Bien Diferenciado

- Moderado y Pobremente Diferenciado
Afectacion Ganglionar

Localizacién Anatomica

- Colon Izquierdo

- Colon Derecho

Invasion

- Invasioén Vascular
- Invasion Linfatica
- Invasion Perineural
Tejido

- Tamafio del Tumor (cm)

- Distancia Margen Quirdrgico (cm)
- Ganglios Linfaticos Analizados

- Metastasis en Ganglios Linfaticos
Tipo Histoldgico

N.° de pacientes

- Adenocarcinoma

- Adenocarcinoma Mucinoso

- Adenocarcinoma Infiltrante

- Adenocarcinoma Neuroendocrino
Invasién

N.° de pacientes

- Subserosa

- Muscular

- Submucosa

- Serosa Visceral

4(4,2)

54 (56,3)
42 (43,8)
37 (38,5)

51 (53,1)
45 (46,9)

7(7,3)
40 (41,7)
6 (6,3)

3,815
8,475
17,1+8,1

1,3+2,2

75 (78,1)
14 (14,6)
6 (6.3)
1(1,0)

43 (44,8)
28 (29,2)
14 (14,6)

5 (5,2)
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- Organo vecino 5(5,2)

- In situ 1(1,0)

Tabla 5.1. Rasgos demograficos, clinicos y anatomopatolégicos de pacientes con
cancer de colon. Desviacion estandar (DE), antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno
carbohidrato (CA), edad de los hombres vs edad de las mujeres, p=0.850. Tipo Histoldgico codigo
(OMS) SNOMED (Systematized Nomenclature of Medicine), Tumor-N6dulo-Metastasis (TNM).

Parametro CC (n=96) Control (n=48) Sig.(P)
Leucocitos (x 10%/1) 7,8+2,4 7£1,9 <0,05
Neutréfilos (x 109/1) 52,3 4,2+1,6 < 0,05
Linfocitos (x 10%1) 2+0,7 2+0,6 0,57
Monocitos (x 10%1) 0,6£0,3 0,7£0,7 0,28
Eosindfilos (x 10%/1) 0,2+0,2 0,240,2 0,26
Basofilos (x 10%/1) 0 0 0,89
Hemoglobina (g/dl) 12,1+19 14,714 < 0,001
Plaquetas (x 10%/1) 261+100 241+59 0,28

Tabla 5.2. Analisis estadistico comparativo de la distribucion de medias de los
hemogramas de pacientes con CC vs voluntarios sanos.

La tabla 5.2 muestra como los sujetos del grupo de pacientes con CC presentaron,
en comparacion con los sujetos del grupo control, niveles superiores, estadisticamente
significativos, en pardmetros habitualmente relacionados con procesos inflamatorios:
recuento de plaquetas, leucocitos y neutréfilos. Los sujetos del grupo de pacientes con
CC presentaron, con respecto a los del grupo control, niveles inferiores de hemoglobina

significativos.
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5.2 Frecuencia de las subpoblaciones linfocitarias aff y 9.

La mayoria de los linfocitos T en sangre periférica muestran el receptor del tipo
af}, y una minoria de células T expresan el receptor con cadenas yo. Fig.5.1.

Células T

B CD3+aB %

[ cD3+y6 %

[a]
=]
e
8
-
-3

Fig.5.1. Frecuencia de linfocitos T yd frente a linfocitos T aff en sangre periférica.

Si comparamos los porcentajes de linfocitos T yd en sujetos control frente a

pacientes con CC, vemos diferencias, como muestra la figura 5.2. Observamos una clara
disminucion yé en los pacientes con CC respecto a voluntarios sanos.
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Fig.5.2. Estrategia de gating, donde observamos diferencia en el porcentaje de linfocitos T

Y90, si comparamos voluntarios sanos (A) vs pacientes con CC (B).

La figura 5.3 muestra como a partir de la distribucion de los LTyd seleccionados

en los histogramas anteriores, pudimos obtener la frecuencia de las distintas

subpoblaciones linfocitarias.
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Fig.5.3 Histograma de andlisis LTyé CD4/CD8.

La figura 5.4 (panel B) muestra una disminucion significativa en las células T
CD3+yd, T CD3+CD8+yd (p< 0,001), en pacientes con CC, respecto de los resultados

obtenidos en los controles.
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Frecuencia Células Tyd
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Fig.5.4. Frecuencia de subpoblaciones de células T, aff y y6 (panel A y B) en sangre
periférica de cancer de colon (CC) vs sujetos sanos (control). Se muestran los valores absolutos de
las celulas Prueba no paramétrica (Mann Whitney U Test). (*p < 0.001). Los resultados se expresan
como medias + DE (Barras T).

5.3 Apoptosis de las subpoblaciones linfocitarias af3 y 9.

La figura 5.5 muestra los histogramas Anexina VV/ 7AAD, reflejando el porcentaje
de células en apoptosis de las subpoblaciones LTaf y yo, donde se observa una clara

diferencia entre la apoptosis en voluntarios sanos (panel A) vs pacientes (panel B).
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Fig.5.5 Apoptosis en voluntarios sanos (A) vs pacientes con CC (B) en las subpoblaciones
celulares LTaf y v6. Se muestran los porcentajes de apoptosis.

En la figura 5.6 vemos como la apoptosis se incrementd significativamente en

todas las subpoblaciones de células T aff y yo en pacientes con CC vs sujetos sanos.
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Fig.5.6. Apoptosis de subpoblaciones de células T, aff y y6 (panel A y B) en sangre
periférica de cancer de colon (CC) vs sujetos sanos (control). Se muestran los porcentajes de
apoptosis. Prueba no paramétrica (Mann Whitney U Test). (*p < 0.001). Los resultados se expresan como

medias = DE (Barras T).

5.4 Relacién de frecuencia de subpoblaciones de células T aff y v0 y
apoptosis en pacientes de CC con infiltracion tumoral microvascular en

tejidos.

La figura 5.7 muestra las frecuencias de las subpoblaciones de células T aff y yo
(panel A'y B) y su apoptosis (panel C y D), en sangre periférica de 7 pacientes con CC
que sufren infiltraciébn microvascular (IMV), frente a pacientes con CC sin infiltracion

microvascular.

Se observaron diferencias significativas en el caso de las células T yo (CD8+ y
CD56+) (panel B). Los pacientes con infiltracion vascular tenian frecuencias mas bajas

de células T yd (CD8+ y CD56+), que pacientes sin infiltracion vascular.
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En cuanto a la apoptosis, se observa una diferencia significativa en el subconjunto
de células CD3+CD4+af3 (panel C), mientras que no se observaron cambios en las

apoptosis de ninguna de las subpoblaciones de células T yo.
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Fig.5.7. Infiltracion tumoral microvascular. Frecuencia de subpoblaciones de células T, aff y
vd (panel A y B) y apoptosis (panel C y D). Se muestran los porcentajes de apoptosis y valores absolutos
de las células. Pacientes con cancer de colon segun la infiltracion tumoral microvascular (IMV) en tejidos
(n = 7). Prueba no paramétrica (prueba U de Mann-Whitney). (*p <0,05). Los resultados se expresan como
medias + DE (Barras T).
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5.5 Relacion de frecuencia de subpoblaciones de células T aff y v0 y

apoptosis en pacientes con antecedentes de cancer (AC).

Las frecuencias y apoptosis de las distintas subpoblaciones de linfocitos
T se han analizado en 15 pacientes con CC que previamente habian tenido cancer, (CC
+ AC) (6 de prostata, 5 de colon, 1 de mama, 1 de endometrio, 1 de leucemia, 1 de
insulinoma), figura 5.9. La edad media en ambos grupos fue algo diferente, 74,8 £ 9,9
afios en CC + AC vs 68,5 £ 11,5 afios en pacientes CC sin AC (p = 0,042).

La frecuencia de la subpoblacion CD3+y6 es significativamente mas baja en
pacientes con CC y AC que las observadas en pacientes con CC que no tenian AC
(Figura 5.9, panel B). Los pacientes con CC + AC presentaron menor valor de CD8+
v6, aunque la diferencia no fue significativa (p = 0,114), teniendo en cuenta que un
elevado porcentaje de las CD3+y9, en sangre periférica son CD3+CD4-CD8- y5 (doble

negativo).
No se observaron diferencias en el caso de CD3+CD4+ o CD3+CD56+ 9.

La apoptosis fue significativamente menor en las subpoblaciones yo de pacientes
con CC con AC frente a pacientes con CC sin AC (CD3+yd, CD3+CD8+yo y
CD3+CD56+y9) (Fig. 5.9, Panel D).
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Fig.5.8 Antecedente de cancer. Frecuencia de subpoblaciones de células T, aff y v (panel A
y B) y apoptosis (panel C y D) en pacientes con cancer de colon con antecedentes de cancer (AC) (n =
15). Se muestran los porcentajes de apoptosis y valores absolutos de las células Prueba no paramétrica
(prueba U de Mann-Whitney). (*p <0,05). Los resultados se expresan como medias + DE (Barras T).

5.6 Relacién de frecuencia de subpoblaciones de células T aff y v0 y

apoptosis en pacientes con cancer sincronico (CS).

El paciente con cancer sincronico (CS) es aquel que presenta varios tumores

malignos que ocurren simultdneamente. Cada tumor debe ser primario, lo que elimina la

posibilidad de ser lesion metastéasica del otro®®3,
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La figura 5.9 muestra la frecuencia de linfocitos T en siete pacientes con CC con

cancer sincronico (CS) (5 de colon, 1 de mama, 1 de endometrio) en comparacion con

pacientes sin CS. Se observaron diferencias significativas entre ambos grupos con
respecto a las células T y8 (CD3+ y8, CD3+CD8+ yd y CD3+CD56+ yd) (panel B). No

se observaron diferencias significativas en la apoptosis de subconjuntos de células T de

pacientes con CC segun la presencia o ausencia de CS.
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5.7 Relacion de frecuencia de subpoblaciones de células T aff y v0 y

apoptosis segun estadio de cancer en pacientes con cancer de colon (CC).

En la figura 5.10 vemos como varia la apoptosis en las subpoblaciones de
LT af y LT yd dentro de los distintos estadios de cancer. Vemos una tendencia de

aumento mas pronunciada de la frecuencia de la apoptosis de los LT yd en los estadios 11
y L.
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Fig.5.10 Apoptosis de células T, segun el estadio del cancer. Se muestran los
porcentajes de apoptosis.

Dentro de las células T af}, si hacemos el analisis por subpoblaciones vemos como

como en todas ellas la tendencia de aumento es mas marcada en el estadio 11 (Figura5.11).

No encontramos diferencias significativas en la frecuencia de la apoptosis de las

células T of, entre estadios.
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En lo que respecta a las células T v, si hacemos el analisis de la apoptosis por
subpoblaciones, no encontramos diferencias significativas. Vemos en la figura 5.12 en
ambas subpoblaciones CD3+CD8+yd y CD3+CD56+yd un incremento de la frecuencia

en los estadios 11y I11. Siendo la tendencia mas marcada en las células T CD3+CD56+ yd

en el estadio II.
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Fig.5.12 Apoptosis de subpoblaciones de células T yd, segiin el estadio del cancer. Se muestran los
porcentajes de apoptosis. Prueba no paramétrica (prueba U de Mann-Whitney). p=ns.

Si analizamos las frecuencias de las subpoblaciones de LT af3, segun los diferentes

estadios del cancer, no encontramos diferencias significativas (Fig.5.13).
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La figura 5.14 muestra la frecuencia de las distintas subpoblaciones de células T
CD3+y6 en los distintos estadios de cancer. Encontramos una diferencia significativa en
la subpoblacion CD3+CD56+yd. Los pacientes que se encuentran en estadio 1l presentan

unos valores absolutos significativamente inferiores a los pacientes que se encuentran en

estadio I.
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Fig.5.14 Frecuencia de subpoblaciones de células T y5, segin el estadio del cancer. Se
muestran los valores absolutos de las células. Prueba no paramétrica (prueba U de Mann-Whitney). (*p
<0,05).
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5.8 Relacion de frecuencia de subpoblaciones de células T aff y v0 y
apoptosis segun el grado de diferenciacion del tumor en pacientes con

cancer de colon (CC).

Como se observa en la figura 5.15 y 5.16, al agrupar los tumores en bien
diferenciados frente a los moderada y pobremente diferenciados, no observamos
diferencia significativa en la apoptosis, ni en la frecuencia de las subpoblaciones de LT

afy LT vyo.
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Fig.5.15 Apoptosis de células T, segun el grado de diferenciacion del tumor. Se muestran
los porcentajes de apoptosis. Prueba no paramétrica (prueba U de Mann-Whitney). p=ns.
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Fig.5.16 Frecuencia de células T, segun el grado de diferenciacion del tumor. Se
muestran los valores absolutos de las células Prueba no paramétrica (prueba U de Mann-Whitney).

p=ns.
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5.9 Relacion de frecuencia de subpoblaciones de células T aff y y3 y
apoptosis segun la localizacion anatomica del tumor en pacientes con

cancer de colon (CC).

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas en la apoptosis (figura
5.17) y frecuencia de subpoblaciones de células T off y yo (figura 5.18) al agrupar a los

pacientes segun la localizacion del tumor, en colon izquierdo o derecho.
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Fig.5.17 Apoptosis de células T, segun la localizacion anatomica del tumor. Se muestran
los porcentajes de apoptosis. Prueba no paramétrica (prueba U de Mann-Whitney). p=ns.
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p=ns.
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5.10 Relacion de frecuencia de subpoblaciones de células T aff y yo y
apoptosis segun la presencia de afectacion ganglionar en pacientes con

cancer de colon (CC).

En la figura 5.19 y 5.20, vemos como al agrupar los pacientes segun la presencia
de afectacion ganglionar, no observamos diferencias significativas en la apoptosis, ni en

los valores absolutos de las subpoblaciones de LT af y LT yd.
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Fig.5.19 Apoptosis de células T, segin la presencia de afectacion ganglionar. Se
muestran los porcentajes de apoptosis. Prueba no paramétrica (prueba U de Mann-Whitney). p=ns.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con nuestra hipdtesis
inicial en la que se esperaba encontrar diferencias en las frecuencias y en la apoptosis de
los linfocitos en pacientes con cancer colon, respecto a los voluntarios sanos. El cancer
de colon progresa a través de mecanismos patoldgicos basados entre otros en el escape

inmunitario de las células cancerigenas y a la inmunosupresion, entre otros.

Nuestro trabajo es el primero en demostrar una disminucién de los LTyd y un
aumento de la apoptosis en todas las subpoblaciones linfocitarias T aff y yd en sangre
periférica en pacientes de céncer de colon, lo que indica cierto grado de

inmunodeficiencia frente a voluntarios sanos.

Hemos trabajado con una amplia muestra que consta de 144 sujetos de los que 96
son pacientes con CC apareados por sexo y edad con sus respectivos 48 controles, lo que
nos ha permitido estudiar en profundidad la frecuencia y apoptosis en las subpoblaciones

linfocitarias af y 9, tratdndose por tanto de una muestra equilibrada.

Diferencias de parametros analiticos

De las diferencias obtenidas en la distribucién de parametros analiticos, mediante
una hematimetria basica, como el recuento de linfocitos, neutrofilos y plaquetas
encontradas entre pacientes y controles, confirmamos la compleja interaccion entre los
pardmetros sanguineos, los estados inflamatorios y la propia inmunovigilancia a nivel
sistémico, siendo imprescindible un adecuado funcionamiento de la inmunovigilancia

frente al desarrollo de neoplasias*®*.

La progresion de la enfermedad en pacientes con cancer esta determinada no solo

por las caracteristicas del tumor, sino también por la respuesta inflamatoria del
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paciente’®®. Una respuesta inflamatoria elevada se asocia con un mal prondstico,

independientemente del estadio del tumor %615,

La respuesta inflamatoria esta representada por los niveles séricos de neutrdfilos,
linfocitos, plaquetas y proteinas de fase aguda, como la proteina C reactiva y la

alblminal®e,

En un estudio previo observaron como las células de cancer colorrectal secretan
un factor estimulante de colonias de granulocitos y que se reclutan neutréfilos en el sitio
del tumor®™® . Varias de las células del microambiente producen mediadores capaces de
reclutar diferentes poblaciones de leucocitos desde la circulacion hacia el sitio del tumor

160 y otras son capaces de secretar sustancias quimiotacticas de neutréfilos 62,

Los neutrdfilos y las proteinasas favorecen la proliferacion tumoral, la invasion
local, la angiogénesis y la vascularizacion tumoral, promoviendo la metastasis. Por lo

tanto, el aumento de neutréfilos puede promover el crecimiento tumoral y la metéstasis. 162

La linfopenia previa al tratamiento se ha propuesto como un marcador de la
inmunosupresion inducida por el cancer, que altera la activacion de los linfocitos,
promueven el reclutamiento de células T reguladoras supresoras y activa la via extrinseca

de la apoptosis, lo que finalmente altera la homeostasis de los linfocitos!®3.

En estudios previos se ha propuesto que la proporcion de neutréfilos frente a
linfocitos (NLR, por sus siglas en inglés neutrophil-to-lymphocyte ratio), refleja el

equilibrio entre la inflamacion protumoral y la funcién inmune antitumoral®4,

Un NLR elevado puede ser el resultado de un aumento de neutréfilos o una
disminucion de linfocitos o ambos. En el microambiente tumoral, una mayor
concentracion de neutrofilos promueve el crecimiento del tumor, mientras que una menor
concentracion de linfocitos indica un control local ineficaz del tumor. Por lo tanto, un
NLR microambiental aumentado puede indicar progresion tumoral, lo que representa un
marcador de prondstico sombrio. Dado que todos los articulos publicados hasta el
momento coinciden en que un NLR sérico alto es un indicador de prondstico
desfavorable, postulan que el NLR sérico refleja de manera indirecta pero precisa el

proceso de inflamacion intratumoral®®2,
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En lo que respecta al recuento de plaquetas, en estudios previos, se ha establecido
en varios tipos de tumores solidos el vinculo entre la trombocitosis, el mal prondstico y
el tiempo de supervivencia mas corto, incluidos el cancer de mama, pulmén, colon,

gastrico y de ovario®.

Tanto el tumor como las celulas huésped asociadas, como los leucocitos y las
plaquetas, pueden producir citocinas y quimiocinas inflamatorias, lo que contribuye a la
progresion maligna®®®. Aunque una variedad de citocinas esta implicada en la respuesta
inflamatoria, destaca la IL6 que estimula la diferenciacién de megacariocitos en plaquetas

y participa en el reclutamiento de neutréfilos®’:168,

El cociente plaquetas/linfocitos (PLR, por sus siglas en inglés platelet-to-
lymphocyte ratio) se ha estudiado como biomarcador pronostico. Se ha planteado la
hipotesis de que un PLR aumentado es indicativo de una respuesta inflamatoria

aumentada, asociada con caracteristicas tumorales mas agresivas'®®.

En nuestro recuento vemos como los pacientes con CC, en comparacion con los
sujetos del grupo control, presentaron niveles superiores, estadisticamente significativos,
en parametros habitualmente relacionados con procesos inflamatorios: un mayor recuento

de neutrofilos y plaquetas.

Disminucion en la frecuencia de los LTyo en pacientes con CC

De los resultados obtenidos de los analisis realizados por citometria de flujo de las
diferentes subpoblaciones de linfocitos vemos una clara disminucion de los porcentajes
de LTyd, en los pacientes con CC respecto a los encontrados en voluntarios sanos,

mientras que en el resto de subpoblaciones no encontramos diferencia significativa.

Nuestro grupo previamente estudio la influencia inmunolégica de los LT yd en
otras patologias. En un estudio prospectivo en 40 pacientes con la enfermedad de Crohn,
enfermedad cronica, inflamatoria y recidivante, que afecta principalmente al intestino

delgado y grueso, tanto los niveles de LT yd como los aff fueron mas bajos en pacientes,
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Esta disminucidn era mas evidente en los LT y9, especialmente en la subpoblacion de LT
CDS8+ vd. estos resultados respaldaron la teoria de que en pacientes con la enfermedad de
Crohn esté presente una alteracion compleja de las respuestas inmunitarias que afecta el

nimero total y la funcién de las células T y&7°.

En otro estudio prospectivo de 102 pacientes en comparacion con 102 sujetos
sanos, se demostro una relacion entre bajos niveles de LTyo con el riesgo de recaida y las
formas graves de la enfermedad. Los pacientes con déficit de LTyd fueron mas propensos
a la cirugia que los pacientes sin este déficit. Estos resultados sugieren que las células T
v0 podrian utilizarse como marcadores de mal prondstico de la enfermedad de Crohn tras

el diagnostico de esta patologia que se ha relacionado con la evolucion a CC#8,

Se ha sefialado que pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal presentan un
mayor riesgo de desarrollar neoplasias’*. Existe un mayor riesgo de desarrollar CCR en
pacientes con colitis ulcerosa y un mayor riesgo de desarrollar carcinoma del intestino
delgado en pacientes con la enfermedad de Crohn'’?. Ambas enfermedades tienen en

comun la deficiencia de LT vyé.

La importante funcion antitumoral de los LTyd, en sangre periférica, se ha puesto
de manifiesto en estudios en otros tumores y enfermedades, al encontrar una disminucién

de los LTyo frente a los encontrados en gente sana.

En un estudio reciente, publicado en 2020, en el que incluyeron a 138 mujeres con
cancer de mamay 50 controles, encontraron, antes de la cirugia, una proporcion inferior
de LTyd en sangre periférica, frente a los encontrados en voluntarios sanos. Dicha
proporcion aumentaba después de la intervencion, pero seguia siendo menor que en las

voluntarias sanas 7.

En otro estudio donde se analizaba las frecuencias de las poblaciones de células B
y T, tanto afs como yd, en sangre periférica de 135 pacientes con sepsis frente a un grupo
control de sujetos sanos, y las frecuencias de las poblaciones de linfocitos con respecto a
los diferentes estadios de la enfermedad (sepsis, sepsis grave y shock séptico) y la
relacion de estos subgrupos con la mortalidad, se observé cémo los LTyd muestran la

mayor disminucion y esta reduccion se vuelve mas intensa cuando el proceso séptico se
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vuelve mas severo. La mortalidad se asocié también con una disminucion significativa de

las células T yd'74,

Las células T yo poseen una amplia plasticidad funcional tras reconocer células

infectadas o trasformadas.

Varios estudios recientes han aportado evidencia de que los LTyd no siempre se
asocian con un buen pronoéstico en algunos canceres solidos. De hecho, ademas de sus
funciones antitumorales, los LTyd se han asociado con funciones protumorales, ya sea
directamente a traves de mecanismos de inmunosupresion o indirectamente al favorecer
el establecimiento de un entorno inmunosupresor mediante el reclutamiento de células
supresoras.

Recientemente se ha identificado presencia en tumores de mama una poblacion de

células T 8 supresoras que expresa CD73, produce IL-10 y adenosinal™17¢,

Los LTyd Th17 a través de la produccion de interleucina IL-17 muestran funciones
protumorales en el CCR 7-28 Por el contrario, en otros canceres, las células productoras
de 1L-17 pueden tener funciones antitumorales!®!.

En algunas infecciones, como por el ejemplo la producida por el citomegalovirus

humano se produce una expansion clonal de células T 3 periféricas'®?,

En hallazgos previos de diferentes lineas de investigacion se comprobé como
diversas enfermedades humanas se asocian con una proliferacion selectiva de LTyd en
sangre. En un estudio se comprobd el aumento de LTyd en pacientes con tuberculosis y

en individuos sanos que estaban en contacto con pacientes con tuberculosis 2,

En otro estudio se observé como la cantidad de LTyd era mayor en los periodos
"silenciosos" de la enfermedad celiaca donde la patologia era mas leve, lo que sugiere

que estas células pueden ayudar a suprimir las reacciones autoinmunes®®,

Estos resultados sugieren que las células T yd pueden desempefiar un papel

temprano en la vigilancia inmunitaria del huésped.

Lo que conduce a una teoria actual de que las células T yd pueden representar una
forma mas primitiva de vigilancia, que evolucion0 para reconocer las sefiales de "estrés"

presentadas por las celulas dafiadas al principio de las enfermedades. Esta teoria del estrés
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es atractiva porque sirve para unificar las diversas funciones asociadas con las células T
v0 y proporciona una explicacion racional de como estas pueden complementar las

funciones efectoras de las células T af'8,

La proliferacion de lo LTyd, depende de un equilibrio entre sefiales

coestimuladoras e inhibidoras.

En pacientes con carcinoma nasofaringeo se vio como a pesar de que no
encontraron diferencias significativas en la frecuencia de los LTyd en sangre periférica
entre pacientes y voluntarios sanos, si que se vio afectada la capacidad de los LTyd de
pacientes de producir I1L2, respecto a los sujetos sanos, del mismo modo que se observd
que en pacientes los LTyd eran menos citotdxicos. Situacion que se revirtid tras la
extirpacion del tumor por intervencion quirdrgica. Estos resultados indicaban que en los
pacientes de cancer nasofaringeo prevalece la tolerancia inmunoldgica que restringe la
actividad, el estado y la proliferacion de lo LTy, lo que hace pensar que todo ello depende

de un equilibrio entre sefiales coestimuladoras e inhibidoras*e.

La necesidad de este equilibrio también se evidencia en el reciente estudio que
hemos publicado, donde se relaciona la presencia de anticuerpos anti-Anisakis simplex y
niveles de interleucina-7 (IL-7). La IL-7, que es una citocina importante, que juega un
papel importante en la expansion de los LTyd. En aquellas personas que presentaban una
menor frecuencia de LTyd se observa una mayor produccion de IL-7 para intentar

recuperar estos valores de homeostasis de los LTy 8°.

El equilibrio entre las diferentes sefiales coestimuladoras e inhibidoras también

puede desencadenar LTyd circulantes con un fenotipo de disfuncion notable.

En humanos, los dos principales subtipos de LTyd se caracterizan por la cadena
0. La poblacion de Vo1 reside principalmente en el intestino, mientras que la poblacion

de V42 predomina en la sangre periférica.

En pacientes con cancer hepatocelular observaron como los LTyd circulantes

revelaron un fenotipo de disfuncion notable.
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Se ha visto en estos pacientes un desequilibrio en la relacion V81 */V82 *, donde
se ve un aumento de la poblacion Va1 en sangre periférica, mientras que la poblacion

V62 disminuye al compararla con voluntarios sanos.

La proporcion sorprendentemente elevada de la V31" versus el subconjunto
V482 " sugirio que la relacion V&1 */V32 ¥ seria un biomarcador potencial para el

diagndstico y prondstico en pacientes con cancer hepatocelular®’.

Asi este equilibrio seria el responsable de las discrepancias encontradas entre
diferentes trabajos en los que en unos se observa un aumento y en otra disminucion de la
frecuencia los LTyd en sangre periférica de pacientes de estudios de distintas
enfermedades de tipo gastrointestinal, autoinmunes y diferentes tipos de cancer, respecto

a voluntarios sanos'88189,

Equilibrio que dependeria del tipo y estadio de la enfermedad y del motivo de las

disfunciones de las subpoblaciones de LTy5'8°,

En nuestro estudio, los pacientes con CC tienen alrededor de un 50% menos de

LTyd que los voluntarios sanos lo cual puede tener varias explicaciones.

o Podria ser que las propias células tumorales hayan promovido la

inmunodeficiencia, siendo las LTyd las mas afectadas.

En un estudio recientemente realizado en pacientes con carcinoma hepatocelular,
vieron como el porcentaje de los LT V382 * v3 circulantes en sangre periférica se redujo

significativamente.

Observaron en pacientes, una pérdida de capacidad de proliferacion de los LTyd,
encontrando altas expresiones de moléculas de punto de control inhibitorio'®’. La
expresion génica relacionada con el ciclo celular indicd una regulacion negativa de los
reguladores positivos del ciclo celular y una regulacién positiva de genes relacionados
con la detencidn del ciclo celular. Identificaron una perdida de diversidad de los TCR en
los pacientes y una regulacion positiva de los genes relacionados con la apoptosis, de

modo que propusieron la hipotesis de que las células T citotoxicas V32 * yd se agotan
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selectivamente mediante la estimulacion cronica por parte de los antigenos de las células

tumorales y a través de la apoptosis inducida por activacion'®.

o Otra explicacion posible es que los pacientes con CC tengan una
inmunodeficiencia previa de LTyd que haya propiciado la carcinogénesis, lo que iria
relacionado con el hecho de que hemos observado como los pacientes con CC que
previamente han padecido cancer tienen el 50% de LTyd que los pacientes que no tienen
antecedentes de cancer (AC) y un 25% respecto de los voluntarios sanos.

Esta diferencia entre los pacientes que han padecido AC y los que no, podria
indicar que la inmunodeficiencia de LTyd que queda tras pasar un primer cancer podria
ser una de las explicaciones de que encontremos una disminucion significativa de LTyd

en los pacientes de CC respecto de los voluntarios sanos.

o O bien, podria deberse a una migracion de los LTyd circulantes en sangre
periférica al microambiente tumoral.

En un estudio realizado en pacientes con CCR, plantean la hipdtesis de que los
LTydT17, que son claves en la inflamacion y la inmunosupresion provocadas por el CCR,
podrian migrar al tejido tumoral al producirse una polarizacion de las mismas iniciadas
por la liberacion de productos microbianos y consecuente acumulacion y activacion de

las células dendriticas, debido a la ruptura de la barrera epitelial tumoral®®?.

Sin embargo, la pequefia proporcion de LTydT17 que hay presente en sangre

periférica podrian hacer insignificante su importancia en los resultados de nuestro estudio.

En otro estudio realizado en muestras de tejidos de distintos tipos de cancer, en
los resultados encontrados en los pacientes con CCR observaron una densidad de LTyd

significativamente menor en tumor que en mucosa normal (proximal y distal)*%,
Lo que indicaria que no ha habido migracion de LTyd al tejido tumoral.

o Otra posible explicacion seria que los factores genéticos también podrian
contribuir a la disminucién de los porcentajes de los LTyd. En pacientes con leucemia
mieloide aguda, se observé una disminucion significativa en sangre periférica, en la
expresion génica de las cadenas vy, 0, € y z de los linfocitos T, lo que podria estar
relacionado con la inmunodeficiencia de los LT. La leucemia mieloide aguda es la
leucemia aguda mas comun que afecta a los adultos. Los niveles de expresion de los genes
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CD3y, CD36, CD3¢ y CD3z se evalud cuantitativamente mediante PCR en tiempo real
en LT de muestras de poblacion sana y de muestras de pacientes con leucemia mieloide

aguda 1%,

Si el patron observado en la sangre periférica es un reflejo de lo que ocurre en las
mucosas del colon, donde los LTyd son predominantes, la pérdida de LTyd estaria

favoreciendo la carcinogénesis.

Aumento de apoptosis en LT af y Y6 en pacientes con CC

En lo que respecta al aumento de la apoptosis que observamos en todas las
subpoblaciones linfocitarias T aff y Y0 en sangre periférica en pacientes de cancer de

colon puede ser consecuencia del escape tumoral.

Esto confirma como las células cancerosas o su entorno son particularmente
eficaces en disminuir una parte muy importante de las células que ofrecen una respuesta
inmune natural del organismo, aumentado la apoptosis de las células defensivas y con

ello disminuyendo su frecuencia y pudiendo favorecer el desarrollo del cancer.

Las células tumorales entran en la fase de escape después de haber fallado la
mayoria de los mecanismos de supresién tumoral intrinsecos y extrinsecos. El escape de
las células tumorales puede ocurrir a nivel de la misma célula y/o a nivel del
microambiente tumoral. La reduccién de lainmunogenicidad de dichas células, que puede
ser causada por la pérdida de la proteina de clase | del complejo mayor de
histocompatibilidad, dificulta su reconocimiento por el sistema inmunol6gico®+1% .
Adicionalmente, las células tumorales pueden adquirir una resistencia contra funciones
citotoxicas de células inmunes, a través de la expresion de moléculas antiapoptoticas. Lo
que contribuye a la expansion de las células neoplésicas y a la carcinogenesis al crear un
ambiente propicio para la inestabilidad genética y la acumulacion de mutaciones que
afecten a los puntos de control del ciclo celular que normalmente inducirian la apoptosis.

194,19 E| escape puede darse también como consecuencia de una red compleja de
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inmunodepresion dentro del microambiente tumoral. Existen diversos factores
producidos por celulas tumorales o inmunes que contribuyen a la formacion de un

197

microambiente inmunodeprimido *°/, entre los que podriamos incluir el aumento de la

apoptosis de los linfocitos.

En un estudio realizado en pacientes con cancer de mama los resultados obtenidos
sugirieron que la respuesta inmune ineficaz y el escape del tumor de la vigilancia
inmunoldgica es el resultado de la induccién de la apoptosis de linfocitos activados
portadores del receptor Fas, por células de cancer de mama portadoras de FasL. Asi los
tumores de mama pueden eludir la vigilancia inmunolégica al inducir, a través del sistema
Fas/FasL, la apoptosis de los linfocitos activados'#®. La sobreexpresion del ligando FAS
se ha encontrado en otros estudios realizados en otro tipo de tumores. La regulacion
positiva de FasL puede correlacionarse con la progresion del carcinoma al inducir la

apoptosis linfocitaria $°0%°1,

La comprension de los mecanismos que median la apoptosis de los linfocitos y el
papel que juega en los distintos tipos de cancer es esencial para que, en un futuro cercano,
la manipulacion de la misma se convierta en una herramienta en las nuevas lineas de

inmunoterapia.

Diferencias en la frecuencia de LTyd en pacientes de CC con IMV respecto a

pacientes sin infiltracion vascular.

Como hemos visto en la figura 5.8 al relacionar la frecuencia de las
subpoblaciones linfocitarias en pacientes con infiltracion tumoral microvascular (IMV)
observamos una disminucion significativa en la frecuencia de los LTyd (LTCD8+ yd y

LTCD56+ vd) respecto a pacientes sin infiltracion vascular.

Esta diferencia, no la observamos en la subpoblacion de los LTaf, 1o que sugiere
la importancia de la funcion que cumplen los LTy en la prevencion de la IMV, evitando
asi la invasién del tumor a través de la sangre a otras zonas del cuerpo y con ello evitando

la metastasis.
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La IMV es una expresion del comportamiento biol6gico, agresivo del tumor que
se considera un presagio de la diseminacién hematogena de las células tumorales, lo que
ha llamado cada vez méas la atencién, identificindose como un factor de riesgo
independiente de mal prondstico de supervivencia y de riesgo de recurrencia tumoral en

muchos tumores sélidos %8203,

Es necesario seguir estudiando los LTyd como marcador predictivo de IMV vy asi

disponer de esta informacion antes de definir el tratamiento.

En cuanto a la apoptosis, tan sélo se observa una disminucion significativa en el
subconjunto de células CD3+CD4+af.

Diferencias en la frecuencia y apoptosis de LTyd en pacientes con CC con AC

respecto a pacientes sin AC.

Encontramos una disminucién significativa en la frecuencia y en la apoptosis de
LTyo en pacientes con CC que tenian antecedentes de cancer (AC), respecto a los que no

tenian antecedentes.

En nuestro estudio contamos con 15 pacientes que han padecido un cancer previo,
lo que supone un 15,7% de la poblacion de estudio. Entre 2009 y 2013, a casi el 20% de
los pacientes con diagnoéstico reciente de algin tipo de cancer primario se les habia
diagnosticado uno o mas canceres en el pasado. Una cuarta parte de los adultos mayores
de 65 afios y méas del 10 % de los adultos méas jévenes con diagndstico reciente de cancer

tienen antecedentes de cancer previo®%,

Como hemos podido ver en la figura 5.9, estamos hablando de una diferencia del
50% menos de LTyo respecto de los pacientes sin AC, que a su vez ya presentaban una

disminucion del 50% respecto a los voluntarios sanos.

Esto implica que pacientes que han padecido un cancer previo sufren una pérdida
del 75% de los LTyd en comparacion con los voluntarios sanos, 10 que sugiere que vienen

de una deficiencia previa y tienen una mayor predisposicion al cancer.

Razonablemente descartamos la posibilidad de que esta disminucién de LTyd sea

consecuencia del tratamiento antitumoral recibido previamente por los pacientes, por el
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tiempo transcurrido hasta la actualidad y porque si esta fuera la causa, habria afectado a

todas las subpoblaciones de linfocitos y nos solo a los LTy3.

Diferencias en la frecuencia de LTy6 en pacientes con CC con CS respecto a

pacientes sin CS.

También vemos una diferencia significativa en la frecuencia de los LTyd, siendo
menor en los pacientes con CC que presentan cancer sincrénico (CS), respecto a los

pacientes que no lo padecen.

El CS se define como dos 0 mas neoplasias identificadas simultdneamente en el
mismo paciente o un segundo tumor identificado hasta seis meses después del diagndstico

inicial. En nuestro estudio contamos con 7 pacientes con CS, 5 de los cuales son de colon.

Los canceres de colon sincronicos, definidos como dos 0 més canceres de colon
primarios detectados simultdneamente en el momento del diagnoéstico inicial, representan

hasta el 5 % de todos los diagndsticos de cancer de colon?®,

Se ha planteado que estos tumores multicéntricos puedan ser debida a la
interaccion de multiples factores, entre los que cabria incluir determinada predisposicion,
tanto personal como familiar, mecanismos ambientales y/o relacionados con las
caracteristicas del tumor, aumentando asi la probabilidad de desarrollar neoplasias en

diferentes puntos del colon?®.

Se sabe que los pacientes con enfermedades inflamatorias del intestino, como la
enfermedad de Crohn, céncer colorrectal hereditario sin poliposis y poliposis

adenomatosa familiar tienen un mayor riesgo de cancer colorrectal sincronico?”’.

En un estudio previo se observd como pacientes con la enfermedad de Crohn
presentaban también una frecuencia mas baja de LTy8%% y como vemos en la figura 5.10
de nuestro estudio encontramos una disminucion del 50% de LTyd respecto de los
pacientes que no presentan CS, lo que sugiere que esta inmunodeficiencia podria estar

relacionada con ambas enfermedades acentuandose con la gravedad de las mismas.
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Vemos un aumento de la apoptosis respecto de los voluntarios sanos, pero no
encontramos diferencias significativas en la apoptosis entre los pacientes que presentan

CSy los que no.

Relacion entre la frecuencia y apoptosis de los LT y estadio tumoral.

Cuando analizamos en los pacientes la frecuencia y apoptosis de los LT segun el
estadio tumoral, vemos una tendencia de aumento de la apoptosis en los pacientes cuando
se encuentran en estadio II, tanto en las células af3 como en las y3. Siendo esta tendencia
mas marcada en las células T CD3+CD56+ yd, en las cuales encontramos una diferencia
significativa en la subpoblacion CD3+CD56+y6. Los pacientes que se encuentran en
estadio Il presentan unos valores de linfocitos CD3+CD56+yd absolutos

significativamente inferiores a los pacientes que se encuentran en estadio I.

Esto sugiere que en el estadio 1l hay mayor induccién de apoptosis provocada
mediante moléculas activadoras, tales como receptores responsables de la citotoxicidad

natural, tras su unién con ligandos expresados en células tumorales®®.

En un estudio realizado en pacientes con cancer de cuello uterino, se demostré
como las células tumorales inducen la apoptosis de los LT citotoxicos expresando el
ligando CD95%'°, 0 como la sefializacion CCL5/CCR5 que recluta Treg a los tumores y
mejora su capacidad para matar las células T antitumorales CD8+, definiendo asi un
nuevo mecanismo de escape inmune en el cancer colorrectal. Niveles méas altos de
expresion de CCL5 en células tumorales de colon humano se correlacionan con niveles

maés altos de apoptosis de células T CD8 +°¢,

En un estudio realizado en diferentes tipos de cancer (mama, pancreas y colon)
observaron que, segtn el tipo de cancer, la densidad de células T yd se correlaciond

positiva 0 negativamente con la etapa TNM%2,

La densidad de los LTyd tendia a ser menor en estadios avanzados, en el cancer
de mama, péancreas y colon, particularmente en el estadio IV (M1), siendo
estadisticamente significativo para el cancer de colon. En nuestros resultados, esta

tendencia la observamos también en el estadio 1V en los LTaf, sin embargo, en los LTyd
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el menor nimero de LTyd lo encontramos en el estadio II, que es cuando
encontramos el mayor porcentaje de células LTyd en apoptosis. En todos los estadios
vemos mas apoptosis en las LTyd que en los LTap, siendo la subpoblacion mas afectada
la de LT CD3+ CD56+ v, que es la que encontramos en menor frecuencia y con mayor
apoptosis en el estadio Il. Es cierto que en nuestro estudio tan solo contamos con 4

pacientes que se encuentran en estadio 1V.

Un estudio previo realizado en pacientes con carcinoma de células escamosas,
demostré como los LT CD3+ CD56+ v son potentes efectores antitumorales. Vieron que
ademas de mediar los efectos citotoxicos contra el tumor, eran importantes por su

capacidad para resistir a la apoptosis inducida por las células tumorales?!®.

Esto no concuerda con los datos de nuestro estudio, donde vemos un aumento
considerable de la apoptosis de los LT CD3+ CD56+ v, que puede ser debida al propio

agotamiento de las mismas.

Nuestros resultados sugieren que la disminucion de LTyd en los pacientes de CCR
podrian ser indicador de un mal pronoéstico para el paciente y destaca la gran funcion
antitumoral de los LT CD3+ CD56+ y8, mediando los efectos citotdxicos antitumorales,
siendo los mas afectados y pudiendo ser insuficientes para controlar el crecimiento

tumoral.

Relacion entre la frecuencia y apoptosis de los LT segun el grado de

diferenciacion, afectacion ganglionar y localizacion anatomica del tumor

Se ha demostrado que, en el CCR, caracteristicas patoldgicas adicionales tienen
importancia pronostica independiente del estadio y son predictores importantes de
recidiva local, asi como de supervivencia de los pacientes. Entre tales caracteristicas se

incluye el grado de diferenciacion del tumor?*2,

Aunque es controvertido, el grado tumoral generalmente se considera una variable
prondstica independiente del estadio, y la histologia de alto grado o pobremente

diferenciada se asocia con un mal prondstico de supervivencia del paciente?*3214,
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En nuestros resultados obtenidos las diferencias entre subpoblaciones de LT segln
el grado de diferenciacion del tumor, van en sentido contrario, mientras que encontramos
una disminucion no significativa de la frecuencia de los LT yd en los pacientes con
adenomas moderada y pobremente diferenciados, ocurre lo contrario en los LT af, donde

vemos un aumento no significativo.

Esta disminucion de LT yd puede sugerir de nuevo la importante funcion
antitumoral de los LT yd, en sangre periférica, al encontrarlos mas disminuidos en

pacientes con peor prondstico.

Respecto a la frecuencia de la apoptosis no encontramos diferencias entre unos

pacientes y otros.

Otra caracteristica anatomopatoldgica de la que depende la patogenia del CCR, es
la localizacion anatémica del tumor y difiere entre el lado derecho y el lado izquierdo del
colon. Los tumores en el colon proximal (lado derecho) y el colon distal (lado izquierdo)
exhiben caracteristicas moleculares e histologia diferentes. EI comportamiento del CCR
estd muy afectado por la localizacién anatomica del tumor, que a su vez afecta a sus
caracteristicas moleculares e inmunoldgicas. Comprender las caracteristicas de estas dos

entidades diferentes es muy importante para desarrollar terapias efectivas®'2'°

Se comportan de manera diferente en términos de progresion de la enfermedad y
supervivencia general. La diferencia entre estos tumores se puede atribuir al origen
anatémico y del desarrollo, o a distintos factores cancerigenos (como la diferencia en la
poblacién bacteriana en los dos lados del colon, o la exposicion a distintos nutrientes y

acidos biliares), o una combinacion de ambos?:®.

En nuestro estudio, al agrupar a los pacientes segun la localizacion anatémica del
tumor, no encontramos diferencias significativas ni en apoptosis, ni en los valores

absolutos de las diferentes subpoblaciones de LT circulantes.

Entre los factores prondsticos estudiados en pacientes operados de
adenocarcinoma colorrectal estadios Il y Il destaca la afectacion ganglionar, la
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supervivencia empeora claramente segun aumenta el nimero de ganglios afectos por el

tumor?y’,

En estudios previos al analizar los valores de LT circulantes en funcion del estadio
tumoral, observaron como en pacientes con cancer de mama los recuentos de LT en
pacientes en estadio 111 fueron menores en comparacion con los de pacientes en estadio |
218 En pacientes con melanoma clasificados segin el estadio de la enfermedad,
observaron que la tasa de los LT yd disminuyo en el melanoma en estadio avanzado. Los
pacientes en estadio I11-1V mostraron una frecuencia mas baja de LT yd circulantes que
los pacientes en estadio temprano I-I1, lo que sugiere un reclutamiento preferencial de

células T v§ al sitio del tumor??°,

En nuestro estudio al agrupar a los pacientes entre pacientes con afectacion
ganglionar (N+) y pacientes sin afectacion ganglionar (N0), no hallamos diferencias
significativas en las frecuencias de LT ni en la apoptosis de las mismas. Observamos un
menor namero de LT yd en pacientes con afectacion ganglionar, en comparacion con
quienes no tenian ganglios afectos, lo que podria apoyar un posible reclutamiento de LT

v6 al sitio del tumor.
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7. CONCLUSIONES

129



130



7 CONCLUSIONES

1. Las personas con CC presentan una disminucién significativa en el nimero total
de los LTyd, en sangre periférica, respecto a sujetos sanos. La apoptosis de todas las
subpoblaciones linfocitarias T of3 y vd esta significativamente aumentada en los pacientes

con cancer de colon.

2. Esta disminucion de LTyd se relaciona con criterios de riesgo asociados al CC,

como son pacientes con antecedentes de cancer y pacientes con cancer sincrénico.

3. Asi mismo hemos encontrado que la disminucion de LTy se relaciona con la
infiltracion microvascular. No se hallaron diferencias significativas en la frecuencia y
apoptosis de las subpoblaciones de los LT, segun el grado de diferenciacion del tumor,
afectacion ganglionar y localizacion anatomica del tumor. Observamos un aumento no
significativo, de la apoptosis en los pacientes con estadios II, tanto en las poblaciones of3

como en las y9o.
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DEPARTAMENT DE SALUT VALENCIA 5 CENERALITAT
E ARNAU DE VILANOVALLIRIA Y VAENCANA

Hoja de Informacion al Paciente y Consentimiento informado para la donacién
voluntaria de muestras bioldgicas para investigacion.

1.Titulo del estudio: Apoptosis linfocitaria segiin receptor TCR- aff y TCR- ¥4 en

sangre periférica de pacientes con cancer de colon.

Investigadores responsables: Dr. Juan Carlos Andreu-Ballester (Jefe Unidad
Investigacion, Hospital Arnau de Vilanova) y Dr. Antonio Llombart-Cussac (Jefe de
Servicio de Oncologia, Hospital Arnau de Vilanova)

2.1dentificacion y descripcion del procedimiento

El procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente muestra/s
bioldgica/s de sangre periférica y tejido de colon o recto. La extraccion de la muestra se
llevara a cabo de la pieza quirargica que se le extirpara debido a la presencia de una
tumoracion que se le ha diagnosticado en este segmento de intestino. Las muestras de
sangre periférica seran obtenidas por el procedimiento estandar de venopuncion,
recogiendo un total de 3 tubos (16,5 mL) de sangre. Las muestras se procesaran en el
Laboratorio de Hematologia del Hospital Arnau de Vilanova, en el Laboratorio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Arnau de Vilanovay en el Laboratorio de

Inmunologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad CEU-San Pablo de Madrid.
3.0bjetivo

Lo que se pretende con dicho proyecto de investigacion es mejorar el conocimiento
sobre la naturaleza de los tumores colo-rectales, como el que usted padece. Si
confirmamos nuestra hipotesis de estudio, podriamos crear herramientas que nos
ayudaran a definir mejor pronéstico de nuestros pacientes, generar nuevos farmacos o
estrategias para el tratamiento de esta enfermedad e incluso actuar de forma profilactica
sobre la generacion de un gran namero de estos casos. Los linfocitos T-yd han
demostrado ser imprescindibles para la defensa de nuestro organismo frente a
infecciones y tumores, siendo utilizados como terapia para distintos tumores y
especificamente en cancer de colon. La apoptosis es una forma fisioldgica de muerte
celular, que juega un papel importante en la eliminacion de células tumorales. Del

mismo modo es un mecanismo de regulacion de las células inmunes. Por lo que su
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valoracion sobre los linfocitos T seria de vital importancia para comprender su relacion

con el proceso de evasion inmunologica del tumor.
4.Condiciones de la donacion

Usted no recibira ninguna compensacion econémica ni otros beneficios materiales por
donar sus muestras. Sin embargo, si las investigaciones que se realicen tuvieran éxito,

podran ayudar en el futuro a pacientes diagnosticados de cancer colon o recto.

Las muestras de los tejidos y/o sangre que usted dona no seran vendidas o distribuidas a

terceros con fines comerciales.

La donacién de muestras no impedira que usted o su familia puedan hacer uso de ellas

siempre que estén disponibles, cuando asi lo requieran.
5.Consecuencias previsibles de su realizacion

Se podria dar la circunstancia de ser contactado/a con el fin de recabar nueva
informacion sobre su situacion o de tomar una nueva muestra que pudiera ser
interesante en el desarrollo de la investigacion biomédica, en cuyo caso volvera a ser
informado/a de la situacion y tendra la libertad de participar o rechazar dicha
participacion. Por tal motivo, es importante que comunique al Servicio de Admision del
centro FUTUROS CAMBIOS DE DIRECCION y nimeros de TELEFONO, ya que es

la Gnica via para poder contactar con usted.

Es posible que se obtenga informacion relativa a su salud derivada del desarrollo de los
proyectos de investigacion y, en particular, datos genéticos con relevancia clinica. En
este sentido, puede solicitar la informacion relativa a su salud derivada del estudio de
las muestras donadas. Para ejercer este derecho, puede dirigirse al Servicio de

Investigacion del Hospital Arnau de Vilanova.

El trabajo en el que se le propone participar ha sido aprobado por el Comité de Etica del

Hospital Arnau de Vilanova con una duracion prevista de 36 meses.

6.Derecho de revocacion del consentimiento
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La decision de donar sus muestras es totalmente voluntaria. Usted puede negarse a
donarlas e incluso puede revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que
dar ninguna explicacion y sin que ello tenga ninguna repercusion en la atencion médica

que recibe en el Centro.

Si revoca el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no se hayan
utilizado en la investigacion, podra decidir que sean destruidas o anonimizadas (proceso
por el cual no es posible establecer relacion entre un dato o muestra y el sujeto al que se
refiere). Tales efectos no se extenderan a los datos resultantes de las investigaciones que
ya se hayan llevado a cabo antes de la revocacion de su consentimiento.

7.Riesgos

Los efectos indeseables que pueden presentarse estan relacionados con las
complicaciones que se le indican en el consentimiento correspondiente a la endoscopia
que se le va a llevar a cabo. La donacién de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo
mas frecuente es la aparicion de pequefios hematomas en las zonas de puncion que

desaparecen transcurridos 1 6 2 dias.

La obtencion de esta muestra no conlleva modificaciones en el tratamiento que usted va

a recibir y por consiguiente, no hay riesgo asociado por la donacion.
8.Proteccion de datos personales y confidencialidad

Los datos personales y de salud obtenidos de su historia clinica o equivalente seran
incorporados y tratados en una base de datos que cumple con las garantias que establece
la legislacion sanitaria y sobre proteccion de datos de caréacter personal.

La cesion a otros centros de investigacion, publicos o privados, de sus muestras o de sus
derivados, asi como de la informacion contenida en las bases de datos vinculada a las
mismas y a su estado de salud, se realizara mediante un procedimiento de disociacion,
esto es, suprimiendo la informacion personal que la identifica y sustituyéndola por un
cadigo.

Es posible que en el desarrollo de un proyecto de investigacion se genere mucha

informacidn genética de sus muestras. Si los resultados fueran relevantes desde el punto
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de vista cientifico, la informacion obtenida, desligada de cualquier dato que pueda
permitir su identificacion por medios razonables, podria ser remitida para su inclusion
en bases cientificas y demas medios de difusion de contenido cientifico a los que

tendran acceso, con carécter restringido, investigadores cientificos.

Podréa ejercitar sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion, para lo
cual tiene que dirigirse al Servicio de Investigacion del Hospital Arnau de Vilanova. En
dicho escrito, debera adjuntar copia de su DNI para que el Investigador responsable de

sus datos pueda comprobar su identidad.

Si requiere informacién adicional se puede poner en contacto con el personal
investigador en los servicios de Oncologia, cirugia o la unidad de investigacion del
Hospital Arnau de Vilanova de Valencia (teléfono: 961 976 119) o en correo

electrénico: jcandreu@ono.com.

Finalizados los andlisis propios del estudio, si quedara muestra remanente, ésta seguira
almacenada en las instalaciones del hospital para posibles analisis futuros relacionados
con este, hasta el fin de las existencias, si no existe una revocacion del presente

consentimiento.

CONSENTIMIENTO INFORMADO - CONSENTIMIENTO POR ESCRITO
DEL PACIENTE

Titulo del estudio: Apoptosis linfocitaria segun receptor TCR- aff y TCR- y6 en sangre
periférica de pacientes con cancer de colon.

Investigadores responsables: Dr. Juan Carlos Andreu-Ballester (Jefe Unidad
Investigacion, Hospital Arnau de Vilanova) y Dr. Antonio Llombart-Cussac (Jefe de

Servicio de Oncologia, Hospital Arnau de Vilanova)

Yo (Nombre y Apellidos):


http://avvll.san.gva.es/intranet/
mailto:jcandreu@ono.com

DEPARTAMENT DE SALUT VALENCIA 4 GENERALITAT
E ARNAU DEVILANOVALLIRIA Y VAIENCAA

Hoja de Informacion al Paciente y Consentimiento informado para la donacién
voluntaria de muestras bioldgicas para investigacion.

1. Declaro que he leido la Hoja de Informacion al paciente sobre el estudio citado y

acepto participar en él.

2. Se me ha entregado una copia de la Hoja de Informacién al Paciente y una copia
de este Consentimiento Informado, fechado y firmado. Se me han explicado las
caracteristicas y el objetivo del estudio y los posibles beneficios y riesgos del mismo.

3. Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas. Todas las
preguntas fueron respondidas a mi entera satisfaccion. He hablado con el profesional

sanitario informador:
4. Sé que se mantendra la confidencialidad de mis datos.

5. El consentimiento lo otorgo de manera voluntaria y sé que soy libre de retirarme

del estudio en cualquier momento del mismo, por cualquier razon.

6. Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran
confidenciales y se trataran conforme establece la Ley Orgéanica de Proteccién de Datos
de Carécter Personal 15/99.

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto de Investigacién que se
me ha explicado y sé que soy libre de retirarme del estudio en cualquier momento del
mismo, por cualquier razén y sin que tenga ningun efecto sobre mi tratamiento médico

futuro.

DOY

NO DOY

Mi consentimiento para la participacion en el estudio propuesto
DOY

NO DOY

Mi consentimiento para la anonimizacion de mis muestras
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DOY
NO DOY

Mi consentimiento para la incorporacion de las muestras a la Coleccion/Biobanco

(tAchese lo que no proceda).

Fecha: Firma del Paciente:

Hago constar que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio y sus riesgos
y beneficios potenciales a la persona cuyo nombre aparece escrito mas arriba. Esta
persona otorga su consentimiento por medio de su firma fechada en este documento

Fecha:

Firma del Investigador o la persona que proporciona la informacién y la hoja de

consentimiento:
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1.Titulo del estudio: Apoptosis linfocitaria segun receptor TCR- app y TCR- yd en

sangre periférica de pacientes con cancer de colon.

Investigadores responsables: Dr. Juan Carlos Andreu-Ballester (Jefe Unidad
Investigacion, Hospital Arnau de Vilanova) y Dr. Antonio Llombart-Cussac (Jefe de

Servicio de Oncologia, Hospital Arnau de Vilanova)

2.1dentificacion y descripcion del procedimiento

El procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente muestra/s
bioldgica/s de sangre periférica y tejido de colon o recto. La extraccidn de la muestra de
tejido se llevara a cabo en endoscopias de prevencion de cancer de colon y cuyos tejidos
sean normales. Las muestras de sangre periférica seran obtenidas por el procedimiento
estandar de venopuncion, recogiendo un total de 3 tubos (16,5 mL) de sangre. Las
muestras se procesaran en el Laboratorio de Hematologia del Hospital Arnau de
Vilanova, en el Laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospital Arnau de Vilanova 'y
en el Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad CEU-
San Pablo de Madrid.

3.0bjetivo

Lo que se pretende con dicho proyecto de investigacion es mejorar el conocimiento
sobre la naturaleza de los tumores colo-rectales, y para ello necesitamos comparar
tejidos con tumor con tejidos sanos. Si confirmamos nuestra hipdtesis de estudio,
podriamos crear herramientas que nos ayudaran a definir mejor prondstico de nuestros
pacientes, generar nuevos farmacos o estrategias para el tratamiento de esta enfermedad
e incluso actuar de forma profilactica sobre la generacion de un gran nimero de estos
casos. Los linfocitos T-yd han demostrado ser imprescindibles para la defensa de
nuestro organismo frente a infecciones y tumores, siendo utilizados como terapia para
distintos tumores y especificamente en cancer de colon. La apoptosis es una forma
fisioldgica de muerte celular, que juega un papel importante en la eliminacion de céelulas

tumorales. Del mismo modo es un mecanismo de regulacion de las células inmunes. Por
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lo que su valoracion sobre los linfocitos T seria de vital importancia para comprender su

relacion con el proceso de evasion inmunoldgica del tumor.
4.Condiciones de la donacion

Usted no recibira ninguna compensacion econdémica ni otros beneficios materiales por
donar sus muestras. Sin embargo, si las investigaciones que se realicen tuvieran éxito,

podréan ayudar en el futuro a pacientes diagnosticados de cancer colon o recto.

Las muestras de los tejidos y/o sangre que usted dona no serén vendidas o distribuidas a

terceros con fines comerciales.

La donacién de muestras no impedira que usted o su familia puedan hacer uso de ellas

siempre que estén disponibles, cuando asi lo requieran.
5.Consecuencias previsibles de su realizacion

Se podria dar la circunstancia de ser contactado/a con el fin de recabar nueva
informacidn sobre su situacién o de tomar una nueva muestra que pudiera ser
interesante en el desarrollo de la investigacién biomédica, en cuyo caso volvera a ser
informado/a de la situacion y tendra la libertad de participar o rechazar dicha
participacion. Por tal motivo, es importante que comunique al Servicio de Admision del
centro FUTUROS CAMBIOS DE DIRECCION y nimeros de TELEFONO, ya que es

la Gnica via para poder contactar con usted.

Es posible que se obtenga informacion relativa a su salud derivada del desarrollo de los
proyectos de investigacion y, en particular, datos genéticos con relevancia clinica. En
este sentido, puede solicitar la informacion relativa a su salud derivada del estudio de
las muestras donadas. Para ejercer este derecho, puede dirigirse al Servicio de
Investigacion del Hospital Arnau de Vilanova.

El trabajo en el que se le propone participar ha sido aprobado por el Comité de Etica del

Hospital Arnau de Vilanova con una duracién prevista de 36 meses.

6.Derecho de revocacion del consentimiento
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La decision de donar sus muestras es totalmente voluntaria. Usted puede negarse a
donarlas e incluso puede revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que
dar ninguna explicacion y sin que ello tenga ninguna repercusion en la atencion medica

que recibe en el Centro.

Si revoca el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no se hayan

utilizado en la investigacion, podré decidir que sean destruidas o anonimizadas (proceso
por el cual no es posible establecer relacion entre un dato o muestra y el sujeto al que se
refiere). Tales efectos no se extenderan a los datos resultantes de las investigaciones que

ya se hayan llevado a cabo antes de la revocacion de su consentimiento.
7.Riesgos

Los efectos indeseables que pueden presentarse estan relacionados con las
complicaciones que se le indican en el consentimiento correspondiente a la endoscopia
que se le va a llevar a cabo. La donacidn de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo
mas frecuente es la aparicion de pequefios hematomas en las zonas de puncion que

desaparecen transcurridos 1 o 2 dias.
8.Proteccion de datos personales y confidencialidad

Los datos personales y de salud obtenidos de su historia clinica o equivalente seran
incorporados y tratados en una base de datos que cumple con las garantias que establece
la legislacion sanitaria y sobre proteccion de datos de caréacter personal.

La cesion a otros centros de investigacion, publicos o privados, de sus muestras o de sus
derivados, asi como de la informacion contenida en las bases de datos vinculada a las
mismas y a su estado de salud, se realizard mediante un procedimiento de disociacion,
esto es, suprimiendo la informacion personal que la identifica y sustituyéndola por un
cadigo.
Es posible que en el desarrollo de un proyecto de investigacion se genere mucha
informacidn genética de sus muestras. Si los resultados fueran relevantes desde el punto
de vista cientifico, la informacion obtenida, desligada de cualquier dato que pueda
permitir su identificacion por medios razonables, podria ser remitida para su inclusion
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en bases cientificas y demas medios de difusion de contenido cientifico a los que

tendran acceso, con carécter restringido, investigadores cientificos.

Podréa ejercitar sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion, para lo
cual tiene que dirigirse al Servicio de Investigacion del Hospital Arnau de Vilanova. En
dicho escrito, debera adjuntar copia de su DNI para que el Investigador responsable de

sus datos pueda comprobar su identidad.

Si requiere informacién adicional se puede poner en contacto con el personal
investigador en los servicios de Oncologia, cirugia o la unidad de investigacion del
Hospital Arnau de Vilanova de Valencia (teléfono: 961 976 119) o en correo

electrénico: jcandreu@ono.com.

Finalizados los andlisis propios del estudio, si quedara muestra remanente, ésta seguira
almacenada en las instalaciones del hospital para posibles analisis futuros relacionados
con este, hasta el fin de las existencias, si no existe una revocacion del presente

consentimiento.

CONSENTIMIENTO INFORMADO - CONSENTIMIENTO POR ESCRITO
DEL DONANTE

Titulo del estudio: Apoptosis linfocitaria segun receptor TCR- aff y TCR- yd en sangre
periférica de pacientes con cancer de colon.

Investigadores responsables: Dr. Juan Carlos Andreu-Ballester (Jefe Unidad
Investigacion, Hospital Arnau de Vilanova) y Dr. Antonio Llombart-Cussac (Jefe de

Servicio de Oncologia, Hospital Arnau de Vilanova)

Yo (Nombre y Apellidos):
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1. Declaro que he leido la Hoja de Informacion al donante sobre el estudio citado y

acepto participar en él.

2. Se me ha entregado una copia de la Hoja de Informacion al Donante y una copia
de este Consentimiento Informado, fechado y firmado. Se me han explicado las

caracteristicas y el objetivo del estudio y los posibles beneficios y riesgos del mismo.

3. Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas. Todas las
preguntas fueron respondidas a mi entera satisfaccién. He hablado con el profesional

sanitario informador:
4. Sé que se mantendra la confidencialidad de mis datos.

5. El consentimiento lo otorgo de manera voluntaria y sé que soy libre de retirarme

del estudio en cualquier momento del mismo, por cualquier razon.

6. Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran
confidenciales y se trataran conforme establece la Ley Organica de Proteccién de Datos
de Caracter Personal 15/99.

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto de Investigacion que se
me ha explicado y sé que soy libre de retirarme del estudio en cualquier momento del
mismo, por cualquier razén y sin que tenga ningun efecto sobre mi tratamiento médico

futuro.

DOY

NO DOY

Mi consentimiento para la participacion en el estudio propuesto
DOY

NO DOY

Mi consentimiento para la anonimizacion de mis muestras
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DEPARTAMENT DE SALUT VALEN(IA %GENERALITAT
i ARNAU DE VILANOVALLIRIA Y ALINOANA

Hoja de Informacion al Donante y Consentimiento informado para la donacién
voluntaria de muestras bioldgicas para investigacion.

DOY
NO DOY

Mi consentimiento para la incorporacion de las muestras a la Coleccion/Biobanco

(tdchese lo que no proceda).

Fecha: Firma del Donante:

Hago constar que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio y sus riesgos
y beneficios potenciales a la persona cuyo nombre aparece escrito mas arriba. Esta

persona otorga su consentimiento por medio de su firma fechada en este documento

Fecha:

Firma del Investigador o la persona que proporciona la informacién y la hoja de

consentimiento:

172


http://avvll.san.gva.es/intranet/

