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“Progress is made by trial and 

failure; the failures are generally a 

hundred times more numerous than 

the successes; yet they are usually left 

unchronicled.” 

William Ramsay 
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RESUMEN  

El cáncer gástrico es la segunda causa de muerte por cáncer a nivel mundial, anualmente 

989,600 casos nuevos son diagnosticados, pacientes que tienen una sobrevida a cinco años 

menor al 5%. En Colombia, es la primera causa de muerte en hombres en etapa laboral con 

una letalidad es del 42,37% y una incidencia de 17 a 48 casos por cada 100.000 habitantes. 

Dentro de los principales factores de riesgo a padecer esta enfermedad está la infección con 

Helicobacter pylori (H. pylori), bacteria que infecta a más del 90% de la población, e inicia una 

inflamación crónica asociada con un proceso de carcinogénesis gástrica de tipo intestinal.  

El sistema inmune mediante el proceso de inmuno-vigilancia tiene la capacidad de reconocer y 

eliminar diferentes tipos de tumor en sus etapas iniciales, sin embargo, los tumores tienen la 

capacidad de evadir la inmuno-vigilancia por diferentes mecanismos de inmuno-supresión. 

Aunque en el cáncer gástrico distintos estudios han tratado de establecer la identidad de las 

células del sistema inmune responsables de: la vigilancia, la inflamación cónica y la supresión, 

aún se desconoce si cambios cuantitativos de células que modulan la respuesta inmune y/o si 

alteraciones de la inmuno-competencia de Linfocitos T y células APC pueden ser detectados en 

sangre en etapas tempranas del desarrollo de este tumor y si el monitoreo de estos 

componentes en fases previas a la aparición del tumor es útil para identificar biomarcadores 

que brinden nuevas oportunidades de manejo y tratamiento a los pacientes con cáncer 

gástrico. 

En este proyecto, se realizó el inmuno-monitoreo de marcadores celulares y moleculares de 

respuesta inmune en PBMCs de un grupo de individuos con lesiones benignas y malignas de la 

mucosa gástrica, clásicamente asociadas a la epidemiología del desarrollo del cáncer gástrico. 

Los pacientes analizados en este estudio de acuerdo a su patología gástrica fueron clasificados 

en 4 grupos: (i) gastritis crónica, (ii) metaplasia intestinal, (iii) cáncer gástrico in-situ y (iv) 

cáncer avanzado, con el fin de determinar por citometría de flujo, la cantidad e inmuno-

fenotipo de diferentes poblaciones supresoras y pro-inflamatorias de linfocitos T y APCs, así 

como la respuesta de ambos componentes frente a estímulos in-vitro que pudiesen estar 

asociados al estadio de la lesión gástrica. Finalmente, en un estudio piloto, los resultados 

registrados en sangre por citometría de flujo se correlacionaron con el fenotipo de células del 

infiltrado de las distas lesiones in situ con el fin de tratar de validar algunos de los resultados 

observados. 

Los resultados encontrados muestran un cambio en la respuesta inmune en los individuos con 

metaplasia los cuales señalan a este estadio como un punto de inflexión de la progresión de la 

enfermedad de estadios benignos reversibles a neoplasia y cáncer gástrico en el cual 

marcadores de inmuno-vigilancia y supresión de la respuesta inmune son simultáneamente 

detectados. Por su parte, el análisis multidimensional de los datos de citometría de flujo 

multicolor nos permitió identificar una población celular con un fenotipo no descrito hasta 

ahora de linfocitos T CD8+ productores de IL-17 (Tc17) que expresa los receptores inhibitorios 

PD1, CTLA-4 y BTLA, característica de individuos sanos que permite diferenciarlos de individuos 

con patología benigna (gastritis y metaplasia) o con cáncer gástrico.   
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INTRODUCCIÓN  

El cáncer gástrico es el cuarto cáncer más frecuente a nivel mundial y aunque su incidencia ha 

disminuido gracias a la implementación de estrategias de prevención y diagnóstico temprano,  

en Colombia es responsable del 43.37% de defunciones relacionadas con cáncer, siendo la 

primera causa de muerte en hombres en etapa laboral; con una sobrevida a 5 años menor del 

29%; razón por la cual es considerado un problema de salud pública con un alto impacto 

económico y social (1, 2). 

Por lo general, en los estadios iniciales, el cáncer gástrico es un tumor que no presenta 

síntomas característicos lo cual impide su identificación temprana y hace que más del 85% de 

los casos se detecten tardíamente. El cáncer gástrico de tipo intestinal (90% del total de 

canceres gástricos diagnosticados) se desarrolla a partir de una gastritis crónica (patología 

benigna) cuya progresión puede dar inicio a un proceso de carcinogénesis gástrica, descrito 

originalmente por Correa en 1975, quien por primera vez atribuyó el desarrollo del cáncer 

gástrico a estados histopatológicos progresivos de la mucosa gástrica que comprenden: 

gastritis crónica superficial, atrofia gástrica, metaplasia intestinal, displasia, cáncer temprano 

localizado en la mucosa y sub-mucosa y avanzado cuando sobrepasa la mucosa y exhibe 

compromiso ganglionar (3).  

Una de las principales causas del desarrollo de esta carcinogénesis es la infección por 

Helicobacter pylori, que modula la respuesta inmunológica mediante mecanismos directos 

(proteínas VacA y CagA consideradas "oncoproteínas" de la bacteria) e indirectos (inflamación 

crónica exacerbada en respuesta a la infección (4)). Si bien el sistema inmune reconoce la 

infección por H. pylori (5-9) etiológicamente relacionada con la carcinogénesis de la mucosa 

gástrica, el rol de componentes celulares y moleculares del sistema inmune en la etiología o la 

protección al desarrollo del carcinoma gástrico no son bien conocidos.  

Por su parte, existe numerosa evidencia en favor de la capacidad del sistema inmune para 

controlar los tumores en su fase temprana y a su vez hoy se sabe que el escape de los tumores 

a la inmuno-vigilancia – atribuible a la selección de variantes del tumor y a la inmuno-

supresión inducida por el microambiente tumoral- son causas determinantes del desarrollo 

tumoral (10, 11). Defectos en el procesamiento antigénico (12), anergia de linfocitos T, 

eliminación de células T citotóxicas específicas de tumor (13) y reclutamiento al micro-

ambiente tumoral de poblaciones de células reguladoras/inhibitorias (14, 15) están entre los 

mecanismos mejor conocidos de evasión de la respuesta inmune de una amplia gama de 

tumores distintos al carcinoma gástrico en el cual estos aspectos han sido incipientemente 

evaluados.  

Si bien se han realizado diversos estudios en los que se evalúa el papel que pueden jugar 

distintas poblaciones celulares en el carcinoma gástrico (16-19), hoy desconocemos el grado 

de participación de distintas sub-poblaciones de células del sistema inmune innato y 

adaptativo en estadios benignos de la carcinogénesis gástrica y si la supresión vista en estadios 

avanzados se inicia en etapas tempranas. De igual forma desconocemos si el escape a la 
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inmuno-vigilancia opera en el cáncer gástrico y si este escape es ya evidente en etapas pre-

malignas del proceso de carcinogénesis gástrica. 

Con el fin de intentar dar respuesta a algunas de estas preguntas, en este proyecto, se 

implementó una metodología para el inmuno-monitoreo de componentes celulares y 

moleculares de respuesta inmune relacionados con la etiología de otros tumores con el fin de 

tratar de establecer su participación en la etiología de lesiones benignas y malignas de la 

mucosa gástrica clásicamente asociadas a la epidemiología del desarrollo del cáncer gástrico 

(3) en un grupo de pacientes con estas lesiones (3). Para ello se analizaron por citometría de 

flujo células de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés Peripheral Blood 

Mononuclear Cells) de pacientes con lesión de mucosa gástrica atendidos en el Hospital El 

Tunal en la ciudad de Bogotá, distribuidos para el estudio en 4 grupos: (i) gastritis crónica, (ii) 

metaplasia intestinal, (iii) cáncer gástrico in-situ (temprano) y (iv) cáncer avanzado, con el fin 

de examinar ex vivo algunos inmuno-fenotipos de sub-poblaciones celulares de los 

componentes APC y de linfocitos T (supresoras y pro-inflamatorios) y el desempeño funcional 

de estos componentes frente a un estímulo in vitro.  

Los resultados obtenidos se presentan en dos secciones: en la primera se describen los 

hallazgos en distintas poblaciones celulares mediante análisis de citometría de flujo manual, 

además, al final de esta sección, se correlacionan algunos resultados obtenidos en sangre con 

resultados histopatológicos de inmuno-histoquímica realizados en especímenes clínicos 

(biopsias) en una muestra seleccionada de individuos, con el ánimo de relacionar los 

resultados en sangre con la celularidad propia del microambiente tumoral in situ. Finalmente, 

en la segunda parte se muestran los resultados de un análisis multidimensional “in silico”,  en 

el que el monitoreo automatizado de una población linfoide hizo posible encontrar 

asociaciones entre estadios de lesión de la mucosa gástrica y algunas de las mediciones 

inmunológicas hechas en sangre. 
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PROBLEMA 

En el mundo hay anualmente 989.600 casos nuevos de cáncer gástrico, de los cuales el 80% se 

presentan en países en vía de desarrollo y de estos el 90% están relacionados con la infección 

por Helicobacter pylori (H. pylori). Aunque a nivel mundial la incidencia ha disminuido gracias a 

la implementación de estrategias de prevención y diagnóstico temprano, en nuestro país más 

del 90% de los casos se detectan tardíamente lo que ocasiona alta mortalidad y bajas 

expectativas de vida en los pacientes (sobrevida a 5 años menor al 10%) (1, 2). Debido a que 

los pacientes son en su mayoría personas laboralmente activas, este tipo de cáncer tiene un 

importante impacto económico y social. Por lo anterior existe la necesidad de generar en 

nuestro país estrategias de diagnóstico temprano e identificar biomarcadores pronósticos que 

hagan más efectivo el manejo y el tratamiento oportuno de los pacientes con esta 

enfermedad.  

Uno de los principales mecanismos responsables del desarrollo de cáncer gástrico, es la 

inflamación crónica caracterizada por la proliferación excesiva de células epiteliales y la 

producción de radicales libres que lesionan el ADN de las células del epitelio gástrico. Un 

modelo de carcinogénesis gástrica ampliamente reconocido descrito en 1975 por el Dr. Pelayo 

Correa, describe una jerarquía de estados histopatológicos progresivos producto de la 

inflamación de la mucosa gástrica que comprenden: gastritis crónica superficial, atrofia 

gástrica, metaplasia intestinal, displasia y cáncer (3). 

Aunque existe suficiente información que indica que la atrofia gástrica como alteración 

histológica es un fuerte predictor de riesgo de desarrollar cáncer de tipo intestinal, que la 

progresión de la inflamación gástrica, y la metaplasia intestinal conllevan un riesgo 6 a 17 

veces mayor de desarrollar cáncer gástrico, y que distintas poblaciones inmunes pueden 

modificar el carcinoma gástrico (20, 21); aún se desconoce hasta qué punto el proceso de 

carcinogénesis gástrica es atribuible a la respuesta de componentes específicos de células del 

sistema inmune innato y adaptativo.  De igual forma se desconocen si la supresión inmune 

responsable de la evasión de la inmuno-vigilancia observada en estadios avanzados del cáncer 

gástrico es detectable en individuos con lesiones pre-malignas, ni si el grado de participación 

de componentes celulares y moleculares del sistema inmune en la progresión de los distintos 

tipos de lesión de la mucosa gástrica. 
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MARCO TEORICO 

EPIDEMIOLOGIA DEL CÁNCER GÁSTRICO   

En el 2012 GLOBOCAN estimó 14.1 millones de nuevos casos de cáncer diagnosticados a nivel 

mundial y 8.2 millones de muertes estimadas a causa de esta enfermedad, excluyendo los 

canceres de piel –tipo no melanoma. Estas estimaciones corresponden a una incidencia de 182 

personas por cada 100.000 y una mortalidad de 102 habitantes por cada 100.000. Cerca de la 

mitad de los casos diagnosticados se encuentran en Asia, seguido por Europa con un cuarto de 

estos y finalmente América y África (1).  

En América latina y el Caribe, al igual que en Europa y Norte América, el cáncer de próstata y 

seno son los más comunes. Sin embargo, contrario a la situación observada en los países más 

desarrollados, el cáncer de cérvix contribuye en gran parte a la incidencia de cáncer en las 

mujeres, siendo la segunda incidencia y mortalidad más altas en mujeres (Figura 1).  

 

Figura 1. Estimación de la tasa de mortalidad y de incidencia de los principales tipos de cáncer. Edad 

estandarizada a nivel mundial por ASR (age-specific rate) por cada 100.000 habitantes en América Latina y el Caribe, 

en el 2012. Tomado de (22). 

El cáncer gástrico aparece como el cuarto con mayor incidencia en hombres (cáncer de pulmón 

y colorectal como segundo y tercero respectivamente), y quinto en mujeres. Sin embargo, 

llama la atención la baja sobrevida en estos pacientes (Figura 1) y aunque la incidencia ha 

disminuido considerablemente a nivel mundial, éste continúa siendo la segunda causa de 

muerte por cáncer en el mundo. Para el 2012 se diagnosticaron 952.000 nuevos casos y 



 
 

18 

723.000 muertes relacionadas con la enfermedad, 70% de los cuales ocurrieron en países en 

vía de desarrollo, con una mortalidad de 7.11% para América Latina y el Caribe (Figura 2) (1, 2).   

 

Figura 2. Número de casos nuevos y muertes estimadas de cáncer gástrico a nivel mundial con las proporciones de 

las principales regiones del mundo para ambos sexos, en el 2012 (Adaptado de (22)).  

CÁNCER GÁSTRICO EN COLOMBIA 

En Colombia, el cáncer representa un problema de salud pública creciente. De acuerdo a las 

estimaciones de incidencia, en el periodo 2000-2006 se presentaron cerca de 70887 nuevos 

casos anuales de cáncer: 32316 en hombre y 38571 en mujeres (23). Entre estos los tumores 

más frecuentes fueron en orden decreciente: próstata, estomago, pulmón, colon-recto, y 

linfomas No-Hodgkin para hombres, y de mama, cuello uterino, tiroides, estómago y colon-

recto-ano para mujeres.   

 

Figura 3. Tendencias en la mortalidad por cáncer, principales localizaciones, Colombia 1985-2006 (TAE – Tasas 

Ajustadas por la Edad) (tomado de (24). 
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En cuanto a los índices de mortalidad, para el 2009, se tenían registradas 32815 defunciones 

por cáncer (17% del total de defunciones), con una tasa de 72,6 por cada 100000 hombres y 

73,3 por cada 100000 mujeres. Este comportamiento ha ido en incremento para toda la 

población, a excepción del cáncer de estómago (24, 25), y de cuello uterino, que han tenido 

una reducción importante, sin embargo continúan con las cifras más altas de cáncer en el país 

(Figura 3).  

De las 32815 defunciones registradas, según los registros de mortalidad del DANE, la principal 

causa de muerte fue cáncer gástrico, constituyéndose en el tumor maligno más letal, por 

encima de tumores como el de cérvix y pulmón que tienen una frecuencia mayor. Según datos 

del Instituto Nacional de Salud, la letalidad es del 42,37%; siendo la primera causa de muerte 

en hombres en etapa laboral, con una incidencia de 17 a 48 casos por cada 100000 habitantes 

(26). Estas tasas de mortalidad tienen un incremento después de los 50 años, pasando de tasas 

de 0,35 por cada 100000 habitantes en el grupo de edad de 20 a 24 años a tasas de 21,65, 

32,77, y 156,21 por cada 100000 habitantes en los grupos de 55 a59 años, 60 a 64 años y 

mayores de 80 respectivamente (24, 25). Estas cifras señalan hacia una relación entre la 

incidencia de cáncer gástrico (y otros tipos de cáncer) y la incidencia de enfermedades crónicas 

en individuos mayores de 65 años lo cual ha sido atribuido a la senescencia de la respuesta 

inmune en individuos de esta parte de la población (27). 

En el cáncer gástrico, y en general en la mayoría de los canceres, la edad juega un papel 

preponderante, lo cual puede ser explicado, entre otras cosas, por la historia natural de la 

enfermedad y por el hecho de que las personas de mayor edad usualmente son diagnosticadas 

en estadios avanzados de la enfermedad y con formas histológicas más agresivas, empeorando 

el pronóstico de la enfermedad y disminuyendo la expectativa de vida a 5 años  (24). 

Además de la edad, el Atlas de Mortalidad por Cáncer en Colombia señala una gran variación 

geográfica en el riesgo de cáncer gástrico, y sugiere una correlación directa entre la altura 

sobre el nivel del mar y la mortalidad (28). Las tasas de mortalidad más altas se observan en las 

zonas de alta cordillera, incluyendo la Sabana de Bogotá, y descienden progresivamente hasta 

llegar a las más bajas en las costas y los llanos orientales (Figura 4). Mientras la mayor 

incidencia y mortalidad se encuentra en el departamento del Quindío; en Boyacá ocurre la 

mayor prevalencia (28).  
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Figura 4. Distribución del Cáncer Gástrico según las tasas crudas por departamentos de residencia habitual en 

Colombia entre los años 2000-2009 *Rango de Tasas por 100.000 habitantes. Modificado de Guía del lector para 

mapas. DANE 2005. Guía del Lector para mapas. DANE.  

CLASIFICACIÓN DE LOS TUMORES GÁSTRICOS   

La mayoría de los cánceres de estómago se caracterizan por ser neoplasias epiteliales 

altamente malignas. Estos representan un grupo biológico y genéticamente heterogéneo de 

tumores con etiologías multifactoriales, tanto ambientales como genéticas. Los cánceres de 

estómago se caracterizan por una amplia heterogeneidad morfológica en cuanto a patrones de 

arquitectura y crecimiento, diferenciación celular, histogénesis y patogénesis molecular (22).  

El 90% de los casos de cáncer gástrico son adenocarcinomas esporádicos, mientras que un 

porcentaje muy bajo (1-3%), representan el cáncer gástrico hereditario, agrupado 
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principalmente por dos síndromes hereditarios: cáncer gástrico difuso hereditario y 

adenocarcinoma gástrico y poliposis proximal del estómago (29).  

En términos histopatológicos, la clasificación de Lauren subdivide los adenocarcinomas en: 

intestinales, cuando están bien diferenciados, se caracterizan por gastritis en el corpus con 

atrofia gástrica y metaplasia intestinal; o difusos, cuando no están diferenciados, y ocurre una 

gastritis sin atrofia(30). Los tumores de tipo intestinal son predominantes en poblaciones 

mayores de 60 años, mientras los tumores de tipo difuso son más frecuentes en personas 

jóvenes. Un pequeño grupo de tumores difusos son de tipo hereditario causados por 

mutaciones en el gen que codifica para la E-cadherina (31).  

El pronóstico de los pacientes con cáncer gástrico está relacionado con la extensión tumoral e 

incluye tanto la afectación ganglionar como la extensión directa del tumor más allá de la pared 

gástrica. El cáncer gástrico temprano es aquel que compromete hasta la submucosa, tiene 

excelente pronóstico, con una tasa de sobrevida a los cinco años de más del 80% (32, 33). El 

cáncer gástrico avanzado cuyo compromiso va más allá de la submucosa, es de mal pronóstico, 

con una tasa de sobrevida a cinco años que va del 5 al 20%, lo que se relaciona con la 

inexistencia de programas de detección temprana debido a su baja incidencia lo cual genera 

una inadecuada relación costo-beneficio al momento de implementar programas de tamizaje 

general de la población con fines preventivos (34). 

En el cáncer gástrico distal localizado, más del 50% de los pacientes pueden ser curados. Sin 

embargo, la enfermedad en etapa temprana representa sólo el 10% al 20% de todos los casos 

diagnosticados en los Estados Unidos. Los pacientes restantes presentan enfermedad 

metastásica en sitios regionales o distantes. La tasa de supervivencia global en estos pacientes 

a los 5 años varía desde casi ninguna supervivencia para los pacientes con enfermedad 

diseminada hasta casi el 50% de supervivencia para los pacientes con cáncer gástrico distal 

localizado confinado a enfermedad regional resecable  (34, 35). Incluso con enfermedad 

localizada aparente, la tasa de supervivencia a los 5 años de los pacientes con cáncer gástrico 

proximal es sólo de 10% a 15%. Aunque el tratamiento de pacientes con cáncer gástrico 

diseminado puede resultar en paliación de los síntomas y cierta prolongación de la 

supervivencia, las remisiones son largas e infrecuentes (36) 

Por otra parte, estudios en Colombia han demostrado que tanto en las mujeres como en los 

hombres la edad de presentación de esta patología se encuentra por encima de los 30 años y 

que muy probablemente todo paciente con dispepsia debería remitirse para la realización de 

Endoscopia de Vías Digestivas Altas (EVDA) independiente o no de la existencia de síntomas de 

alarma, ya que la ausencia de estos es frecuente en enfermedad temprana. El tiempo de 

duplicación tumoral de los cánceres gástricos tempranos es alrededor de dos a tres años, así 

que tras una EVDA negativa si se llegase a realizar nuevamente en este lapso de tiempo el 

procedimiento, se podría diagnosticar un estadio temprano susceptible a tratamiento 

curativo(24). 

Los signos y síntomas del cáncer gástrico dependen de su estadio clínico y de su localización. 

Los estudios observacionales indican que la mayoría de los pacientes con cáncer gástrico 

temprano refieren síntomas de tipo dispéptico (dolor epigástrico leve, recurrente, pirosis, con 

distensión abdominal o sin ella, náuseas o vómitos), y no presentan síntomas de alarma 
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(anemia, disfagia, pérdida de peso), los cuales son indistinguibles de los de sujetos con 

afecciones benignas. Por su parte, en la mayoría de los casos de cáncer gástrico avanzado se 

presentan síntomas de alarma, como dolor abdominal recurrente, anemia, pérdida de peso, 

vómitos y anorexia, y según la situación del tumor, disfagia o síndrome pilórico (34, 35). 

INFECCIÓN H.PYLORI  Y RELACIÓN CÁNCER 

Actualmente es aceptada la relación existente entre el una infección crónica por H. pylori y el 

desarrollo de cáncer. La IARC (Agencia Internacional para la investigación en cáncer) reconoce 

11 agentes infecciosos como cancerígenos para el hombre (Tabla 1), los cuales se estima que 

aumentan más de 10 veces el riesgo relativo a desarrollar cáncer, por lo que se sugiere que un 

manejo temprano de la enfermedad y la eliminación de la exposición a una infección 

específica, podrían evitar o  detectar de forma temprana el inicio de una patología tumoral (3-

4). 

 

Tabla 1.Relacion entre el tipo de cáncer y el agente infeccioso clasificado como cancerígeno en humanos. 

Adaptado de (22). 

En el caso del cáncer gástrico, la IARC determinó que la infección por H. pylori era una causa 

primaria del cáncer gástrico (37). Tumor que se ha visto se desarrolla en la zona no cardial (es 

decir, cuerpo) del estómago, con una patología de tipo intestinal (37, 38). 

Esta bacteria infecta aproximadamente al 50% de la población mundial (39-41), pero su 

prevalencia varía significativamente entre los diferentes países, niveles sociales, edades y razas 

(42-44). Generalmente es más baja en países desarrollados que en países en vías de desarrollo, 

en los cuales puede ser más del 80% (45). Sin embargo, no todos los individuos infectados con 

esta bacteria desarrollan cáncer; se han encontrado ciertas incongruencias, como es el caso de 

África, en donde la prevalencia de la infección es casi universal, pero el cáncer gástrico es muy 
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raro, fenómeno conocido como “el enigma africano”) (46). En Colombia, se ha visto ocurre un 

fenómeno similar, ya que la infección es muy frecuente en el país, sin embargo, en las zonas 

andinas el cáncer es muy frecuente, pero en las costas Atlántica y Pacífica este tipo de tumor 

es raro; este fenómeno es conocido como el “enigma colombiano” (11), el cual ha sido 

analizado en diferentes estudios, los cuales sugieren que ambos enigmas pueden estar 

influenciados a fenómenos migratorios (46, 47).  

Si bien aún no se han determinado todos los factores que podrían estar asociados a estos 

enigmas, se sugieren componentes del contexto genético tanto humanos (polimorfismo de la 

IL-1β (48, 49), como de la bacteria. En el caso de H. pylori, estos factores dependen de la cepa, 

la cual varía sus niveles de virulencia, principalmente debido a la secreción de toxinas (50). Las 

más estudiadas son la toxina citotóxica cagA (cytotoxin associated gene), y la toxina 

vacuolizadora vacA (vaculating cytotoxin) , que son secretados sobre la mucosa que recubre el 

epitelio gástrico, perforando y alterando las células del epitelio (51), disminuyendo la secreción 

de ácidos gástricos (52) y permitiendo la supervivencia de la bacteria (51, 53).    

Aunque la bacteria ha desarrollado mecanismos para evadir la respuesta inmune del huésped, 

éste es capaz de reconocerla y activar respuesta innata a través de múltiples mecanismos, 

entre los que se encuentra el ensamblaje de inflamosomas que secretan IL-1β e IL-18 (5, 54); 

aumentar la secreción de IL-8 (55) y TNF-α en respuesta a cag-PaI (56) y la activación de NF-κβ 

(57), genera la infiltración de neutrófilos (6), monocitos, macrófagos, y células dendríticas (7), y 

aumenta la producción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (ROS y RNS) (8, 58), que 

conllevan a una respuesta inflamatoria crónica.  

Además del mecanismo de respuesta innata, H. pylori  activa una respuesta inmune adaptativa 

que juega un papel doble, actúa tanto en la eliminación, como en la patogénesis.  La principal 

respuesta T en humanos es de tipo Th1 y Th2, asociada al ambiente pro-inflamatorio, que 

promueven el desarrollo de gastritis y riesgo a desarrollar cáncer (caso de la población asiática) 

cuando es del tipo 1, y una respuesta más controlada en el tipo 2 (caso de la población 

africana) (9, 59, 60). Así mismo, esta bacteria tiene la capacidad de secretar factores que 

disminuyen la activación de las células T in-vitro (61), y controlar la respuesta a través de la 

generación de Tregs, que secretan las citoquinas supresoras IL-10 y TGF-β (62, 63). 

INFLAMACIÓN GÁSTRICA    

Aunque gran número de factores influencian la predisposición y progresión de desarrollo de  

cáncer gástrico, es claro que la inflamación crónica es una característica común de este y otros 

tipos de cáncer (64, 65).  El cáncer gástrico, es un buen ejemplo de este efecto, ya que como se 

explicó anteriormente, una infección crónica acarrea una respuesta pro-inflamatoria alterada.  

La inflamación tiene efectos opuestos frente al cáncer; mientas la inflamación aguda lleva a 

una respuesta inmunológica antitumoral; una inflamación crónica promueve la proliferación 

celular y el desarrollo de cáncer, debido a daños en el ADN y el tejido, incluyendo cambios 

genéticos y epigenéticos. Además, esta inflamación genera un cambio en el contexto 

inmunológico a expensas del  aumento de células Th2, Treg, macrófagos M2, y células 
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supresoras de origen mieloide (MDSCs: del inglés Myeloid Derived Supressor Cells), cuyo efecto 

es de mal pronóstico en la mitad de los diagnósticos (Figura 5) (66, 67)  

 

Figura 5. Efectos ambiguos de la respuesta a infección  en la prevención o desarrollo de cáncer (excluyendo la 

transformación directa). Una infección transitoria puede proveer protección contra el cáncer. Sin embargo, una 

infección crónica conlleva a una inflamación crónica que puede iniciar un proceso de oncogénesis. (Adaptado de 

(68) 

A medida que avanza la inflamación crónica, algunos actores clave de la respuesta inmune se 

suprimen, entre estos, las células asesinas naturales (NK) y los linfocitos T (LT) (69, 70). El 

proceso de supresión inducida durante la inflamación crónica se rige por la acumulación y 

activación de células supresoras inmunes, citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas, factores 

de crecimiento tumoral y angiogénicos, y por la activación de varias vías inflamatorias de 

señalización mediadas predominantemente por NFkB (71, 72) y factores de transcripción como 

STAT3 (70, 73).  

Evidencia importante apoya la idea de que, el desarrollo de un entorno de supresión durante 

la inflamación crónica, limita el éxito de las terapias anti-tumorales convencionales y favorece 

el desarrollo de los tumores.  Sin embargo, este estado de supresión es irreversible y se 

considera que intervenciones inmunes apropiadas podrían resolver la inmuno-supresión 

asociada favoreciendo respuestas exitosas a ciertos regímenes de inmuno-terapia (74-76).   
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MODELO DE CARCINOGÉNESIS GÁSTRICA 

La vigilancia actual del desarrollo de cáncer gástrico se fundamenta en el estudio del proceso 

de carcinogénesis gástrica descrito originalmente por Pelayo Correa en 1975 y el cual continúa 

vigente (3). Correa señala que el cáncer gástrico de tipo intestinal es el resultado de una serie 

de cambios (mutaciones y transformaciones celulares progresivas de la mucosa gástrica) cuya 

etiología está ligada a un proceso inflamatorio. En términos generales, el proceso inicia con 

una mucosa normal que desarrolla una gastritis crónica (caracterizada por una inflamación 

crónica), seguida por gastritis atrófica multifocal (múltiples lesiones y pérdida de glándulas 

gástricas) y el desarrollo de metaplasia intestinal (sustitución de glándulas del tejido gástrico 

por epitelio de tipo intestinal), displasia (células irregulares con mitosis frecuente) y finalmente 

desarrollo de carcinoma (Figura 6), una secuencia de eventos que toma para  desarrollarse 

varios años.  

 

Figura 6. Cascada de la carcinogénesis gástrica propuesta por Pelayo Correa en 1975. Esquema de la 

transformación de la mucosa gástrica desde el estadio inicial y la infección por Helicobacter pylori, hasta el 

desarrollo de cáncer gástrico de tipo intestinal.   

Una mucosa normal contiene una baja cantidad de células mononucleares infiltrantes, sin 

embargo, en la gastritis hay un aumento en la infiltración de la lámina propia con neutrófilos y 

polimorfos (inflamación aguda) y leucocitos mononucleares (inflamación crónica). Este 

infiltrado inflamatorio está frecuentemente asociado a la presencia de H. pylori, y la severidad 

de la inflamación está asociada a la cepa de la bacteria (77). En la gastritis, la morfología de las 

glándulas se conserva y si la lesión del epitelio progresa esta se torna en gastritis crónica no 
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atrófica. En este punto de la enfermedad la eliminación de la bacteria hace que la inflamación 

revierta (78).  

En caso de una infección persistente la patología aumenta su severidad, la respuesta 

inflamatoria en respuesta a la infección y factores de virulencia de la bacteria (toxinas) 

generan daños a las glándulas de la mucosa gástrica las cuales desaparecen en las fases más 

avanzadas. Estos cambios morfológicos se evidencian en distintos focos dispersos en el tejido 

lo que se conoce como gastritis atrófica multifocal.   

Esta atrofia se localiza en la mucosa del antro y el cuerpo del estómago y continúa con un 

proceso agresivo de fibrosis de la lámina propia. Un biomarcador utilizado para cuantificar el 

grado de atrofia es evaluar la relación de dos tipos de Pepsinógeno (PG); PGI/PGII.  Mientras 

que los niveles en sangre de pepsinogeno I (PGI) disminuyen a medida que se pierde la mucosa 

oxíntica, el pepsinogeno II (PGII) aumenta su secreción en las foveolas en respuesta a la 

inflamación y a la proliferación celular (79, 80). 

Una vez que la lesión presenta un cambio en el fenotipo del epitelio gástrico y se observan 

células con morfología intestinal, se considera un nuevo paso en el proceso de la 

carcinogénesis gástrica, en el que el reemplazo de las glándulas normales es consecuencia de 

la proliferación celular del neo-epitelio en respuesta a la perdida de la mucosa glandular 

(atrofia severa). La patología de metaplasia intestinal se clasifica en dos tipos: metaplasia de 

intestino delgado o de tipo completo,  y la metaplasia colonica o de tipo incompleto. La 

patología completa se caracteriza por la presencia de células de Goblet intercaladas por 

enterocitos y la presencia eventual de células de Pannet. Estos cambios son lentos y 

progresivos, y el grado de progresión de la metaplasia puede ser evaluado por las mucinas 

estomacales que empiezan a tener un pH ácido (81). Por otra parte, la metaplasia de tipo 

colonico, se caracteriza por la presencia de mucinas de sulfato ácido, y sus células no tienen 

bordes en cepillo. En algunos casos un mismo paciente puede expresar ambos tipos de 

metaplasia (mixta).  

En este punto de la evolución de la lesión gástrica, el riesgo a desarrollar cáncer aumenta en 

los casos en el que aparece epitelio de tipo intestino delgado,  asociado a la extensión de los 

cambios de atrofia y metaplasia (82).  

Un siguiente paso en la cascada es el proceso de displasia o neoplasia intraepitelial, el cual se 

caracteriza por un epitelio con núcleos agrandados, hipercromáticos y aglomerados, con 

mitosis frecuentes. Además el tejido pierde la morfología de glándulas organizadas que se 

transforman en bifurcadas o ramificadas que pasan de estar bien diferenciadas, a pobremente 

diferenciadas (83). El grado de diferenciación es proporcional al riesgo de cáncer, sin embargo, 

este paso ocurre de forma relativamente rápida y es difícil de diagnosticar en la clínica, por lo 

que se diagnostica usualmente cuando ya existe un carcinoma caracterizado por las células 

neoplásicas que han penetrado el estroma circundante.  
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INMUNO-MONITOREO  

El sistema inmune cuenta con mecanismos de inmuno-vigilancia  de los tumores ejercida por 

células inmunes que previenen el desarrollo de tumores basado en el reconocimiento y 

eliminación de células cancerígenas o pre-cancerígenas (84). Usualmente este sistema es 

eficiente, sin embargo, en algunos casos a pesar de esta vigilancia los tumores se desarrollan 

en individuos inmunológicamente competentes.  El análisis de trabajo experimental en 

modelos de cáncer en animales, ha aportado este tipo de observaciones sobre las cuales 

reposa el concepto de inmuno-vigilancia de los tumores (84), el cual ha sido validado por 

observaciones epidemiológicas que sugieren que el cáncer se desarrolla de forma más 

frecuente en huéspedes inmuno-deficientes (85), y en pacientes receptores de trasplantes 

sometidos a inmunosupresión farmacológica crónica (86). Otras evidencias en favor del papel 

del sistema inmune en la inmuno-vigilancia y control de los tumores son la regresión tumoral 

asociada a la recuperación de células T y B en individuos inmuno-comprometidos (87) y el 

control de tumores debido al aumento de linfocitos CD8+ infiltrantes específicos contra neo-

antígenos en pacientes con cáncer colorectal con inestabilidad de los micro satélites (MSI por 

sus siglas en ingles), lo cual es considerado factor de buen pronóstico (88, 89).  

El concepto de inmuno-vigilancia tumoral propone que muchas lesiones premalignas son 

eliminadas de forma eficiente por células del sistema inmune, que los tumores pequeños 

entran en equilibrio con un sistema menos eficiente, y que en etapas ulteriores del cáncer los 

tumores escapan al control inmunológico, y se desarrollan como tumores clínicamente 

detectables, debido  al entorno de inmunosupresión del micro-ambiente tumoral y a que 

pierden determinantes antigénicas que los hacen reconocibles por el sistema inmune. Dentro 

de los mecanismos de escape de los tumores, se han reportado defectos en el procesamiento 

antigénico (12), anergia de linfocitos T, eliminación de células T citotóxicas específicas de 

tumor (13) y generación de un micro-ambiente tumoral que favorece la supresión inmune 

gracias a varios factores incluido el reclutamiento de poblaciones de células 

reguladoras/inhibitorias de los linfocitos T anti-tumorales (14, 15, 90).   

Debido a esta capacidad del sistema para controlar los tumores, se han desarrollado nuevas 

terapias contra el cáncer orientadas a restituir la inmuno-vigilancia en el tumor, con el fin de 

modular la interacción entre los componentes malignos y no malignos del microambiente 

tumoral (91). Una de estas estrategias es la transferencia adoptiva de las células inmunes 

(dendríticas y linfocitos) en numerosos ensayos clínicos (92). 

Así las cosas, el concepto de inmuno-monitoreo del paciente con cáncer ha cobrado particular 

importancia en el desarrollo de la inmunoterapia no solo con el fin de analizar las 

características de la respuesta inmune generada en diferentes tipos de terapia, sino además 

para establecer correlación entre el contexto inmune y la respuesta clínica de los tumores a 

distintos tratamientos (93-96). Por lo anterior en este trabajo  se ha implementado una 

estrategia de análisis de distintos componentes del sistema inmune (poblaciones de APC y 

linfocitos T) como instrumento para monitorear cambios de activación o supresión del sistema 

en individuos con lesiones pre-malignas y malignas de la mucosa gástrica. 
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OBJETIVOS   

OBJETIVO GENERAL   

· Evaluación funcional de células APC y linfocitos T en pacientes con lesiones 

malignas y pre-malignas de la mucosa gástrica.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1. Evaluación de los niveles ex vivo de las poblaciones APC y linfocitos T en patologías 

asociadas a la carcinogénesis gástrica. 

2. Identificación de diferencias funcionales de APC y Linfocitos T en patologías 

asociadas a la carcinogénesis gástrica.  

  



 
 

29 

DISEÑO EXPERIMENTAL Y MÉTODOS  

El presente, es un estudio descriptivo en donde se realiza un monitoreo general de distintos 

componentes del sistema inmune, con el fin de evaluar diferencias cuantitativas y funcionales 

de las principales poblaciones de células APC y linfocitos T presentes en sangre periférica 

(PBMCs) de pacientes con lesiones pre-malignas y malignas de la mucosa gástrica, definidas 

como tal de acuerdo al modelo de carcinogénesis gástrica descrito por Correa (3). En este 

estudio se analizaron muestras de cinco grupos de individuos (i) sanos; (ii) con gastritis; (iii) con 

metaplasia; (iv) cáncer temprano (in situ) y (v) cáncer avanzado. La cuantificación de las 

poblaciones de células APC y linfocitos T así como la medición del grado de maduración y 

activación de estas en respuesta a estímulos in vitro, se realizó mediante citometría de flujo 

multi-color. Mientras la selección de varias subpoblaciones de leucocitos en sangre se definió 

por la co-expresión simultánea de varios marcadores; el comportamiento de algunos grupos 

celulares con inmuno-fenotipos definidos fue comparado entre distintos grupos de individuos 

analizados. 

Además, de los análisis a los componentes APC y de linfocitos T hechos por citometría de flujo 

en sangre periférica, el grado de infiltración de la mucosa gástrica por algunos de estos 

componentes celulares fue cuantificado en preparaciones de inmuno-histoquímica de biopsias 

en tres individuos mediante la utilización de “software” de análisis de imagen.  

Finalmente, a través de algoritmos multi-paramétricos de identificación automatizada, se 

realizó el inmuno-monitoreo de algunas sub-poblaciones de linfocitos T que permitió 

evidenciar algunas diferencias en su expresión entre los grupos de individuos evaluados. 

SELECCIÓN DE PACIENTES 

Debido a la alta variabilidad que existe entre individuos se establecieron estrictos criterios de 

inclusión y exclusión con el fin de evitar variables de confusión en las poblaciones celulares 

evaluadas.    

CRITERIOS DE INCLUSIÓN  

• Pacientes mayores de 18 años de edad  

• Diagnóstico histopatológico de gastritis aguda y crónica, metaplasia intestinal, cáncer 

gástrico in-situ o avanzado sin tratamiento previo y recién diagnosticado.  

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN  

Pacientes con al menos una de las siguientes características: 

• Mujeres en gestación o periodo de lactancia. 

• Bajo peso y/o desnutrición. 

• En quimio-radioterapia.  

• Intervenidos quirúrgicamente en el último año.  
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• En tratamiento con corticoides o inmunosupresores.  

• Con enfermedad autoinmune.   

• Que hayan recibido transfusiones sanguíneas en los últimos 6 meses. 

• Que hayan recibido tratamiento con antibióticos en los últimos 2 meses. 

• Con procesos infecciosos recientes (menor a 2 meses).   

CONSECUCIÓN DE PACIENTES Y TOMA DE MUESTRAS 

Se invitaron a participar pacientes del servicio de gastroenterología del Hospital el Tunal que 

consultaron por sintomatología gástrica y que requerían de la toma de biopsia para su 

diagnóstico inicial. Un total de 48 pacientes fueron involucrados al estudio entre junio de 2014 

y marzo de 2016. Para los análisis, las muestras fueron clasificadas en 4 tipos de lesiones de la 

mucosa gástrica: (i) gastritis crónica atrófica (n=13), (ii) metaplasia intestinal (n=10), (iii) cáncer 

gástrico in-situ (temprano) (n=11) y (iv) cáncer avanzado (n=14) (Tabla 2).     

Posterior a la firma del consentimiento informado (Anexo 1) y del registro de los datos clínicos 

básicos, se tomaron muestras de sangre de 20 mL en tubos heparinizados, así como las 

respectivas biopsias, que se emplearon para la generación de láminas cargadas y el posterior 

análisis por inmunohistoquímica.  

Como grupo control se reclutaron 13 donantes jóvenes (18-25 años) (donantes sanos), que 

aunque no se les realizó una endoscopia de vías digestivas altas (EVDA), no refirieron tener 

sintomatología compatible con lesiones de la mucosa gástrica. A estos individuos se les tomó 

muestra de 20mL de sangre y sus muestras fueron procesadas y analizadas de la misma forma 

como se procesaron las muestras obtenidas de los pacientes.   

PACIENTES (n= 48/61)  

SEXO M/F  19/ 21 

EDAD  58 (18-87)  

CANTIDAD DE BIOPSIAS  30 

DONANTES SANOS 13 

GASTRITIS CRONICA  13 

METAPLASIA INTESTINAL  10  

CA. TEMPRANO   11  

CA. AVANZADO  14 

Tabla 2. Características de los pacientes con patología de la mucosa gástrica. Media de la edad, sexo, número de 

biopsias colectadas, número de  individuos sanos y con patología de la mucosa gástrica vinculados al estudio. 

De estos pacientes el 48,6% eran hombres y el 51,4% mujeres. En cuanto a la edad de los 

pacientes el promedio fue de 58 años, la paciente más joven fue una mujer con gastritis 

crónica de 22 años y el participante de mayor edad fue  un hombre de 87 años con cáncer 

temprano (Tabla 2).   
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PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE SANGRE 

En el laboratorio del grupo de Inmunología y Medicina Traslacional de la Facultad de Medicina 

de la Universidad Nacional de Colombia se procesaron las muestras de sangre. A partir de la 

sangre total, se obtuvieron aproximadamente 5 mL de plasma por medio de centrifugación 

(700G durante 10 minutos sin freno), a partir del concentrado de células sangre, se aislaron las 

PBMCs mediante separación por gradiente utilizando Ficoll (Histopaque – 1077, Sigma Aldrich) 

(Figura 7). 

Las PBMCs obtenidos (en promedio 20 millones de células) se preservaron en nitrógeno líquido 

en medio de congelación (RPMI 50%, Suero fetal bovino 40% y DMSO 10%); y el plasma se 

congeló a -20ºC (Figura 7).  

 

Figura 7. Esquema general obtención de PBMCs y análisis por citometría de flujo. Una vez seleccionados los 

pacientes que ingresaron al estudio, se tomó una muestra de sangre, a partir de la cual se obtuvieron células 

mononucleares utilizando gradiente de Ficoll (PBMCs por sus siglas en inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells).  

Las muestras fueron criopreservadas en nitrógeno líquido hasta su tinción para análisis con anticuerpos conjugados 

a fluorocromos. Antes de leer las muestras fue necesario calibrar el equipo y ajustar la intensidad de los voltajes de 

cada uno de los tubos fotomultiplicadores (PMTs), con el fin de asegurar la sensibilidad y especificidad óptima de 

fluorocromos y detectores. Luego se adquirieron los datos de cada una de las muestras de células mediante su paso 

por un equipo FacsAriaII y el respectivo registro de emisión de fluorescencia de los anticuerpos fluorocromados. 

Finalmente se realizó el análisis de los datos, seleccionando y evaluando las diferentes poblaciones de interés 

utilizando el programa FlowJo VX (Treestar), (Ref., referencia; SD, desviación estándar). Tomado de Nussenblatt, 

2012 (97).  

 

ANÁLISIS DE CÉLULAS EN SANGRE PERIFÉRICA  

Las PBMCs de todos los pacientes incluidos en el ensayo y agrupados en 5 grupos (sanos, 

gastritis, metaplasia intestinal, cáncer temprano y cáncer avanzado) se analizaron mediante la 

técnica de citometría de flujo multi-paramétrica (CF) utilizando el equipo FACSAria II (BD 

Biosciences). Durante este procedimiento se evaluaron, cuantificaron y compararon las 

poblaciones de monocitos, células dendríticas y linfocitos y se investigó la capacidad funcional 
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de maduración de células dendríticas y de linfocitos T. Los datos obtenidos de FC se analizaron 

mediante análisis manual utilizando el “software” FlowJo VX (Treestar) y un análisis 

automatizado multidimensional  (ver sección análisis multidimensional (Figura 7).  

Inicialmente, las PBMCs se descongelaron en baño serológico a 37°C y se lavaron con medio 

AIM-V (GIBCO) a 700G por 7 minutos, con el fin de remover restos de DMSO presente en el 

medio de congelación. Una vez lavadas, las células se contaron y se determinó la viabilidad por 

azul de tripan mediante el uso de la cámara de Neu Bauer (solo se utilizaron las muestras con 

una viabilidad superior al 85%). Paso seguido, se realizaron dos tipos de ensayos: el primero un 

análisis ex vivo (con células recién descongeladas) (Figura 8- verde) y el segundo luego del 

estímulo de las células in-vitro (para lo cual las células fueron dispensadas en pozos en placas 

de 96 pozos fondo plano) con el fin de evaluar la capacidad de activación de linfocitos T (Figura 

8– rojo) y la respuesta a un estímulo pro-inflamatorio tanto de células dendríticas primarias 

como de derivadas in situ a partir de monocitos (Figura 8- azul).  

 

Figura 8. Esquema de procedimientos y tratamiento de muestras de PBMCs utilizados para monitorear APCs y 

linfocitos T por citometría de flujo. A partir de 10 millones de PBMCs obtenidas de la muestra de sangre, se 

realizaron 3 ensayos con el fin de evaluar diferentes componentes fenotípicos y funcionales de APCs y linfocitos T 

presentes en PBMCs de voluntarios participantes en el estudio. Una vez descongeladas las células, se reservaron 2 

millones para los análisis ex vivo y se dispensaron células en 4 pozos para su evaluación funcional in vitro. La 

evaluación in vitro del grado de activación del componente de linfocitos T se realizó luego del estímulo de las 

PBMCs en cultivo con perlas anti CD3/CD2/CD28 por 24 horas. La maduración de las células dendríticas se realizó 

luego del tratamiento en cultivo de PBMCs con IL-4 y GM-CSF por 24 horas seguido por el tratamiento por 24 horas 

adicionales con un coctel de citoquinas pro-inflamatorias (llamado en este trabajo coctel αDCs) con el que se buscó 

analizar el gradode diferenciación a DCs maduras de monocitos y el grado de maduración en respuesta a la 

maduración de DCs primatias totales (células LIN-HLA-DR+) presentes en las PBMCs de cada muestra analizada.  

Paso seguido, se realizó la marcación por citometría de flujo, en donde a cada uno de los tubos 

analizados se les agrego el coctel de anticuerpos (Biolegend) correspondiente (Tabla 3), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, 4μL de cada uno de los anticuerpos 

extracelulares se agregaron a la suspensión con 5x10^5 células. Las muestras luego, fueron 

incubadas por 20 minutos a 4ºC en oscuridad. Una vez transcurrido el tiempo, se lavó con 1mL 

de Staining buffer (Biolegend) mediante centrifugación a 700G por 7 minutos. Finalmente, se 

retiró el sobrenadante y las células se re-suspendieron en 200μL de Staining buffer para ser 

leídas en el citómetro.   
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Tabla 3. Listado de cada uno de los paneles de citometría utilizados para el inmuno-monitoreo. En gris se 

encuentra la identificación del panel y a continuación los anticuerpos utilizados con su respectivo fluorocromo 

En el panel de marcación de linfocitos, en donde era necesario realizar marcación intracelular 

de Foxp3 e IL-17, se utilizó el kit de fijación y permeabilización FOXP3 Fix/Perm Buffer Set 

(Biolegend). En resumen, una vez realizada la marcación extracelular, se incubo por 20 minutos 

a temperatura ambiente y en oscuridad con 500μL de solución Fix/Perm. Paso seguido, se lavó 

e incubo 15 minutos con Perm Buffer; finalmente, las células se re-suspendieron nuevamente 

en 100 μl de Perm buffer y se realizó la marcación con los anticuerpos Foxp3 e IL-17 por 30 

minutos a 4ºC en oscuridad. Luego de 30 min, se lavó y las células se re-suspendieron en 200μL 

de staining buffer (Biolegend) previo al paso de la muestra por el citómetro de flujo.  

Para la lectura de citometría, al menos 200.000 células fueron adquiridas, y los resultados se 

grabaron en archivos FSC. Para su posterior análisis. El análisis por FlowJo se realizó 

seleccionando las poblaciones de células que expresaban la combinación de los marcadores 

evaluados, su porcentaje y nivel de marcación, expresado por el índice de fluorescencia media 

(MFI). Este último parámetro fue utilizado para evaluación de las poblaciones y su 

comparación entre los 5 diferentes grupos.  
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1. CARACTERIZACIÓN DE D ISTINTAS SUB-POBLACIONES DE LEUCOCITOS EX 

VIVO 

Inicialmente, de las PBMCs obtenidas de cada paciente, 5x10^5 células fueron dispensadas en 

tres tubos de citometría (5mL). En estos tubos se identificaron y cuantificaron las siguientes 

sub-poblaciones de celulares: (i) MDSCs y monocitos, (ii) tres subpoblaciones de dendríticas 

primarias CD11c+, CD123+ y CD11c-/CD123-  y (iii) la expresión de los receptores inhibitorios: 

CTLA-4, BTLA y PD1 en poblaciones de linfocitos CD4/CD8 (vírgenes, efectores y de memoria); 

además se midió la presencia de células Th17 y Tregs (Figura 9.).  

 

Figura 9.  Procedimiento de marcación y caracterización de las distintas poblaciones ex vivo a partir de PBMCs de 

individuos pertenecientes a cada uno de los 5 grupos de individuos estudiados. Una vez descongeladas las PBMCs 

de los individuos participantes en el estudio, se dispensaron 5x10
5
 células a tres tubos de citometría de 5 mL. Paso 

seguido, las PBMCs se marcaron ex vivo con uno de los paneles de anticuerpos detallados en la Tabla 3, y se realizó 

la lectura en citometría de flujo. A partir del tubo 1 se identificaron las poblaciones (i) monocitos y MDSCs (tabla 

izquierda), (ii) células dendríticas primarias (centro) y (iii) poblaciones de linfocitos (derecha). 

 

MDSCs y Monocitos 

Monocitos 

La población de monocitos inicialmente fue seleccionada por los parámetros de tamaño y 

complejidad SSC-A y FSC-A, paso seguido se seleccionó la población positiva para el receptor 

CD14. Esta población se clasifico como monocitos totales CD14+ y se cuantifico y analizo entre 

los diferentes grupos.  

A continuación, a partir de la población CD14+ se evaluaron los marcadores CD14 y CD16 con 

el objetivo de caracterizar tres subpoblaciones de monocitos, definidas como monocitos 

clásicos (alta expresión de CD14 y no expresaban CD16 (CD14++/CD16-)); monocitos 
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intermedios, con expresión alta de CD14 y positiva de CD16 (CD14++/CD16+) y finalmente 

monocitos no clásicos aquellos con expresión doble positiva para los marcadores 

CD14+/CD16+ (Figura 9).    

MDSCs 

En este trabajo se realizó el análisis ex vivo de tres poblaciones de MDSCs dentro de los 

monocitos presentes en PBMCs. Inicialmente, para la identificación de estas células se 

seleccionó la fracción mononuclear identificada por su tamaño y complejidad (definida por los 

parámetros FSC-A y SSC-A).  

Paso seguido, a partir de los monocitos totales  se seleccionó la población CD14-/CD11b+, y 

dentro  de esta población las células positivas para el marcador CD33. Estas células se 

definieron y cuantificaron como pmn-MDSCs (CD14-/CD11b+/CD33+). Por otra parte, de la 

misma población de monocitos totales, se identificaron y cuantificaron las m-MDSCs, las cuales 

expresan el marcador CD14 y son negativas para el marcador HLA-DR (CD14+/HLA-DR-). 

Finalmente, dentro de la población HLA-DR negativa y CD11b positiva, se seleccionaron las 

células CD33+ con lo cual se definió la población mix-MDSCs (CD11b+/HLA-DR-/CD33+) (Figura 

9).  

Subpoblaciones de células dendríticas (DCs) 

Para monitorear este componente de las APCs, se realizó la evaluación de las subpoblaciones 

de células dendríticas (DCs) primarias, seleccionando inicialmente la población de monocitos 

mediante los parámetros de SSC-A y FSC-A. Pasó seguido, se identificaron las DCs totales 

caracterizadas por expresar HLA-DR y no expresar ninguno de los marcadores incluidos en el 

coctel de anticuerpos específicos de linaje (CD3, CD14, CD19, CD20, CD56 y CD34) en adelante 

denominado anticuerpo LIN-1. Por último, dentro de estas DCs totales, se cuantificaron las 

siguientes tres subpoblaciones de dendríticas: las DC mieloides (HLA-DR+ LIN- CD11c+); las DC 

plasmacitoides (HLA-DR+ LIN- CD123+);  y las DC inmaduras, HLA-DR+ LIN- negativas para la 

expresión de CD11c y CD123 (células HLA-DR+ LIN-CD11c-CD123-) (Figura 9). 

Linfocitos  

El panel de linfocitos estuvo compuesto por nueve marcadores,  con los que se buscó 

monitorear ex vivo e in vitro diferentes poblaciones de linfocitos T por citometría de flujo 

(Tabla 3). Todas estas, provienen de un “gate” general de linfocitos determinada por su baja 

complejidad (SSC-A) y pequeño tamaño (FSC-A). Paso seguido se realizó la cuantificación de los 

linfocitos CD8 y CD4 en PBMCs en las diferentes etapas de la carcinogénesis, encontrando las 

cuatro posibles poblaciones: CD4- CD8, CD4+ CD8-, CD4- CD8+ y finalmente CD4+ CD8+,  

seleccionando y cuantificando únicamente las poblaciones positivas para un solo marcador.  

Para la evaluación de la población de Treg, se inició la selección de la población CD4+ 

proveniente de los linfocitos totales (tal y como se explicó anteriormente). Paso seguido se 

seleccionó la población Foxp3 positiva proveniente de la fracción doble positiva para CD4 y 

CD25. Así mismo, la población de células Th17 se evaluó mediante la cuantificación de la IL-17 

intracelular en las células CD4+ de forma similar a la obtención de las células Treg.   
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Finalmente se evaluó la población de linfocitos ayudadores foliculares o Tfh de acuerdo a lo 

sugerido por Herati et al., (98) en donde se definieron estas células seleccionando inicialmente 

la población CD4+. Paso seguido, mediante la marcación con CCR7 y CD45Ra, se escogió la 

población no virgen (excluyendo las células vírgenes CCR7+/CD45Ra+), y de esta población las 

células con marcación positiva para los marcadores CCR7, PD1 e ICOS (98).  

Debido a que esta población de células es sangre periférica es de muy baja abundancia, la 

evaluación de esta población se realizó mediante su amplificación utilizando el estímulo del 

TCR mediante el uso de perlas anti CD3, CD28 y CD2.  

Además, este panel se utilizó para monitorear de forma automatizada el componente linfoide, 

mediante el uso de los programas SPADE y CITRUS. Debido a los marcadores CD45Ra y CCR7 es 

posible evaluar las poblaciones de memoria. Así mismo, el panel permite valuar tres 

receptores inhibitorios que han sido reportados y estudiando en cáncer entre los que se 

encuentran PD1, CTLA-4 y BTLA.   

2. ENSAYO ACTIVACIÓN DE L INFOCITOS T  EX VIVO  

La estimulación de linfocitos T, in vitro con perlas anti-CD3/CD28/CD2 (T Cell 

Activation/Expasion Kit – Miltenyi Biotec) se hizo con el fin de establecer el grado de 

reactividad de células T aun estímulo policlonal del TCR, función que suele estar comprometida 

en individuos con cáncer (99-101).  

Para esto, se sembraron en un plato de 96 pozos fondo plano, dos pozos cada uno con 2x10^5 

células. Mientras las células en uno de los pozos se estimularon con perlas anti CD3/CD28/CD2, 

las células del otro cultivo no se estimularon, con el fin de comparar el grado de internalización 

logrado en células estimuladas vs. no estimuladas. Después de 24 horas de iniciado el 

estímulo, las células se transfirieron a dos tubos en los cuales se evaluó además el grado de 

internalización del CD3, el grado de activación inducida por el estímulo de las células T 

midiendo la expresión de los marcadores CD25, CD69 y CD154 en células CD3+. 

Para calcular el porcentaje de internalización del TCR se seleccionó la población de linfocitos 

por los parámetros FSC-A y SSC-A. Paso seguido, se evaluó en esta población el porcentaje de 

células CD3+, seguido de la cuantificación del porcentaje de expresión de este marcador en 

células sin estimular o estimuladas por 24 horas. El cálculo del porcentaje de internalización 

del TCR se hizo de acuerdo a la siguiente formula:   

                      (
                         

                      
) 

Los datos son graficados como porcentaje de internalización del TCR y corresponde a dicho 

porcentaje calculado a partir del cambio de MFI de la fluorescencia emitida por el fluorocromo 

acoplado al anticuerpo anti-CD3 entre las células estimuladas y las no estimuladas con las 

perlas anti-CD3/CD28/CD2.  

Además de evaluar el porcentaje de internalización de TCR, luego del estímulo con las perlas, 

se evaluó la expresión de los marcadores de activación CD25, CD69 y CD154 en la población 

CD3+ en respuesta al estímulo como una forma adicional de evaluar el estado “refractario” o 
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de respuesta al estímulo de los linfocitos T. Para hacer esto se cuantificó el índice de 

fluorescencia media (MFI)  para cada uno de los fluorocromos. Los datos son graficados como 

delta de expresión de cada marcador en respuesta al estímulo calculado con base en el cambio 

del MFI emitido por el fluorocromo acoplado a los anticuerpos anti-CD25, anti-CD69 y anti-

CD154 en la superficie de células estimuladas y no estimuladas con perlas anti-CD3/CD28/CD2.  

3. EVALUACIÓN DE LA MADURACIÓN DE CÉLULAS DENDRÍTICAS EX VIVO  

La disminución de la capacidad de maduración de células dendríticas en pacientes con cáncer 

reportada en otros estudios (102-104), nos indujo a evaluar el fenotipo de células dendríticas 

primarias en sangre y de DCs maduras derivadas in situ a partir de monocitos en sangre 

cultivados por 24 horas en GM-CSF e IL-4 seguido del cultivo por 24 horas adicionales en un 

coctel de citoquinas pro-inflamatorias como fue descrito previamente por Mailliard (105). Para 

esto, en dos pozos de una placa de 96 pozos fondo plano fueron sembrados 5x10^5 PBMCs en 

medio AIMV suplementado con 1000 UI/mL de GM-CSF (factor estimulante de colonias 

granulocito macrófago) y 750 UI/mL de IL-4 (ambos de Cellgenix), con el propósito de 

diferenciar monocitos a células dendríticas inmaduras (iDCs). 

Posteriormente (24 horas), uno de los pozos se dejó sin ningún estímulo adicional (se marcó 

como cultivó control iDCs) y las células del pozo adicional fueron cultivadas durante 24 horas 

más con un coctel de citoquinas (IFN-α (Intron-A; Schering Plough Corp., Kenilworth, NJ), IFN-γ 

(R&D Systems), IL-6, IL-1β, TNF-α, (Cellgenix ) y Poly I:C (Sigma-Aldrich)) en adelante llamado 

coctel αDCs, para inducir la diferenciación a iDCs. Luego de cumplidas las 48 horas las células 

de los dos cultivos fueron cosechadas y marcadas con anticuerpos anti-HLA-DR, LIN, anti-

CD11c, anti-CD123, anti-CD80 y anti-CD83 (ver fluorocromos acoplados a estos anticuerpos en 

Tabla 3). Todo esto, con el fin de cuantificar células dendríticas primarias y además evaluar el 

grado de maduración de estas y aquellas derivadas de monocitos in situ en respuesta al cultivo 

con las citoquinas GM-CSF e IL-4 y al coctel de maduración αDCs. 

Para el análisis por el “software” FlowJo de las dos poblaciones de células dendríticas se 

seleccionó por tamaño y complejidad (FSC-A/SSC-A) la región de células monocíticas totales. 

Para su cuantificación las células dendríticas primarias de tipo plasmacitoide, mieloides e 

inmaduras fueron identificadas como células (HLA-DR+/LIN-/CD11c-/CD123+), (HLA-DR+/LIN-

/CD11c+/CD123-) y (HLA-DR+/LIN-/CD11c-/CD123-) respectivamente. El grado de maduración 

de células dendríticas derivadas in situ a partir de monocitos y de células dendríticas primarias 

totales fue establecido comparando el aumento en la expresión de las moléculas CD80 y CD83 

(MFI) en monocitos (seleccionados por FSC-A/SSC-A) y células monocíticas HLA-DR+/LIN 

respectivamente. En los dos casos los resultados se presentan como las veces de incremento 

(fold increase) de la expresión de CD80 y CD83 en las células tratadas DCs maduras con 

respecto a las no tratadas con el coctel de maduración αDCs (iDCs).  

FLUORESCENCIA MENOS UNO  

Dada la complejidad de la citometría empleada en los de paneles de anticuerpos utilizados (10 

canales de fluorescencia) se requirió evaluar la especificidad de tinción de cada anticuerpo 

fluoro-marcado comprendido en cada panel. Para esto, se realizó un control conocido como 

Fluorescencia Menos Uno (FMO en inglés), que consiste en la evaluación del ruido de fondo en 
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cada canal generado por la adición de los fluorocromos de los canales restantes, pudiendo así 

determinar la diferencia entre la muestra totalmente sin marcar (blanco) y con el control de 

tinción para ese canal el punto de corte ideal para establecer la población positiva. En la Figura 

10 se muestra cada uno de los canales, en donde se marca la muestra con todos los 

anticuerpos utilizados retirando uno de los anticuerpos y observando si la marcación de este 

faltante realmente se pierde (recuadros rojos). Este proceso se repite con cada uno de los 10 

anticuerpos y se realiza una matriz la cual permite determinar el punto de corte positivo o 

negativo en las diferentes sub-poblaciones analizadas. 

 

Figura 10. Fluorescencia Menos Uno (FMO) para panel de 10 anticuerpos. Esquema de control de fluorescencia a 

menos uno para el control de la marcación de la muestra con un set de 10 anticuerpos diferentes. Se observa como 

a pesar de tener una gama extensa de colores, cada una de los anticuerpos tiñe las células de manera altamente 

específica. La especificidad de la tinción se evidencia por la usencia de señal en el respectivo canal de fluorescencia 

cuando el anticuerpo marcado con el Fluorocromo específico para el canal analizado ha sido omitido de la mezcla 

(no se evidencia señal), no obstante la muestra ha sido incubada con los otros nueve anticuerpos fluoro-marcados 

que componen la mezcla (recuadros rojos). 

ANÁLISIS DE INMUNOHISTOQUÍMICA BIOPSIAS GÁSTRICAS 

Las biopsias de la mucosa gástrica se obtuvieron de la región no ulcerada adyacente al sitio de 

la lesión en los pacientes con patología diferente a cáncer o fueron tomadas de la región 

tumoral en los pacientes con cáncer, procedimiento que fue realizado por el gastroenterólogo 

encargado, el Dr. Martin Gómez, en la Unidad de Gastroenterología del Hospital El Tunal ESE.  
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Paso seguido, la muestras de aproximadamente 3x5 mm se fijaron en buffer de formalina y se 

incluyeron en los bloques de parafina. A partir de estos bloques se realizó la generación de las 

láminas cargadas, una de ellas, fue teñida con hematoxilina-eosina y utilizada para la 

determinación del grado histológico del paciente, la cuantificación del grado de inflamación y 

la presencia/ausencia de H. pylori, proceso que se realizó en compañía del patólogo el Dr. 

Yobany Sánchez, siguiendo el sistema de clasificación de Sydney (77, 106). 

La marcación por inmunohistoquímica se realizó en las láminas cargadas para cada uno de los 

pacientes siguiendo el protocolo utilizado en el laboratorio de patología clínica de la 

Universidad Nacional de Colombia, basado en la técnica de revelado con polímero de 

peroxidasa (Figura 11) y que se resume a continuación. 

 

 

Figura 11. Estructura del polímero de Peroxidasa utilizado para la marcación de Inmunohistoquímica. Tomado de 

Dako Education Guide (107). 

A las láminas seleccionadas para la tinción luego de ser desparafinadas y rehidratadas, se les 

realizó el procedimiento de recuperación antigénica utilizando un buffer pH 6 (Novocastra – 

Leica Biosystems) durante 40 minutos a 98ºC (vaporera eléctrica). Paso seguido, se bloqueó la 

actividad de la peroxidasa endógena con solución de metanol y peróxido al 0.3%. Después de 

esto, se delimitó el tejido utilizando un marcador hidrofóbico (DAKOPEN) y se agregó el 

anticuerpo primario. Dos horas después de la incubación se agregó el polímero de peroxidasa 

EnVision+Dual Link System anti ratón/conejo (DAKO – K4061) durante 30 minutos. Finalmente, 

se reveló la actividad peroxidasa utilizando el sistema cromogénico basado en di-amino 

bencidina líquida (DAB) (Dako).  

La lectura de las láminas se llevó a cabo en el laboratorio interfacultades de patología 

anatómica de la Universidad Nacional con un microscopio óptico (Eclipse E600, Nikon), el cual 

tiene acoplada una cámara digital de alta resolución (Eclipse DXM1200, Nikon) que se controla 

con un “software” para ajuste de variables ópticas (Automatic Camera Tamer, ACT-1, Nikon).  
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Al evaluar parámetros de identificación de marcación de revelado con peroxidasa de rábano, 

se encontró que se debe utilizar un foco de 0.71, con una exposición de 6MAX a un aumento 

de 40x, tomando fotografías campo de por medio para realizar un escaneo total del corte, 

dichas imágenes se analizaron finalmente por medio del “software” CELLPROFILER. 

GENERACIÓN DE LA PLANTILLA DE ANÁLISIS―“SOFTWARE”  CELLPROFILER  

La cuantificación de la marcación por inmunohistoquímica y su análisis usualmente es 

realizado por patólogos expertos, sin embargo, esta metodología tiene ciertos inconvenientes, 

principalmente la subjetividad del investigador y lo dispendioso del trabajo, especialmente 

cuando se desea aplicar en procesos masivos, con gran cantidad de láminas y marcadores.  

CellProfiler v2.1.1 (Board Institute) es un “software” libre especializado, que se utiliza para la 

cuantificación de imágenes biológicas obtenidas a través de microscopía óptica. Este 

“software” está diseñado a partir de módulos que permiten medir el tamaño celular, su forma 

y su intensidad de marcación (fluorescencia o DAB) (108).  

Mediante una interfaz gráfica se genera una secuencia de comandos de acuerdo al tipo de 

análisis requerido por el investigador (pipeline), en donde se seleccionan e incluyen los 

módulos requeridos para que paso a paso se procese la imagen y se obtenga la cuantificación 

deseada (Figura 12). Una vez generado el “pipeline”, el “software” es capaz de cuantificar los 

fenotipos de miles de imágenes de forma automática, y exportar un archivo en Excel en donde 

se muestra el área positiva de marcación, para cada una de las imágenes.   

 

Figura 12. Interfaz “CellProfiler” para la generación de la plantilla de análisis automatizado (Pipeline).   

Se digitalizaron fotografías representativas (70 – 80% del área total de la muestra) de cada una 

de las láminas marcadas por la técnica de IHQ y reveladas con peroxidasa, en un microscopio 

óptico (aumento de 40x) acoplado a una cámara de 20MPX con ajuste automático de 

exposición, balance de blancos y sensibilidad (ISO). Paso seguido las imágenes se cargaron al 
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“software” CellProfiler, y se inició el proceso de generación de la secuencia de análisis 

mediante la cual fue posible cuantificar la marcación positiva para cada uno de los marcadores 

utilizados, valor correspondiente al grado de infiltración inmune en el tejido gástrico.  

El “pipeline” generado para la cuantificación de la marcación positiva se compuso de 6 

módulos. En el primero – CROP– se estableció la ubicación de los archivos con las imágenes 

originales en formato *.jpg, y se realizó una selección de la muestra (recorte), descartando los 

bordes y espacios vacíos (configuración de punto central y un radio en pixeles en X y Y). 

 

Figura 13. Módulos de análisis para la cuantificación positiva de la marcación por inmunohistoquímica de forma 

automatizada. Se describen cada uno de los pasos establecidos en el pipeline: (A) Unmixcolors, (B) Mask Image, (C) 

Apply Threshold, (D) Mesure image area Occupied.  

  
El segundo módulo, - UNMIXCOLORS– se configuró basándose en la capacidad de absorción de 

luz, combinación de los canales rojo, verde y azul. En este módulo, se separó la imagen original 

en canales y convirtió cada canal en una imagen en escala de grises, omitiendo el ruido de 
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fondo. Para fines de análisis, se seleccionó la imagen recortada (IHQ CROP), y separó la tinción 

con hematoxilina (azul-morado) de la tinción de peroxidasa (naranja-café) (Figura 13A).  

El tercer módulo, - MASK IMAGE– oculta o ignora ciertas porciones de la imagen (basándose 

en los objetos previamente identificados). En el caso de este análisis, a partir de la imagen 

positiva para la tinción con peroxidasa en escala de grises, se produjo una máscara en donde 

sólo se tienen en cuenta los pixeles de interés, eliminando de la imagen los bordes blancos, y 

el ruido de fondo (Figura 13B) 

El cuarto módulo -APPLY THRESHOLD – establece el punto de corte a partir de la intensidad de 

los pixeles en la imagen, llevando a cero aquellas intensidades arriba o abajo del umbral, 

produciendo así, una imagen binaria. En el caso del análisis, a partir de la imagen máscara 

generada, se calcula un umbral específico por fotografía, y se establecen en blanco las áreas 

realmente positivas (Figura 13C). 

El penúltimo módulo -MEASURE IMAGE AREA OCCUPIED – analiza la imagen binaria final 

(ThreshPeroxide), y reporta la suma de las áreas y perímetros del objeto de interés (en blanco) 

midiendo el número de pixeles positivos que se encuentran por encima del umbral establecido 

en el paso anterior (Figura 13D).  

Finalmente, en el módulo -EXPORT TO DATABASE - los resultados de todas las imágenes se 

exportan a un archivo de texto separado por tabuladores, a partir del cual se puede analizar en 

programas estadísticos o en Excel. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO Y MULTIVARIADO   

En este estudio se estableció un tamaño de muestra de 20 pacientes por grupo, los grupos 

están basados en las 5 categorías establecidas de lesión gástrica; tamaño de muestra con un 

poder de 82% que permitió determinar diferencias entre las medias de los valores con un nivel 

de significancia de 0.05% (valor p) con un estimado de la desviación estándar de 10.  

La media de los porcentajes de las sub-poblaciones de células en sangre y los niveles de 

maduración de citoquinas y estado de reversión fueron comparados entre los diferentes 

estadios mediante análisis de varianza ANOVA de dos vías. Posteriormente se realizó una 

prueba post-test para determinación de diferencias entre grupos  (prueba de Bonferroni) (109-

111). Los valores p fueron significativos de la siguiente forma: 0.05 (*), 0.01 (**) o 0.001 (***). 

Los datos se analizaron utilizando el “software” Prism v5 (Graph Pad).  
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INMUNO-MONITOREO POR CITOMETRIA DE 

FLUJO DE APCS Y LINFOCITOS T PRESENTES EN 

PBMCS  DE PACIENTES CON LESIONES 

BENIGNAS Y MALIGNAS DE LA MUCOSA 

GASTRICA (ANÁLISIS MANUAL) 

RACIONAL  

El cáncer gástrico de tipo intestinal es una patología que se desarrolla en un tiempo 

prolongado, en el que la carcinogénesis es causada en parte por una respuesta inflamatoria a 

la infección crónica por el H. pylori. De otro lado, se considera que en el cáncer gástrico, como 

en otros tumores, la evasión de la inmuno-vigilancia de las células tumorales al sistema 

inmune está asociada a una supresión de distintos componentes celulares de la respuesta 

inmune. 

Por lo anterior, el monitoreo de distintas sub-poblaciones de leucocitos en sangre periférica ha 

sido utilizado con el propósito de determinar el grado de disfunción inmune en los pacientes 

con cáncer (93). Con el fin de implementar mediciones inmunológicas conducentes a 

identificar posibles biomarcadores inmunológicos en cáncer gástrico de tipo intestinal, en este 

trabajo se monitorearon en PBMCs de individuos sanos y con lesiones de la mucosa gástrica 

(gastritis crónica, metaplasia intestinal, cáncer temprano y cáncer avanzado), la presencia ex 

vivo y el inmuno-fenotipo de distintas sub-poblaciones de monocitos, MDSCs y células 

dendríticas, así como de distintas sub-poblaciones de linfocitos T CD8+ y CD4+ totales, 

linfocitos T CD4+ supresores (Tregs), Th17 y TFh. Adicionalmente se exploró la inmuno-

competencia tanto de las DCs como  de linfocitos T para responder a sendos estímulos in vitro.  
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INMUNO-MONITOREO DE APCS 

ESTADO DEL ARTE 

MONOCITOS CD14/CD16 

Los monocitos son células del sistema inmune innato que juegan un papel importante en 

procesos inflamatorios involucrados en la generación de inmunidad. Esta población de 

leucocitos, se desarrolla en la medula ósea a partir de monoblastos, los cuales se liberan a la 

periferia en donde, como precursores mieloides, responden eficientemente a estímulos pro-

inflamatorios (p. ej., citoquinas y quimioquinas) y entran a los tejidos en donde se diferencian 

a macrófagos tisulares en procesos celulares determinados por el microambiente (112, 113).   

Hasta hace pocos años, los monocitos se clasificaron como inflamatorios y no infamatorios a 

partir de sus atributos funcionales ex vivo, sin embargo, esta clasificación es confusa ya que las 

propiedades funcionales de estas células van más allá de una respuesta inflamatoria (112). 

Actualmente, la nomenclatura clasifica estas células en monocitos clásicos (114) y no clásicos 

(115).  

Además, en sangre esta población heterogénea de células se divide en tres subpoblaciones 

dependiendo de la expresión de los marcadores CD14 y CD16. La sub-población de monocitos 

clásicos (CD14++ CD16-) constituye en condiciones fisiológicas la mayor parte de los 

monocitos; quienes en respuesta a LPS, secretan grandes cantidades de IL-10. La sub-población 

de monocitos intermedios (CD14++ CD16+), representan un estadio intermedio en la 

diferenciación de monocitos a macrófagos y finalmente la subpoblación de monocitos no 

clásicos (CD14+ CD16+), son monocitos que en respuesta a LPS sintetizan altas cantidades de 

TNF-α y bajas cantidades de IL-10 en comparación con los monocitos clásicos, por lo que se les 

considera monocitos maduros similares a los macrófagos residentes en tejidos (113). 

Asimismo, esta población tiene un papel en la inflamación, en la respuesta a agentes 

infecciosos, en sepsis, así como en la patogénesis de algunos tumores (16, 116). 

En el proceso de inflamación de la mucosa gástrica mediado por H. pylori, se ha descrito un 

infiltrado de monocitos y macrófagos durante el desarrollo de la gastritis crónica.  En este 

proceso la  bacteria induce supresión a través de la producción de Hp(2-20) (cecropin-like H. 

pylori–derived peptide) (117), que estimula a los monocitos a generar radicales de oxígeno 

derivados de la NADPH-oxidasa, que suprime la función de las células NK y linfocitos T 

mediante la inducción de apoptosis en éstas células (118, 119). 

En cáncer, el papel de los monocitos no está aún bien definido, inicialmente se le atribuyó a la 

población de monocitos no clásicos (CD14+ CD16+) un papel antitumoral debido a la 

producción de TNF-α, IL-12P40 e IL-12P70 durante su interacción con células tumorales in-vitro 

(120). Sin embargo, en estudios más recientes, a los monocitos que se diferencian a 

macrófagos e infiltran los tumores se les ha atribuido un importante papel en la inmuno-

regulación, angiogénesis y capacidad de metástasis de algunas células tumorales (121, 122).  
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Por consiguiente, en el caso del cáncer gástrico ha sido descrita una disminución en sangre de 

los monocitos clásicos (CD14++ CD16-) a expensas de un aumento en la cantidad de TAMs 

(macrófagos infiltrantes de tumor) los cuales tienen carácter anti-inflamatorio reflejado en la 

secreción de IL-10 y baja producción de TNF-α, razón por la cual la infiltración tumoral por 

estos macrófagos es un factor de pronostico desfavorable en este tipo de cáncer (123).   

CÉLULAS SUPRESORAS DE ORIGEN M IELOIDE (MDSCS)   

Dentro de las APCs, las MDSCs representan el componente supresor de la respuesta inmune 

más importante, razón por la cual, establecer el papel de estas células en la respuesta anti-

tumoral ha sido motivo de interés en la investigación en cáncer en los últimos años.  

(Autor, año - 
referencia) 
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Fu et al.,          
2011 - (124) 

Pacientes C. 
Gástrico (n=43) 

PBMCs entre estadio I/II y estadio III/IV  
(MD= 1.64, 95% IC= (0.68-2.59), P=0.0015 - - -           

Zhuang et al., 
2012 – (125) 

Pacientes con C. 
Gástrico después 
de cirugía (n=103) 

MDSCs/ CD45+ entre estadio I/II y III/IV 
 (MD=15%, 95% IC= (3.67-26.33) P<0.01)     - + + +     

Wang et al.,     
2013 – (126) 

Pacientes C. 
Gástrico (n=40) 

PBMCs entre estadio I/II y estadio III/IV  
(MD= 12.62%, CI= (10.82-14.42), P<0.0001) - bajo/- -   + + +   

Ye et al.,  
2015 – (127) 

Pacientes C. 
Gástrico (n=77) 

PBMCs entre estadio I y II/III/IV  
(MD= 12.05, CI= (0.22-23.88), P=0.046) -   +           

Xia et al.,            

2014 – (128) 

Pacientes con C. 
Gástrico después 
de cirugía (n=38) 

Respuesta Clínica en pacientes con  niveles 
altos vs. bajos en PBMCs, p > 0.05 - -       +     

Dong et al.,      

2013 – (129) 

Pacientes con C. 
Gástrico IIIa 

después de cirugía 
(n=100) 

Respuesta Clínica  niveles altos vs. bajos en 
Tumor, sobrevida y tiempo sin recaída,  
p < 0.0001 

          +   + 

Gabitass et al., 

2011 – (17) 

Pacientes con C. 
Gastrointestinal 

(n=123) 

Respuesta Clínica MDSCs  >2% vs <2% en 
PBMCs, Sobrevida (HR=16.1, 95% CI= (3.08-
84.27), P<0.001) p>0.005 en diferencia 
estadios 

- bajo/-     + +     

Mundy-Bosse et 

al., 2011 – (130) 

Pacientes con 
Cáncer 

Gastrointestinal 
(n=40) 

2 veces de incremento en frecuencia de 
MDSCs CD14+ asociado a disminución de 
muerte  
(HR = 0.69; 95% CI: 0.49–0.97; P = 0.033) 

-   +     +     

INMUNO-
MONITOREO 

Pacientes en uno 
de los 5 grupos: 

GASTRITIS, 
METAPLASIA, 

CANCER 
TEMPRANO, 

CANCER 
AVANZADO 

Identificación m-MDSCs 
   (similares a monocitos) -   +           

Identificación pmn-MDSCs                                
(similares a neutrófilos)     -   + +     

Identificación mix-MDSCs                                       
(mezcla población m y pmn) -       + +     

Tabla 4. Revisión de estudios en los que se ha analizado el desempeño de las células MDSCs en la etiología del 

cáncer gástrico. Se resaltan los marcadores utilizados para evaluar MDSCs en diferentes estudios de pacientes con 

cáncer gástrico. En gris, los marcadores utilizados en el presente estudio para la identificación de distintas sub-

poblaciones de MDSCs.  
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Hoy en día se sabe que varias citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas secretadas por las 

células tumorales inducen un aumento de la frecuencia de MDSCs en sangre, en nódulo 

linfático y en tejido tumoral (131) por lo que el grado de infiltración de los tumores por éstas 

células tiene valor predictivo y pronóstico. Se ha descrito que estas células ejercen su función 

supresora mediante la expresión de arginasa (ARG1), NOS inducible (iNOS) (132-134), TFGβ 

(135, 136), IL-1β (137), IL-10 (138) y COX2 (139, 140). Además de lo anterior, el secuestro del 

aminoácido cisteína (141), la disminución de la expresión de la L-selectina en las células T (142) 

y la inducción Tregs (143) contribuyen a la supresión inducida por MDSCs.  

En relación con su identificación, en humanos las MDSCs se encuentran en la fracción de 

células mononucleares y contrario a las identificadas en ratones, estas células expresan una 

gran heterogeneidad de marcadores celulares lo cual dificulta su definición como población y 

su evaluación funcional. Las MDSCs se clasifican principalmente en: (i) células progenitoras 

mieloides y células mononucleares inmaduras similares a monocitos (m-MDSCs) y (ii) células 

polimorfo nucleares inmaduras (pmn) con una morfología similar a la de los neutrófilos (pmn-

MDSCs) (144). 

Las m-MDSCs suprimen la respuesta de las células T (específicas o no de antígeno) y muestran 

una actividad supresora más fuerte que las pmn-MDSCs, estas células, ejercen su función 

supresora principalmente a expensas de la producción de NO y citoquinas (revisado en (145)). 

Por el contrario, las pmn-MDSCs son capaces de suprimir la respuesta inmune de una manera 

antígeno-específica mediante la producción de ROS y  la generación de peroxinitrito (PNT) 

(reacción del NO con superóxido) el cual inhibe la respuesta inmune celular en parte debido a 

procesos de nitrilación de residuos de amino-ácidos en el TCR y el MHC, esto impide el 

reconocimiento del antígeno por los linfocitos T (146-148). En cáncer gástrico se han 

adelantado varios estudios en los que se ha evaluado el comportamiento de las MDSCs (Tabla 

4). A estas células se les ha atribuido un carácter inmuno-supresor en pacientes con cáncer, 

asociado con altos niveles de MDSCs tanto en sangre periférica como en el microambiente 

tumoral lo cual está relacionado a una mayor mortalidad, recaída y progresión del tumor. Sin 

embargo, la heterogeneidad de marcadores utilizados para detectar y analizar a las MDSCs en 

los diferentes estudios (Tabla 4), ha dificultado enormemente la comparación de resultados 

entre estos.  

Por esta razón la evaluación de MDSCs en este trabajo se hizo con base en marcadores 

utilizados en artículos previos, en los que se evaluó el valor pronóstico de estas células en 

cáncer gástrico, para lo cual se tuvo en cuenta el análisis de diferentes poblaciones de MDSCs: 

similares a monocitos (M-MDSCs), similares a neutrófilos (pmn-MDSCs) y una mezcla de las 

dos, tal y como lo recomienda Marvel y Col., (145).    

CÉLULAS DENDRÍTICAS (DCS) 

Las células dendríticas (DCs) son células presentadoras de antígeno profesionales (APC) que 

ejercen funciones de puente entre la respuesta inmune innata y adaptativa. Dentro de sus 

funciones principales está la presentación de antígenos a las células T, ejerciendo una función 

de inmuno-regulación importante (149). Debido al eficiente estímulo de las células T y el 

efecto de inmuno-modulación de la respuesta celular, las DCs son consideradas las células más 

importantes del compartimiento APC (150, 151).  
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Por su parte, en sangre se presentan ciertas dificultades a la hora de diferenciar estas células 

de los monocitos y macrófagos debido a la estrecha relación entre linajes, ya que los 

monocitos pueden diferenciarse a DCs (152) y las DCs pueden diferenciarse a macrófagos 

(153). Aunque las DCs en sangre no tienen las mismas características de DCs residentes en 

tejidos, estas se identifican por expresar altos niveles de HLA-DR (MHC-II) y ser negativas para 

los marcadores CD3, CD14, CD19, CD20, CD56 y CD34 (células del linaje de leucocitos negativo 

(LIN-)) (145).  

Asimismo, en sangre periférica el compartimento de leucocitos LIN-/HLA-DR+ está compuesto 

por tres sub-poblaciones de DCs: las DC mieloides (mDCs) que expresan el marcador CD11c y 

las DC plasmacitoides (pDCs), productoras eficientes de interferones tipo I, caracterizadas por 

no expresar CD11c, pero sí el dominio alfa del receptor de IL-23 (CD123) (112). Dentro de este 

compartimento, a las células LIN-/HLA-DR+ que son CD11c-/CD123- se les considera células 

dendríticas inmaduras (154).  

A diferencia de las DCs en el modelo murino, las sub-poblaciones de DCs en el humano no 

están definidas por su origen mieloide o linfoide sino por propiedades funcionales, como la 

producción de ciertas citoquinas en respuesta a los patógenos y la distribución tisular que les 

permite interactuar en órganos linfoides con distintas sub-poblaciones de leucocitos (155). Las 

pDCs reconocen componentes virales y secretan grandes cantidades de IFN tipo I, con lo cual 

contribuyen a la respuesta inflamatoria aguda y la diferenciación de células B a plasmocitos 

productores de anticuerpos de forma dependiente o no de linfocitos T (156). Sin embargo, 

estas células ejercen funciones tolerogénicas e inmuno-supresoras de los linfocitos T en 

respuesta a algunos estímulos mediante la producción de IDO, lo cual favorece la generación 

de Tregs, y la secreción de granzima B (GrB) que induce la apoptosis y suprime la proliferación 

de linfocitos T efectores (156).  

Por su parte las mDCs reconocen eficientemente PAMS (patrones de reconocimiento de 

patógenos) bacterianos y de esta forma producen citoquinas como la IL-12, importante para la 

diferenciación de linfocitos T CD4+ hacia el fenotipo Th1 y que además promueve la actividad 

citotóxica de linfocitos T CD8+ y NKs.  Las mDCs exhiben una gran plasticidad para responder a 

estímulos pro-inflamatorios y a su vez responden produciendo una gama de quimoquinas y 

citoquinas (TGF-, GM-CSF, TNF-, IL-1 IL-6, IL-23) que modulan eficientemente la 

diferenciación de linfocitos T CD4+ vírgenes hacia los subtipos celulares Th1, Th2 y Th17 (157, 

158).  

Una vez las células dendríticas inmaduras capturan antígenos, estas se transforman en DCs 

maduras que estimulan eficientemente las células T. Esta transformación es inducida por el 

reconocimiento de patógenos, por estímulos pro-inflamatorios (citoquinas pro-inflamatorias 

como IL-1β, IL-6 y TNF-α) o por señales de daño tisular (colágeno y matriz extracelular). Tras la 

maduración, las DCs aumentan la expresión de moléculas de adhesión y co-estimulación y 

secretan citoquinas. Por su parte, las células dendríticas inmaduras no proporcionan señales 

co-estimuladoras apropiadas a las células T, con lo cual pueden generar anergia en linfocitos y 

el aumento de células T reguladoras.  

En relación con el cáncer, la disminución en número de DCs, su fenotipo inmaduro 

caracterizado por la expresión deficiente de moléculas co-estimuladoras (CD80 y CD86) y la 
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baja capacidad para estimular una respuesta efectora de las células T ha sido reportado en 

pacientes con distintos tipos de tumores y son algunas de las razones por las que las células 

tumorales escapan de la inmuno-vigilancia del sistema inmune (13, 159, 160). También se sabe 

que los pacientes pueden adquirir una respuesta adaptativa frente a antígenos asociados a 

tumor (TAAs), capaz de generar una respuesta antitumoral efectiva, la cual se correlaciona con 

una mayor sobrevida. No obstante, en distintos tipos de cáncer las DCs circulantes y aquellas 

que infiltran los tumores están reducidas en número y exhiben dificultad para madurar en 

respuesta a estímulos pro-inflamatorios (161, 162). En consecuencia, las iDCs en pacientes con 

cáncer no solo pierden su capacidad de activar linfocitos T vírgenes sino que inducen 

tolerancia gracias al aumento en la producción de citoquinas como IL-10, IL-6 y GM-CSF (163-

166).  

Particularmente en el caso del cáncer gástrico, el grado de infiltración de los tumores por DCs 

se correlaciona con una disminución de la metástasis, un aumento en la apoptosis tumoral y 

un mejor pronóstico clínico de la enfermedad (18, 167). Por el contrario, la producción 

aumentada de iNOS en carcinoma gástrico se relaciona con la secreción de VEGF que inhibe la 

maduración de DCs y reduce la infiltración del tumor por estas células (168-170). Además, 

algunos tumores gástricos expresan Granenzima B, que destruye linfocitos citotóxicos anti-

tumorales y células dendríticas en el microambiente tumoral (171, 172).  

RESULTADOS  

EVALUACIÓN MONOCITOS CD14/CD16 

Para evaluar los monocitos en individuos (n=5) de cada uno de los cinco grupos, inicialmente 

se seleccionó dentro de las PBMCs una población de células con la complejidad celular propia 

de monocitos (determinada por SSC-A) que a su vez expresan el marcador CD14.  Aunque no 

se observaron diferencias estadísticamente significativas, el análisis de esta población CD14+ 

evidenció que mientras en los pacientes con cáncer avanzado la población de monocitos 

tiende a estar aumentada, estas células tienden a estar disminuidas en sangre de pacientes 

con metaplasia (Figura 14). 
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Figura 14. Análisis de la población de monocitos (definidos por SSC-A y CD14+) en PBMCs de individuos con 

diferentes lesiones de la mucosa gástrica.  (A) Imagen representativa del análisis de monocitos definidos por SSC-A 

y CD14+ presentes en PBMCs de individuos de cada uno de los grupos de estudio analizados. (B) Cuantificación del 

porcentaje de la población de monocitos CD14+/SSC-A en individuos (n=5) de cada grupo.    

Una vez determinado el porcentaje de monocitos, se analizó en las células CD14+, la expresión 
de los marcadores CD14 y CD16. En los monocitos así seleccionados se analizaron tres sub-
poblaciones: (i) monocitos clásicos los cuales expresan cantidades altas de CD14 y no expresan 
el marcador CD16 (células CD14++ CD16-);  (ii) monocitos intermedios que expresan niveles 
altos de CD14 e intermedios de CD16 (CD14++ CD16+) y (iii) monocitos no clásicos los cuales 
expresan ambos marcadores (CD14+ CD16+) (Figura 15A).   
 

 

Figura 15. Análisis de las subpoblaciones de monocitos clásicos, intermedios y no clásicos en los diferentes grupos 

evaluados. (A) Imagen representativa de diagramas de contorno en el que se analiza por citometría de flujo la 
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distribución de las poblaciones de monocitos clásicos (CD14++, CD16-, rojo), intermedios (CD14++, CD16+, azul) y no 

clásicos (CD14+ CD16+, verde) dentro de la población de monocitos definidos por CD14+ y SSC-A.  (B) Cuantificación 

de la población de monocitos clásicos (panel izquierdo), intermedios (centro) y no clásicos (derecha) en individuos 

(n=5) de cada uno de los cinco grupos. 

La Figura 15B muestra los resultados de la distribución de las sub-poblaciones de monocitos en 

sangre periférica de individuos (n=5) en los cinco grupos.  Este análisis mostró que comparados 

con los donantes sanos los individuos con metaplasia muestran una discreta disminución de la 

población de monocitos clásicos (CD14++CD16-) (panel izquierdo), los pacientes con gastritis 

muestran una ligera disminución de monocitos intermedios (panel central) y los individuos 

sanos poseen los niveles más bajos de monocitos no clásicos (panel derecho).  

EVALUACIÓN CÉLULAS M IELOIDES SUPRESORAS (MDSCS) 

A partir de marcadores característicos de células MDSCs (células HLA-DR-, CD33+ y CD11b+) 

sumado a la expresión positiva o negativa de CD14 y atendiendo diferencias en el origen 

ontogénico de distintos tipos de MDSCs, en este trabajo se realizó el análisis de tres 

poblaciones de MDSCs dentro de los monocitos presentes en PBMCs totales como se describe 

en materiales y métodos.  Dentro de las células monocíticas, las pmn-MDSCs fueron definidas 

como células CD14-, CD11b+ y CD33+ (Figura 16A) y las m-MDSCs como células CD14+ HLA-DR-

(Figura 16B).  Por su parte las mix-MDSCs fueron definidas dentro de las células monocíticas - 

independientemente de la expresión de CD14 - como una población mixta enriquecida en 

progenitores mieloides como células HLA-DR- CD11b+ CD33+ (Figura 16C).    

 

Figura 16. Análisis  ex vivo de tres poblaciones de MDSCs en PBMCs de individuos de los 5 estadios de 

carcinogénesis gástrica estudiados. Esquema para la identificación de (A) pmn-MDSCs, seleccionados como células 

CD33+ dentro de la población CD14-/CD11b+; (B) m-MDSCs (células CD14+/HLA-DR-), y (C) MDSCs mixtas 

seleccionadas como células CD33+ dentro de la población CD11b+/HLA-DR-. (D)Porcentaje de células pmn-MDSCs, 

(E) m-MDSCs, y (F) mix-MDSCs en PBMCs de cinco individuos en cada uno de los cinco grupos analizados.    

Los resultados de la cuantificación porcentual de las diferentes sub-poblaciones  de MDSCs 

mostraron que los pacientes con metaplasia tienen tendencia a tener un porcentaje 

aumentado de pmn-MDSCs comparado con los demás grupos incluidos los donantes sanos. El 
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porcentaje de estas células en donantes sanos fue similar al encontrado en pacientes con 

cáncer (Figura 16D).  

Por otra parte, se observó que, dentro de las poblaciones analizadas, las m-MDSCs mostraron 

los porcentajes más bajos de los tres tipos de MDSCs, siendo los donantes sanos los que 

poseen los niveles más bajos y los pacientes con gastritis y cáncer avanzado aquellos con los 

niveles relativamente más altos (Figura 16E).   

Finalmente, la población de MDSCs mixta mostró tendencias similares a lo visto en las pmn-

MDSCs, con porcentajes aumentados en gastritis y metaplasia en relación a donantes sanos 

quienes tuvieron niveles ligeramente más bajos que los otros grupos (Figura 16F).  

EVALUACIÓN SUBPOBLACIONES DCS 

La estrategia para el análisis ex vivo por citometría de flujo de tres sub-poblaciones de DCs (i) 

Mieloides (HLA-DR+ LIN- CD11c+); (ii) Plasmacitoides (HLA-DR+ LIN- CD123+) y (iii) Inmaduras 

(HLA-DR+ LIN- CD11c- y CD123-) presentes en PBMCs de individuos de los cinco grupos se 

presenta en la Figura 17A. 

 

 

Figura 17. Esquema de la evaluación y cuantificación ex vivo de tres subpoblaciones de células dendríticas (DCs) 

en PBMCs de individuos sanos y con lesiones asociados al desarrollo del cáncer gástrico. (A) Esquema utilizado 

para el análisis por citometría de flujo de células dendríticas. Inicialmente la población de monocitos fue delimitada 

por los parámetros FSC-A y SSC-A (panel izquierdo); en las células contenidas en esa región se seleccionó la 

población de células dendríticas totales LIN-1-/HLA-DR+ (DCs en panel central) y dentro de ellas con base en la 

expresión diferencial de los marcadores CD11c y CD123 se analizaron las tres sub-poblaciones de DCs así: DCs 

Inmaduras (CD11c-CD123-); DCs Mieloides (CD11c+CD123-) y DCs Plasmacitoides (CD11c+CD123+). (B) Gráficos de 

contornos que muestra el patrón de distribución de las tres sub-poblaciones de DCs señaladas en PBMCs de un 

individuo representativo de cada grupo analizado.  
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Una vez definidas las tres sub-poblaciones se establecieron los porcentajes de cada población 

en la muestra de cada individuo como se muestra en la Figura 17B. Una vez establecidos los 

porcentajes de cada sub-población en los cinco individuos de cada grupo, los porcentajes 

fueron comparados entre los cinco grupos de individuos.  

Este análisis evidenció un ligero aumento de las dendríticas inmaduras en los pacientes con 

gastritis y cáncer avanzado. Los pacientes con metaplasia tuvieron niveles bajos de DCs 

inmaduras similares a los observados en donantes sanos (Figura 18 A y D). Al evaluar las 

dendríticas mieloides CD11c+, se observó una discreta disminución en el porcentaje de esta 

población en los pacientes con gastritis, cáncer temprano y avanzado, en comparación con los 

pacientes con metaplasia, que exhibieron porcentajes similares a los observados en donantes 

sanos (Figura 18 B y D).  Es de resaltar que los pacientes con cáncer avanzado mostraron una 

disminución estadísticamente significativa de las células dendríticas mieloides CD11c+ 

comparado con los individuos sanos (Figura 18 B y D).  

 

Figura 18. Evaluación de las sub-poblaciones de células dendríticas Inmaduras, Mieloides y Plasmacitoides en 

PBMCs de individuos en los cinco grupos estudiados. Cuantificación de las células dendríticas (HLA-DR+/LIN-) (A) 

inmaduras (CD11c-/ CD123-), (B) mieloides (CD11c+) y (C) plasmacitoides (CD123+) en PBMCs de cinco individuos 

por cada grupo analizado. (D) Análisis acumulativo de las tres subpoblaciones en los diferentes estadios. [ * p < 

0.05] Test de Friedman con post-test de Bonferroni.    

Finalmente, la cuantificación de las dendríticas plasmacitoides mostró un comportamiento 

homogéneo entre los individuos de los cinco grupos. Con respecto a los donantes sanos, se 

observó una discreta disminución de estas células en los individuos con cáncer avanzado 

(Figura 18 C-D). 

EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA DE DCS A ESTÍMULOS DE MADURACIÓN  

Para explorar la capacidad funcional de células del componente APC, se evaluó en PBMCs de 

los individuos de los cinco grupos la respuesta a las interleuquinas IL-4 y GM-CSF y al coctel de 
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citoquinas pro-inflamatorias (αDCs) de células dendríticas derivadas in situ a partir de 

monocitos caracterizados por tamaño (FSC-A) y complejidad (SSC-A) tal y como ha sido 

reportado previamente (105). La Figura 19 muestra el grado de funcionalidad de estas células 

mediante la cuantificación del aumento en la expresión de las moléculas CD80 (Figura 19B) y 

CD83 (Figura 19B) en células dendríticas inmaduras (iDCs) derivadas de monocitos sin tratar 

(histograma blanco) o luego de ser tratadas (histograma gris) con el coctel de citoquinas αDCs.  

Los resultados muestran una tendencia a la disminución de la expresión de los marcadores de 

activación CD80 y CD83 (Figura 19C paneles izquierdo y derecho respectivamente) en la 

población de DCs derivadas in situ a partir de monocitos en individuos con distintas patologías 

de la mucosa gástrica comparados con los donantes sanos.  La disminución funcional de este 

tipo de APCs fue especialmente notoria en los pacientes con metaplasia y cáncer temprano 

quienes expresaron los niveles más bajos de CD80 en respuesta a la maduración (Figura 19C – 

panel izquierdo) y fue menos evidente cuando se utilizó CD83 (Figura 19C – panel derecho).  

Adicionalmente,  con la medición de los mismos marcadores se evaluó el grado de respuesta al 

coctel de citoquinas αDCs de las células dendriticas primarias presentes en las PBMCs (células 

mono-nucleares HLA-DR+/LIN-) (Figura 16 panel D). Diferencias en la frecuencia de DCs 

primarias en respuesta al estímulo “in vitro” no fueron detectados (datos no mostrados). Sin 

embargo, la inducción de los marcadores en respuesta al coctel de maduración mostró en las 

DCs primarias totales un comportamiento similar al observado en la población de DCs derivada 

de monocitos “in situ”. Aunque los valores de incremento fueron similares entre los cuatro 

grupos de individuos con patología gástrica, en respuesta al estímulo de maduración los 

donantes sanos mostraron el mayor incremento en la expresión de ambos marcadores (Figura 

19D). Mientras en DCs primarias la expresión de CD80 tuvo los niveles más bajos en los 

pacientes con los estadios más avanzados de la carcinogénesis, en individuos con gastritis el 

CD80 alcanzó niveles casi similares a los de individuos sanos (Figura 19D- panel izquierdo). En 

cuanto a la expresión del marcador CD83, todas las patologías se comportaron de forma 

similar, con niveles de expresión equivalente a la mitad de los niveles observados en DCs 

totales de los donantes sanos (Figura 19D-panel derecho). 
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Figura 19. Evaluación del grado de maduración de DCs derivadas in situ a partir de monocitos y DCs primarias 

totales presentes en PBMCs de individuos en distintos estadios de la carcinogénesis gástrica. Histogramas del 

grado de expresión del marcador CD80 (A) y CD83 (B) en monocitos presentes en PBMCs (delimitados por los 

parámetros SSC-A y FSC-A) en respuesta al cultivo “in vitro” con GM-CSF e IL-4 por 24 horas seguido del estímulo 

por 24 horas con el coctel de citoquinas (αDC); iDCs - control (histograma gris) y DCs maduras derivadas de 

monocitos luego del tratamiento con el coctel de citoquinas αDCs (histograma blanco) en PBMCs. (C) Cuantificación 

del “Fold Increase” de CD80 (panel izquierdo) y CD83 (panel derecho) en monocitos presentes en PBMCs 

estimulados con coctel de maduración de citoquinas αDC. (D) Cuantificación del “Fold Increase” de CD80 (panel 

izquierdo) y CD83 (panel derecho) en células dendríticas totales primarias (HLA-DR+/LIN-) presentes en PBMCs de 

individuos en los cinco estadios evaluados luego del tratamiento con el coctel de maduración αDC. La línea 

punteada señala el valor de 1 en donde no existen diferencias en respuesta al estímulo entre iDCs y DCs maduras.  

Adicionalmente a la expresión de los niveles de CD80 y CD83 evaluados luego de la exposición 

de las células a en cultivo a las citoquinas se cuantifico la secreción de las citoquinas IL-10 e IL-

12 en los sobrenadantes de cultivo. En el caso de la IL-10 esta citoquina fue detectada en los 
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niveles más bajos en los sobrenadantes de cultivo de células de los donantes sanos; sin 

embargo se observó una tendencia al aumento en su secreción en todos los demás grupos de 

individuos, especialmente en los pacientes con gastritis y cáncer avanzado (Figura 20A). 

 

Figura 20. Cuantificación de la secreción de citoquinas presentes en sobrenadante de cultivos de PBMCs de 

individuos (n=5) de los cinco estadios analizados tratados con GM-CSF e IL-4 +/- y el coctel de maduración αDC. 

Estimación del cambio en la concentración (Δ delta pg(mL) de citoquinas IL-10 (A) e IL-12 (B) calculado mediante la 

sustracción de la concentración de la citoquina obtenida del cultivo sin madurar (tratamiento de PBMCs con GM-

CSF + IL-4 solamente) de los niveles de citoquina obtenidos después 24 horas adicionales de cultivo en presencia del 

coctel de maduración αDC. [ * p < 0.05] Test de Friedman con post-test de Bonferroni.    

Finalmente, los niveles de IL-12 mostraron que en respuesta al coctel de citoquinas, en los 

cinco grupos evaluados, las células de los donantes sanos secretaron la mayor cantidad de IL-

12, mientras que los niveles de producción de esta citoquina por células de los individuos de 

todas las patologías estuvo disminuido. La disminución de IL-12 fue deficiente especialmente 

en células de pacientes con cáncer avanzado en donde la disminución de niveles de producción 

de esta citoquina con respecto a los individuos sanos fue estadísticamente significativa (Figura 

20B).   

CORRELACIÓN ENTRE INFILTRADO DE CD33  EN MUCOSA GÁSTRICA VS.  

NIVELES PNM-MDSCS EN SANGRE   

Finalmente, se analizaron las biopsias obtenidas de nueve de los pacientes a los cuales se les 

realizó el análisis de sangre (3 con gastritis crónica no atrófica, 3 con metaplasia, y 3 con cáncer 

temprano);  inicialmente, se realizó la marcación por inmunohistoquímica, y se cuantificó el 

porcentaje de células CD33+ mediante el “software” de análisis de imagen CellProfiler. Al 

comparar estos porcentajes de expresión entre los tres grupos evaluados, se encontraron 

resultados similares a los observados en sangre para las MDSCs similares a neutrófilos (pmn-

MDSCs), en donde los individuos con metaplasia tienen los niveles más altos, mientras que 

aquellos con gastritis y cáncer tienen valores similares de CD33 (Figura 21A).  
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Figura 21. Cuantificación y correlación de infiltrado CD33+ en mucosa gástrica en individuos (n=3) de tres grupos 

de patología de la mucosa gástrica. (A) Cuantificación del porcentaje de infiltración de CD33 mediante 

cuantificación automatizada de marcación por inmunohistoquímica en individuos de 3 diferentes grupos de estudio 

analizados. (B) Correlación de Spearman entre el porcentaje de pmn-MDSCs (CD14-, CD11b+ y CD33+) en sangre 

periférica y el porcentaje de células CD33+ infiltrantes en mucosa gástrica para individuos pertenecientes a tres 

grupos evaluados, (cuadrados – gastritis, triángulos – metaplasia, círculos – cáncer temprano). 

Paso seguido, se correlacionó el nivel de CD33 en la mucosa gástrica, con los niveles de pnm-

MDSCs (CD14-, CD11b+ y CD33+) en sangre, observando una relación positiva entre estas dos 

mediciones para los tres grupos, con valores r (Spearman) cercanos a uno en las patologías 

benignas (gastritis y metaplasia) (Figura 21B). 
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INMUNO-MONITOREO DE LINFOCITOS 

ESTADO DEL ARTE 

La función de los linfocitos tanto CD4+ como CD8+ en inmunidad anti-tumoral ha sido 

ampliamente estudiada debido a que las células CD4+ son críticas para el priming de células 

CD8+ específicas de tumor, así como para la expresión de células T  CD8+ de memoria (173, 

174). Es por esta razón que el aumento de CD8+ tanto en sangre como en el microambiente 

tumoral es un biomarcador de buen pronóstico en cáncer (175). Sin embargo, el valor 

pronóstico de los valores bajos en la relación entre CD4+/CD8+ no es tan claro, y depende del 

tipo de cáncer y las subpoblaciones de estos linfocitos (176, 177). 

Las células T ayudadoras CD4+ regulan tanto  la respuesta celular citotóxica como la 

producción de anticuerpos por los linfocitos B mediante la interacción con componentes 

presentadores de antígeno, y responde a estímulos de las células dendríticas (inmuno-

competencia). Inicialmente, las células CD4+  vírgenes, en respuesta a las citoquinas presentes 

en el microambiente y al estímulo APC,  se pueden diferenciar en distintas subpoblaciones, 

entre las que se encuentran las Th1, Th2, Th17, ThF, y T reguladoras (Tregs); estos últimos 

generan un balance que dictamina y regula el tipo de respuesta adaptativa.   

En el contexto pro-inflamatorio en el que se desarrolla la carcinogénesis gástrica, una 

población de gran interés son las células Treg, las cuales aumentan en diferentes tipos de 

cáncer, incluyendo el gástrico (178, 179), Debido a que estas células modulan negativamente 

la activación, proliferación y citotoxicidad de los  demás componentes del sistema 

inmunológico suprimiendo la respuesta efectora de otras células T y de células APC, mediante 

el contacto célula-célula y la secrecion de las citoquinas supresoras IL-10 y TGF-β, a estas 

células se les atribuye un rol en el escape de los tumores a la inmuno-vigilancia y son factor de 

mal pronóstico (180).   

La diferenciación de estas células está controlada por el factor de transcripción Foxp3  y se 

diferencian en respuesta a TGF-β. Debido a que Foxp3 también se expresa en otras células no 

reguladoras, es importante la medición de la expresión de otros marcadores para su 

identificación. Dentro de los marcadores asociados a Tregs están la ausencia del marcador 

CD127 (receptor de la IL-7) (181), la expresión de la cadena α del receptor de la IL-2 (CD25), el 

cual es indispensable para la supervivencia y la homeostasis de esta población (180). Una 

proporción aumentada de Tregs con respecto a células CD8 (citotóxicas) es un marcador de 

mal pronóstico en cáncer gástrico (182), y otros tipos de cáncer (183, 184).  

Las células Th17, son otra subpoblación de células CD4+ caracterizadas principalmente por su 

producción de IL-17, cuya producción es regulada por la transcripción del factor RORγ que se 

activa en respuesta a las citoquinas IL-6, IL-21 y TGFβ, igual que las Treg, por lo que el balance 

en la concentración de estas citoquinas define la diferenciación de una u otra población (185), 

patrón que está alterado en el cáncer gástrico (19, 186).  
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Además de su importante papel en la eliminación de patógenos extracelulares (hongos y 

bacterias), las células Th17 participan en el desarrollo de algunos procesos autoinmunes, en la 

modulación de reacciones alérgicas y en procesos de inmunidad antitumoral.  En el proceso de 

infección con H. pylori, se ha encontrado que el aumento de células Th17  genera un 

microambiente con niveles altos de IL-21 e IL-17, los cuales se asocian directamente con 

presencia de la bacteria, el desarrollo del ambiente inflamatorio y el desarrollo de cáncer (187-

189).   

Finalmente, dentro de las poblaciones de nuestro interés en la evaluación de carcinogénesis 

gástrica esta una población de linfocitos ayudadores poco estudiada en cáncer, conocida como 

Tfh o T foliculares, las cuales tienen una gran habilidad para migrar a órganos linfoides 

secundarios, donde interactúan con las células B, activándolas y diferenciándolas hacia células 

B productoras y secretoras de inmunoglobulinas. La diferenciación de células Tfh residentes en 

folículos linfoides y centros germinales, está regulada por la activación de los factores de 

transcripción Stat3 y Bcl6 que promueven su diferenciación, la expresión del receptor de 

quimioquina CXCR6 y de las moléculas ICOS, CD40L, PD1, BTLA en la superficie celular además 

de la secreción de  IL-21 (niveles similares a las Th-17). Así mismo, estudios recientes han 

demostrado la existencia de esta población en sangre periférica (cTfh) con un fenotipo de 

memoria caracterizado por la expresión de los marcadores CD45RO+, CD62LLOW, IL-2RLOW y 

expresar CXCR5 (190).  

En el proceso de inflamación crónica asociada a la presencia de H. pylori, las células Tfh juegan 

un papel importante, no solo en la ayuda a las células B, sino también en el aumento de la 

severidad de la respuesta inflamatoria y la patología de la mucosa (191, 192), funciones que 

han estado asociadas a la producción de IL-21 entre otras citoquinas involucradas en la 

diferenciación de linfocitos Th1 y Th17. 

Además en cáncer, son pocos los estudios que reportan cambios en esta población, dentro de 

los estudios realizados, se ha encontrado que en cáncer de seno, existe un aumento 

correlacionado con mejor pronóstico (193), sin embargo su papel en la inmunidad antitumoral 

aun no es bien conocido y este efecto se le atribuye a su papel en la generación de la memoria 

de los linfocitos B, cuya respuesta ha sido asociada a un aumento en la sobrevida de individuos 

con distintos tipos de cáncer, entre los que se incluye ovario (194), melanoma (195), y cáncer 

colorectal (196).  

RESULTADOS 

RELACIÓN ENTRE LINFOCITOS CD4/CD8    

Inicialmente se realizó una cuantificación de los linfocitos CD8 y CD4 en PBMCs en las 

diferentes etapas de la carcinogénesis por medio de citometría de flujo. A partir de las células 

totales, en donde se evaluaron los marcadores CD4 y CD8 (Figura 22A). 
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Figura 22. Evaluación de las poblaciones de linfocitos ayudadores CD4+ y CD8+ y relación CD4+/CD8+ en 

individuos sanos y con lesiones benignas y malignas de la mucosa gástrica. (A) Imagen representativa del análisis 

de las poblaciones CD4+ y CD8+ analizadas en cada individuo de cada uno de los cinco estadios evaluados dentro de 

la región de linfocitos la cual fue definida dentro de las PBMCs por los parámetros SSC-A y FSC-A.  Cuantificación del 

porcentaje de las poblaciones CD4+ (B) y CD8+ (C). (D) Comparación de la relación CD4/CD8 entre los cinco grupos 

de individuos (n = 5) evaluados. 

La cuantificación de estas dos poblaciones mostro que no existen diferencias significativas en 

la cantidad de linfocitos ayudadores CD4+ entre las PBMCs de individuos sanos y la cantidad de 

estos linfocitos en individuos con las diferentes patologías; solo un discreto aumento en 

pacientes con cáncer temprano y una discreta disminución en pacientes con cáncer avanzado 

comparados con los donantes sanos y los pacientes con gastritis y metaplasia (Figura 22B). 

Al evaluar la población de linfocitos citotóxicos (CD8+), se encontraron niveles similares entre 

los donantes sanos y los pacientes con metaplasia, mientras que en las patologías de gastritis y 

cáncer (temprano y avanzado), se observó la tendencia de esta población a estar disminuida 

(Figura 22C).  

Finalmente se calculó el radio CD4+/CD8+ el cual mostró un aumento en esta relación en 

pacientes con ambos estadios de cáncer, en comparación con los estadios de gastritis y 

metaplasia en que la relación tuvo un valor menor y similar al observado en este análisis en los 

donantes sanos (Figura 22D). 

 

ANÁLISIS SUBPOBLACIONES DE L INFOCITOS AYUDADORES CD4+ 

Para el monitoreo de este componente, se analizaron las sub poblaciones de células: Treg, 

Th17 y TFh. La caracterizacion de las Treg se realizó mediante citometría de flujo 

seleccionando dentro de la población CD4+ la población que expresa la subunidad alfa del 

receptor de interleuquina-2 (células CD25+). A partir de ésta población, se seleccionó la 
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población que expresaba el factor de transcripción específico FoxP3 (Figura 23A). El porcentaje 

final de Treg se calculó por medio de la siguiente formula:  

                    
          

   
 

La evaluación de los niveles de Tregs (% de células CD4+/FoxP3+/CD25+ en la Figura 23B), 

mostro que en general la media de los niveles de esta población es similar en individuos sanos 

y en individuos con patología gástrica, sin embargo, algunos pacientes con cáncer (temprano y 

avanzado) mostraron la tendencia a tener un substancial aumento de esta población.  

 

Figura 23. Esquema de la evaluación y cuantificación de los linfocitos T reguladores (Treg) en los diferentes 

estadios de la carcinogénesis gástrica. A) Esquema procedimental para delimitación dentro de PBMCs de la sub-

población Treg (células CD4+/FoxP3+/CD25+).  Dentro de la población de linfocitos T CD4+ (definida como se 

describe en la leyenda de la Figura 22), se seleccionaron las células que expresaban tanto el marcador CD25 (panel 

izquierdo) como el factor de transcripción FoxP3 (panel derecho). (B) Comparación de los porcentajes de la 

población de células Treg en individuos de los 5 diferentes grupos analizados 

Diferentes estudios han reportado como marcado pronóstico el radio entre Tregs y CTL CD8+ 

en diferentes tipos de cáncer, incluido el gástrico (182, 197, 198), por esta razón, se quiso 

evaluar esta relación en los grupos de individuos analizados. En la Figura 23C, se observa un 

aumento en el radio entre los porcentajes Tregs/CD8 en los pacientes con cáncer gástrico 

temprano y avanzado con respecto a la razón en individuos sanos y con estadios benignos de 

patología gástrica.  

La segunda subpoblación evaluada, las células Th17 se cuantificación por el porcentaje de 

linfocitos T CD4+  productores de IL-17 (Figura 24A). La comparación de los porcentajes ex vivo 

de células Th17 (CD4+/IL-17+) entre los diferentes grupos evaluados mostro tendencia al 

aumento en todas las patologías en comparación con los donantes sanos, lo que sugiere un 
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aumentando de la cantidad de estas células a medida que progresa la enfermedad siendo los 

individuos con cáncer avanzado aquellos que mostraron los mayores porcentajes de esta 

población (Figura 24B).  

La población de células Th17 se evaluó mediante la cuantificación de la IL-17 intracelular por 

medio de citometría de flujo. La cuantificación de las TH17 se obtuvo mediante la selección 

inicial del a población de linfocitos identificada por los parámetros SSC-A y FSC-A. Paso seguido 

se seleccionaron las células CD4+, y finalmente la población positiva para la citoquina IL-17 

(Figura 24A).  

 

Figura 24 Evaluación, cuantificación y análisis de los linfocitos Th17 en los individuos (n=5) en diferentes estadios 

de la carcinogénesis gástrica. (A) Esquema como se procedió para el análisis por citometría de flujo de la sub-

población de células Th17 definida como linfocitos T CD4+ en los que se detectó la producción intracelular de IL17. 

(B) Cuantificación de la población de células Th17 en individuos de los 5 diferentes grupos de estudio analizados. (C) 

Relación entre la expresión de células Th17 vs Treg en individuos (n=5) de los 5 grupos evaluados.     
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Las células Treg y las células Th17 son células con acciones opuestas (anti- y pro-inflamatoria 

respectivamente). Ambas poblaciones se diferencias de las CD4+ vírgenes debido a la 

influencia de la TGFβ dependiendo las concentraciones del medio, además de la presencia de 

otras citoquinas responsables de la activación de factores de transcripción característicos de 

cada población. Sin embargo la presencia del factor de transcripción FoxP3 inactiva a RORγ lo 

que sugiriere un efecto inhibidor de la diferenciación hacia Th17 (185). 

Cuando se evaluó la relación de estas dos poblaciones para cada uno de los pacientes, se 

evidencio tendencia hacia una relación inversa en los donantes sanos una tendencia diferente 

en las distintas patologías, especialmente en el cáncer avanzado, en las que existe una relación 

directa (Figura 24C). 

Finalmente se evaluó el grado de expansión de la población de linfocitos T CD4+ ayudadores 

foliculares o Tfh. Con el fin de determinar el porcentaje de células Tfh totales (CD4+/CD45RA-

/CCR7-/CXCR5+), se realizó un análisis secuencial por citometría de flujo, tal y como se muestra 

en la Figura 25A, además de determinar sub-poblaciones Tfh PD1+ y Tfh PD1+/ICOS+ luego del 

estímulo in vitro de PBMCs con micro-esferas anti-CD3/anti-CD28/antiCD2 realizado como se 

describe en materiales y métodos.  

 

Figura 25.Esquema de identificación y cuantificación de la subpoblación de células Tfh en los diferentes estadios 

de la carcinogénesis gástrica. (A) Esquema procedimental para la obtención de los linfocitos T foliculares. A partir 

de la población de linfocitos determinado por SSC-A y FSC-A, se seleccionó la población CD4+, paso seguido, se 

evaluaron las poblaciones de memoria, mediante el uso de los marcadores CD45Ra y CCR7, seleccionando toda la 

población no virgen (excluyendo las células doble positivas). Finalmente, se seleccionaron las poblaciones positivas 

para CCR5, PD1, e ICOS. La evaluación de estas células se realizó estimulando con perlas anti CD3 (panel inferior) y 

cuantificando el cambio en comparación con las células sin estimular (panel superior). (B) Cuantificación del cambio 

en respuesta l estimulo de las células Tfh totales. Evaluación del incremento en la frecuencia de los marcadores PD1 

(C) e ICOS (D) en respuesta al estímulo. (n=5) (Test de Friedman, con post-test Bonferroni * p<0.05).  
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La comparación entre grupos del grado de expansión en respuesta al estímulo de las Tfh 

totales (células CD4+/CD45RA-/CCR7-/CXCR5+) mostró, que mientras en individuos con 

gastritis estas células experimentaron un grado de expansión similar al observado en los 

individuos sanos, en individuos en los estadios avanzados de la enfermedad (metaplasia y 

cáncer) estas células experimentaron una mayor expansión (Figura 25B). 

Además de evaluar el grado de expansión de la población de Tfh total, se analizó el incremento 

de PD1 en estas células en respuesta al estímulo. Este análisis evidenció niveles bajos de 

expresión de PD1 en Tfh de los donantes sanos y pacientes con gastritis y un discreto aumento 

de la expresión de este marcador en Tfh de pacientes con metaplasia y cáncer (Figura 25C).  

Finalmente, la evaluación de las Tfh PD1+ se complementó mediante el análisis de la expresión 

de ICOS un marcador característico de la activación de células Tfh. Los resultados mostraron 

niveles bajos de expresión de ICOS en los individuos sanos y con gastritis y un aumento de la 

expresión de este marcador en linfocitos Tfh PD1+ de individuos con metaplasia y cáncer, 

especialmente, en los pacientes con cáncer temprano, los cuales mostraron un incremento 

significativo de PD1 en linfocitos Tfh comparados con el grupo control (Figura 25D).  

 

ACTIVACIÓN L INFOCITOS T   

Como parte de la evaluación funcional del componente de linfocitos T se evaluó el grado de 

internalización del complejo CD3 asociado al receptor para el antígeno de los linfocitos T (TCR) 

luego de 24 horas de estímulo de linfocitos T totales presentes en PBMCs con perlas anti-

CD3/anti-CD28/anti-CD2.  Inicialmente, se evaluó por citometría de flujo el grado de 

internalización del complejo CD3 en linfocitos T totales, a partir de la cuantificación y el cálculo  

la población total CD3+ estimuladas (CD3/CD28/CD2) versus el control sin estimulo (Figura 

26A) tal y como se describe en materiales y métodos. Los resultados obtenidos en estos 

experimentos mostraron una mayor capacidad de internalización en respuesta al estímulo de 

los linfocitos T de individuos con gastritis y metaplasia, seguida de los donantes sanos y una 

discreta deficiencia en esta función en linfocitos T de los pacientes con cáncer, principalmente, 

en pacientes con cáncer temprano (Figura 26B).  

Como complemento al análisis de la eficiencia en la internalización del TCR y para ampliar la 

evaluación, se calculó de manera indirecta el grado de integridad de las vías de señalización 

proximales y distales involucradas en la activación de linfocitos T luego de la estimulación del 

TCR; se evaluó la expresión de los marcadores CD25 (IL-2Rα), CD69 y CD154 (CD40L), 

marcadores de activación temprana, cuya expresión en respuesta al estímulo permiten 

explorar el grado de respuesta corriente debajo del TCR.  Para esto se cuantificó el cambio de 

MFI (índice de fluorescencia media) de estos tres marcadores entre células cuyo TCR fue 

estimulado o no con perlas CD3/CD28/CD2.  
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Figura 26. Evaluación de la internalización del TCR en linfocitos T totales de individuos sanos y con diferentes tipos 

de lesión de la mucosa gástrica. (A) Imagen representativa de la identificación y cuantificación de la población 

positiva para CD3 en los cinco estadios,  sin ningún estímulo (panel superior) o después de 24 horas de estímulo con 

perlas anti CD3/CD28/CD2 (panel inferior). (B) Comparación del grado de internalización del TCR calculado 

mediante la variación de la expresión de CD3+ en superficie de linfocitos T CD3+ en individuos (n=5) de los 5 grupos 

evaluados. 

En respuesta al estímulo el marcador CD69 mostro en todas las patologías un aumento en la 

expresión similar al observado en linfocitos T de individuos sanos (Figura 27A). Así mismo, la 

cantidad de molécula CD154 expresadas por célula (MFI) incrementó de manera similar en 

linfocitos T de individuos sanos y de todos los pacientes, sin embargo, los pacientes con cáncer 

temprano mostraron los valores de incremento más bajos (Figura 27B).  Finalmente,  se evaluó 

el marcador CD25, marcador que tuvo cambios en los niveles de expresión en los linfocitos T 

de individuos en los diferentes grupos, siendo los donantes sanos aquellos que tuvieron un 

mayor incremento de la expresión de CD25 en respuesta a la estimulación y los pacientes con 

gastritis, metaplasia y cáncer temprano los individuos con los valores de incremento más bajos 

(Figura 27C).  
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Figura 27. Caracterización fenotípica de la activación de los linfocitos T de individuos en diferentes estadios de la 

carcinogénesis gástrica en respuesta a un estímulo con perlas anti-CD3/anti-CD28/anti-CD2. Cuantificación del 

aumento de la activación de la población linfocítica (CD3+) en muestras de sangre de individuos sanos y pacientes 

con patología de la mucosa gástrica, medida por el aumento en el MFI proporcional a la expresión en superficie de 

los marcadores CD69 (A), CD154 (B) y CD25 (C) en linfocitos T en respuesta al estímulo de activación. (D) Correlación 

del delta de expresión del marcador CD25 vs el factor de transcripción FoxP3 (panel izquierdo) y de este con el 

marcador CD154 (panel derecho) en individuos (n=5) de los diferentes grupos evaluados (• S, • G, • M, • CT, ○ CA). 

Debido a que los niveles de CD25 son interpretados no solo como una respuesta de activación 

expresada en linfocitos T efectores, sino además como un marcador de la población de 

linfocitos Tregs supresores, se realizó una correlación del delta de expresión de CD25 y el 

factor de transcripción de las Treg (FoxP3) (Figura 27D –panel izquierdo); o de este marcador 

con la molécula de activación CD154 (Figura 27D – panel derecho). Los resultados sugieren  

una correlación negativa entre el aumento de CD25 con el de Foxp3 y una correlación positiva 

entre la expresión de CD25 y la co-expresión del marcador CD154. 

CORRELACIÓN ENTRE INFILTRADO DE L INFOCITOS EN MUCOSA GÁSTRICA VS.  

NIVELES EN SANGRE   

Los resultados obtenidos en sangre se compararon con porcentajes de infiltración medidos por 

medio del “software” CellProfiler, que cuantifica el número de células con marcación positiva 

por inmunohistoquímica.  

Los resultados de la cuantificación porcentual del infiltrado mostraron que para el marcador 

de leucocitos CD45, los pacientes con metaplasia tienen un aumento de estas células, mientras  

que la gastritis y el cáncer tienen niveles menores y similares (Figura 28A). Los niveles de CD4  

mostraron un aumento en los individuos con cáncer, mientras que las gastritis mostraron 

aquellos más bajos (Figura 28B). Sin embargo, el porcentaje de infiltración de linfocitos CD8+ 
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no mostraron diferencias entre grupos, ya que todos los individuos tuvieron niveles cercanos al 

10% (Figura 28C).  

 

Figura 28. Porcentaje de infiltración de cinco poblaciones de linfocitos en la mucosa gástrica para tres grupos 

evaluados de la carcinogénesis. Cuantificación automatizada de la marcación por inmunohistoquímica para los 

marcadores: (A) CD45 (leucocitos totales), (B) CD4 (células T ayudadoras), (C) CD8 (células T citotóxicas), (D) CD20 

(células B), y (E) CXCL13 (quimoquina Tfh) en individuos (n=3) de cada uno de los tres grupos evaluados. [* p<0.05, 

** p<0.01] Test de Friedman con post-test de Bonferroni.       

Por otra parte, se observó que el infiltrado de linfocitos B  CD20+, exhibió diferencias 

significativas entre grupos, siendo los individuos con gastritis aquellos que tienen los niveles 

más bajos, seguido por aquellos con cáncer, y finalmente los que presentan metaplasia, que 

tienen los niveles más altos (Figura 28D).  

Finalmente, el infiltrado de CXCL13 mostró tendencias similares a los visto con los CD20, con 

porcentajes aumentados en metaplasia y cáncer; y niveles significativamente más bajos en 

aquellos con gastritis (Figura 28E).   

 

Figura 29. Correlación de las  poblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+ en sangre periférica y mucosa gástrica en 

individuos sanos y con lesiones benignas y malignas de la mucosa gástrica. Correlación de Spearman entre (A) 

células (A) CD4+ o (B) CD8+ en sangre (lectura PBMCs por citometría de flujo) versus mucosa gástrica (cuantificación 

automatizada de inmunohistoquímica) en individuos de los 3 diferentes grupos analizados (cuadrados – gastritis, 

triángulos – metaplasia, círculos – cáncer temprano).   
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La correlación de CD4 en periferia versus infiltrantes mostró una buena relación en los 

individuos con gastritis y metaplasia con valores r cercanos 1, sin embargo, esta correlación no 

es tan clara para los individuos con cáncer (Figura 29A).  

En cuanto a la correlación de en los linfocitos CD8, se observan valores de r de 0,8 para los tres 

estadios, efecto que indica una buena representación de esta población en mucosa en 

comparación con la periferia (Figura 29B).     
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ANALISIS MULTIDIMENSIONAL  

COMPUTACIONALMENTE  EFICIENTE DE 

CITOMETRIA DE FLUJO COMPLEJA    

RACIONAL 

En el 2015 se cumplieron 50 años de la primera publicación de análisis celular basado en 

citometría de flujo (199) y desde ese entonces la técnica ha permitido la identificación de la 

mayoría de las subpoblaciones inmunológicas conocidas hoy en día. Recientemente, la técnica 

de citometría de flujo ha evolucionado al uso de anticuerpos cargados con isotopos de metales 

pesados en lugar de fluorocromos, permitiendo la identificación, cuantificación y análisis de 

poblaciones celulares con marcadores por medio de la masa atómica de dichos isotopos (200, 

201). Este método, se conoce como “CyTOF” (cytometry by time-of-flight), y permite la 

detección de más de 100 parámetros en una misma célula.  

El análisis tanto de la citometría multicolor basada en fluorocromos como de la espectrometría 

de masas proveen la plataforma técnica para investigar en mayor profundidad el inmuno-

fenotipo de las distintas poblaciones celulares que componen el sistema inmune (201), sin 

embargo, el continuo aumento de los parámetros cuantificables por célula ha hecho emerger 

como el gran reto para el investigador su habilidad para analizar, procesar e interpretar los 

datos resultantes.  

En los dos primeros capítulos de esta tesis se ilustró el monitoreo realizado de forma manual, 

seleccionando poblaciones en 2D y tratando de identificar las principales características 

propias del comportamiento de las sub-poblaciones de células APC y linfocitos T en los 

individuos de los cinco grupos estudiados, evaluando en su conjunto cerca de 40 variables. Si 

bien este enfoque sigue siendo adecuado para muchos procesos experimentales, este 

presenta varias limitaciones. En primer lugar, a medida que aumentan los parámetros 

evaluados, el número de posibles combinaciones 2D aumenta exponencialmente, es decir, una 

evaluación de 9 parámetros experimentales, requeriría de 36 gates 2D, lo cual impide mostrar 

y comprender el significado de cada combinación de marcadores utilizado. En segundo lugar, 

en numerosos estudios multi-variables, como el caso del proyecto del inmuno-fenotipaje en el 

proyecto del inmuno-genoma del humano, se ha demostrado que el gating manual es una de 

las mayores limitantes para la estandarización de la medición de inmuno-fenotipos (97). 

Finalmente, el gating manual se basa en el conocimiento previo del investigador, razón por la 

cual se incorpora en el análisis de los datos un sesgo hacia los resultados “esperados”, razón 

por la cual mucha de la información potencialmente relevante y novedosa dentro del conjunto 

de datos podría llegar a ser ignorada. 

Por lo tanto con el ánimo de remontar estos problemas y generar una estrategia que permita 

ampliar la capacidad de monitorear los diferentes estadios e identificar biomarcadores y/o 

nuevas poblaciones ignoradas en el análisis manual, en los último años se han venido 

implementando distintos tipos de métodos computacionales que parten de datos de 
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citometría multicolor y brindan al investigador la capacidad de identificar automáticamente la 

expresión jerárquica de múltiples poblaciones celulares y diferencialmente expresadas.  

Como resultado de lo anterior, en el 2010 inició el desarrollo de una serie de herramientas 

informáticas que haciendo uso de diferentes tipos de algoritmos automatizados, evidencian de 

manera automática en una muestra, la expresión jerárquica de poblaciones celulares y la 

caracterización semi-cuantitativa de poblaciones diferencialmente expresadas, a partir de 

muestras de citometría multi-paramétrica y conlleva a ventajas en la versatilidad de los 

resultados logrados con respecto a lo que se había alcanzado hasta ahora mediante el análisis 

manual (202).  

RESULTADOS 

GENERACIÓN DE LA ESTRATEGIA DE ANÁLISIS  MULTIDIMENSIONAL  

Debido a la complejidad de las citometría multicolor, las lecturas realizadas de los diferentes 

paneles se analizaron utilizando un modelo de trabajo que se basa en 4 programas 

estadísticos, los cuales se describen a continuación (Figura 30).   

 

Figura 30. Modelo esquemático del análisis multivariado a partir de los datos de citometría. (1) Las PBMCs se 

tiñen con anticuerpos específicos conjugados con reporteros de fluorescencia, y se realiza la lectura por FACS. (2). 

La lectura obtenida a partir del citómetro de flujo se exporta en un archivo .FSC, el cual se analiza inicialmente por 

citometría manual en el “software” FlowJo. (3) Se genera un nuevo archivo en formato .FSC en el cual se exporta la 

población de linfocitos a partir de células únicas (FSC-A vs FSC-H y SSC-H vs SSC-W), y se eliminan los detritos y el 

ruido de fondo. (4) Análisis por componentes principales de los datos analizados. (5) En el programa GenePattern, 

se concatenan los archivos obtenidos por cada paciente, en un solo archivo que representa la patología. (6) Análisis 

por SPADE (Matlab) a partir de datos concatenados. (7) Creación de mapas de calor y análisis jerárquico (HCL) con la 

información generada a partir de SPADE (MFI de cada parámetro en cada grupo) mediante la herramienta MeV 

(TM4 “software”) (8) Comparación de pacientes e identificación de poblaciones características por medio del 

“software” CITRUS (R). 
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Inicialmente, las PBMCs de cada uno de los pacientes se marcan y leen por citometría de flujo, 

de donde se obtiene un archivo por muestra en formato FCS, que contiene la fluorescencia por 

célula de cada uno de los marcadores (anticuerpos) utilizados (Figura 30.1). Este archivo se 

analiza inicialmente de forma manual mediante la definición de las poblaciones en el programa 

FlowJo, y se obtienen los porcentajes vistos en las primeras secciones (Figura 30.2).  

Una vez analizados los datos, se exporta una nueva versión del archivo FCS que solo incluye los 

datos de la población de interés, eliminando el ruido de fondo generado por poblaciones no 

específicas y por detritos celulares (Figura 30.3). Este nuevo archivo en formato .FCS es 

analizado por cuatro sistemas. El primero, es el análisis por componentes principales (PCA) 

utilizando la herramienta estadística SPSS (IBM) con el fin de “reducir” en dimensiones 

principales el comportamiento de los pacientes y  los controles sanos en relación a las 

variables evaluadas (Ver análisis por componentes principales más adelante) (Figura 30.4).  

A partir de los datos en formato .FSC, se genera un nuevo archivo con los datos concatenados 

por grupo, es decir, todos los pacientes analizados pertenecientes al grupo de cáncer avanzado 

se unen y se genera un nuevo archivo que contiene la lectura total del grupo. Este paso se 

repite para todos los 5 grupos (Figura 30.5), y se analizan a través del sistema SPADE (spanning 

tree progression of density normalized events) el cual consiste en una serie de algoritmos para 

generar clústeres (agrupamiento de células a partir de semejanzas en la intensidad de 

fluorescencia) y que además permite analizar de manera visual la comparación en la expresión 

de cada fluorocromo entre muestras distintas (Figura 30.6). A partir de este análisis, se 

obtienen los valores de frecuencia de cada marcador en cada uno de los clústeres generados 

por cada uno de los 5 grupos; estos datos se utilizan para construir una matriz, con la cual se 

genera un mapa de calor utilizando el “software” MEV. A estos datos se les realiza un análisis 

jerárquico de grupos (HCL), que genera un árbol de relación, y permite ver la diferencia en la 

expresión de una población o de un marcador específico para uno de los 5 grupos, y de esta 

forma identificar posibles patrones inmunológicos específicos para cada estadio (Figura 30.7) 

(Ver más adelante análisis por SPADE).  

Finalmente los datos obtenidos en el paso 3 se analizan por un último algoritmo, conocido 

como CITRUS, el cual se ejecuta a través del programa R, y usa una análisis de clustering 

jerárquico seguido por la evaluación estadística con el objetivo de encontrar diferencias 

significativas entre grupos de forma automatizada, no solo para correlacionar las poblaciones 

con la enfermedad, sino también para poder clasificar una muestra X en uno de los grupos 

establecidos (Figura 30.8) (Ver más adelante análisis por Citrus)(203). 

ANÁLISIS DE COMPONENTES PRINC IPALES (PCA) 

El análisis de componentes principales (PCA), es un método estadístico utilizado para reducir 

las dimensiones de un set de datos complejo a un nuevo conjunto de variables no 

correlacionadas (denominados componentes principales) que agrupan y resumen la 

variabilidad de los datos originales con el fin de explicar de manera simple el comportamiento 

de los individuos evaluados (204-206).   
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El PCA se basa en la relación entre la variabilidad y la información, en donde cuanto mayor sea 

la variabilidad de los datos (varianza) se considera que existe mayor información (entropía). Es 

por esta razón que este método de basa en transformar linealmente los datos en un nuevo 

sistema de coordenadas, proyectando los datos sobre nuevos ejes, siendo el primer eje el de 

mayor varianza (204-206).  

Para el caso del inmuno-monitoreo realizado, se determinaron 46 variables por medio del 

análisis manual de la citometría de flujo, con el ánimo de explorar desde múltiples poblaciones 

el estado inmunológico del paciente y asociarlo con su enfermedad. Sin embargo, el manejo de 

toda la información resulta complejo, y entender cuál o cuáles de estas variables son aquellas 

que generan más información se torna arduo.  Además, algunas de estas variables están 

relacionadas, (miden la misma respuesta desde distintos puntos de vista) por ejemplo los 

parámetros para determinar el grado de maduración de células dendríticas, donde la 

expresión de CD80, CD83 y producción de citoquinas están relacionadas y evalúan la respuesta 

desde distintos puntos; por lo que, es necesario reducir el número de variables sin perder la 

información importante.  

Inicialmente, se construyó una matriz compuesta por las 46 variables de cada uno de los 

pacientes, para un total de 25 pacientes (cinco por cada uno de los cinco grupos evaluados  - 

sanos, gastritis, metaplasia, cáncer temprano y cáncer avanzado). A partir de esta matriz, se 

analizó mediante PCA en “software” SPSS (IBM versión 16).  

Entre los resultados obtenidos, se evaluaron los dos estadísticos que valoran la bondad de 

ajuste de los datos, es decir que tan bien explicados están las variables en el modelo. El 

primero, KMO,  es un estadístico que varía entre 0 y 1; en donde los valores mayores a 0.5 

indican que las correlaciones entre pares de variables son explicadas por otras variables, es 

decir que la magnitud de las correlaciones parciales es menor a la magnitud de la correlación 

general entre todas las variables. El segundo análisis de bondad de ajuste es la prueba de 

esfericidad de Bartlett, que utiliza ji-cuadrado para evaluar la matriz de correlaciones, 

buscando que ésta no sea una matriz de identidad. Un valor significativo (p<0.05) probaría que 

en este ensayo las variables no están intercorrelacionadas.  

Debido a la gran cantidad de variables en tan pocas muestras, ninguno de los dos estadísticos 

mostró niveles significativos, por lo cual se inició una nueva fase de análisis buscando 

resultados con una bondad de ajusta aceptable, que además incluyeran la mayor cantidad de 

variables explicadas en el ensayo.  

Se realizaron diferentes análisis obteniendo finalmente un ensayo en donde se podía 

identificar las variables más importantes que diferenciaban los 5 grupos analizados, eliminado 

aquellas variables en donde la información era redundante (por ejemplo la expresión de CD83 

y CD80 en la maduración de DCs). Este ensayo obtuvo un valor de KMO de 0.570, el cual si bien 

no es un resultado perfecto, presenta una buena adecuación de los datos. Así mismo, la 

prueba de esfericidad de Bartlett mostró un valor p=0.001, efecto que muestra que la matriz 

de datos es válida para continuar con el análisis por PCA.  

Paso seguido de evaluaron las comunalidades obtenidas en el análisis, es decir, que tanto los 

componentes explican la variable. Inicialmente, cada una de las variables evaluadas tiene un 
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valor de uno, una vez realizado el análisis se observa todas las variables tienen valores 

superiores a 0.4;  y variables como las poblaciones de monocitos intermedios (CD14++, CD16+) 

y al población de monocitos clásicos (CD14++, CD16-) son aquellas que tienen mejor explicada 

su varianza en el componente, mientras que variables como la expresión de CD80 en respuesta 

a la maduración y el porcentaje de CD8, se explican en menor medida en el modelo (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Comunalidades obtenidas para cada una de las variables, una vez realizada la extracción. Los valores 

iniciales corresponden a uno, mientras que los de extracción muestran el grado de explicación de cada variable en 

los componentes obtenidos.  

Posteriormente, se evaluó la extracción de los factores iniciales, a través de la agrupación de 

las 9 variables seleccionadas, en unas nuevas variables (componentes). Una herramienta para 

determinar el número de componentes a seleccionar es el grafico de sedimentación, en el cual 

es posible visualizar y elegir el número de componentes cuyos valores propios (autovalores) 

sea mayor a uno. En el caso del modelo obtenido se indica que se deben extraer dos 

componentes (Figura 31A).  

Así mismo, la tabla de varianza total explicada demuestra con más detalle la selección de los 

dos componentes, pues como se puede ver en la Figura 31B, únicamente los dos primeros 

factores tienen autovalores mayores que 1 y explican el 60.157% del total de la varianza de los 

datos originales (Figura 31B). 

 

Figura 31. Evaluación extracción de factores iniciales. (A) Gráfico de Sedimentación, en donde el autovalor = 1 

equivale a dos componentes. (B) Varianza total explicada; los dos componentes seleccionados explican el 60.2% de 

la varianza propia.   Autovalores (valores propios)  

Finalmente, se analizó la distribución de las variables en los dos componentes utilizados, 

encontrando una buena correspondencia entre la variable y el factor, es decir, que las 
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variables están bien representadas en uno u otro componente. Se observa además, que 

variables como los monocitos intermedios, monocitos clásicos y la expresión de CD80 en 

monocitos son atribuibles al componente 1, mientras que las m-MDSCs, las dendríticas 

inmaduras, la relación entre Treg y CD8 y el porcentaje de CD8 totales se atribuyen al 

componente 2 (Figura 32A).  

 

Figura 32. Gráfico de  componentes y distribución de pacientes en el espacio rotado. (A) Espacio de distribución de 

cargas de las variables seleccionadas por PCA, y ubicación de las variables incluidas en el análisis por componentes 

principales. (B) Distribución de las muestras según el puntaje de PCA (PC score) de donantes sanos (rojo), gastritis 

(verde), metaplasia (azul), cáncer temprano (negro), y cáncer avanzado (naranja)  n=5.  

Posteriormente, se graficó la distribución de cada uno de los pacientes en relación con los 

componentes; pudiéndose observar que las muestras provenientes de las diferentes 

patologías se agrupan. Estas agrupaciones se resaltan en la Figura 32B, los donantes sanos 

(círculos rojos) tienden a presentar bajos valores en el componente 2, y de manera progresiva 

metaplasia (círculos azules), cáncer temprano (círculos negros) y avanzado (círculos naranjas) 

se desplazan en dirección del componente 2  (Ver Figura 32A).  

ANÁLISIS POR SPADE 

Una de las primeras herramientas utilizadas para analizar y visualizar computacionalmente 

datos de citometría es SPADE (Spanning-tree Progression Analysis of Density-normalized 

Events), el cual representa poblaciones celulares en una estructura de dendrograma, 

permitiendo de esta forma visualizar datos complejos (múltiples dimensiones) de una manera 

simplificada en un diagrama 2D (207).  

El árbol generado por SPADE consiste en nodos que representan poblaciones de células con 

características similares de expresión de marcadores, la cantidad de células pertenecientes a 

este grupo es representada por el tamaño del círculo generado. Estos nodos, además están 

conectados dependiendo de la relación existente entre los grupos, y permiten identificar 

linajes de células. Adicionalmente, SPADE permite sobreponer una escala de color, que 

representa la expresión de un marcador determinado, o cambios de expresión entre dos 

individuos en los nodos, sin embargo, las características de una sola célula no son posibles de 

determinar.  
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Para crear el árbol SPADE el algoritmo ejecuta los siguientes pasos: primero, realiza un 

muestreo dependiente de la densidad, escogiendo con mayor probabilidad las células con 

pocos vecinos en el espacio de alta dimensión, asegurando de esta forma una representación 

similar de los tipos celulares raros y los abundantes, facilitando la identificación de los 

subconjuntos raros. Paso seguido el “software” realiza clustering jerárquico aglomerado, en 

donde agrupa las células cercanas hasta que alcanza el número de clústeres previamente 

determinado. Después de esto, SPADE construye un árbol de expansión mínima, enlazando 

todos los nodos de la red de forma directa o indirecta utilizando la menor cantidad de 

conexiones posibles. Finalmente, todas las células del conjunto de datos inicial son asignadas 

al cluster correspondiente.  

SPADE se ha utilizado en varias publicaciones, las cuales en su mayoría, identifican poblaciones 

inmunes durante el proceso de hematopoyesis, evaluando moléculas de activación en 

respuesta a fármacos, y buscando brindar una visión de poblaciones inmunes que antes no 

eran centro de atención (208-211).  

En el caso del análisis realizado en los pacientes de nuestro interés, se evaluó la población de 

linfocitos utilizando el panel de anticuerpos que contenía los siguientes anticuerpos: CD4, CD8, 

CD45Ra, CCR7, PD1, BTLA, CTLA-4, CD25, FoxP3 e IL-17. Debido a que este “software” por sí 

solo no es capaz de comparar dos archivos, se realizó un proceso de concatenación de los 

datos de citometría obtenidos en el formato *.fcs; en donde los 5 individuos analizados por 

patología se agruparon en un solo archivo, de esta forma los resultados obtenidos en SPADE 

representaran el grupo completo de la patología. Paso seguido, se verifico la compensación de 

cada una de los marcadores, y se eliminaron los detritos celulares y el ruido de fondo, y se 

seleccionó la población de interés inicial (linfocitos) mediante SSC-A y FSC-A. Un vez se 

obtuvieron los cinco archivos concatenados (uno por cada patología analizada), se ejecutó el 

algoritmo SPADE a través del “software” MATLAB (Mathworks, versión 2015) mediante el uso 

del código disponible en línea (207) (Figura 33).  

Una vez cargados los archivos se definieron los siguientes parámetros para construir el SPADE. 

Inicialmente,  se seleccionaron los marcadores CD4, CD8, CCR7 y CD45Ra como marcadores 

gruesos para la identificación de las principales poblaciones. Paso seguido, se ajustaron los 

valores de escala bi-exponencial a escala logarítmica aplicando la transformación Arcsinh con 

un cofactor de 150 (recomendado para lecturas en citometría de flujo)(212), y se ajustó a 1% el 

parámetro de densidad atípica (porcentaje de células o eventos con muy pocos vecinos, los 

cuales se consideran ruido), y a 20.000 el número mínimo de células que se debe extraer de 

cada muestra. Finalmente se ajustó el modelo de agrupamiento K-means, y la generación de 

100 clústeres, los cuales deberían diferenciar poblaciones raras.  
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Figura 33. Plataforma de SPADE en el “software” MATLAB.  En la izquierda se muestra cada uno de los pasos a 

realizar para ejecutar el “software”, en donde se selecciona la carpeta con los datos, los archivos .FSC a analizar, la 

selección de parámetros, y la ejecución del “software”. En la ventana de la derecha se observa la salida del análisis 

donde se muestra el árbol SPADE, la intensidad (escala de colores) de los diferentes marcadores en los grupos 

(proporción a un referente o total), ubicación del grupo seleccionado en relación con los datos originales. 

Dado que SPADE incluye pasos que implican decisiones aleatorias (naturaleza no determinista), 

ejecutar el programa múltiples ocasiones, resultará en árboles organizados de forma diferente, 

lo que debe tenerse en cuenta al aplicar SPADE. Mientras que la organización del árbol en cada 

ejecución individual puede parecer distinta, se ha encontrado que las poblaciones identificadas 

son comparables a través de varias ejecuciones (207).  
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Figura 34. Mapa de calor y análisis por HCL a partir de los datos de obtenidos en SPADE. Sano (1), Gastritis (2), 

Metaplasia (3), Cáncer Temprano (4), Cáncer Avanzado (5).  

Una vez se obtuvieron los resultados de SPADE, se exportaron los archivos del “software” y se 

generó una matriz que contenía los valores de la expresión media de cada marcador, por cada 

uno de los archivos de las 5 diferentes patologías. Esta matriz luego fue exportada a (MEV), en 

donde se realizó un mapa de calor y una organización jerárquica no supervisada (HCL – 

hierarchical clustering) (Figura 34). 

Las 100 poblaciones obtenidas simultáneamente para los 5 grupos, permiten describir de 

manera global la expresión de cada marcador, y observar patrones y asociaciones entre 

grupos. Esta disposición compacta de los resultados, permite realizar comparaciones 

simultáneas, inicialmente, la separación clara entre los linfocitos CD4+ y CD8+, los cuales son 

principalmente poblaciones vírgenes (CD45Ra+ / CCR7 +) comunes para los cinco grupos. Por 

otra parte, se observa que la IL-17 esta principalmente expresada en los linfocitos CD8+, y que 

la expresión varía entre grupos. Así mismo, se observa una expresión media de los marcadores 

CD25 y Foxp3 en el clúster CD4, sin embargo, existen algunos clústeres que muestran 

expresión alta de Foxp3, en poblaciones CD4+/ CD25+, sugiriendo la presencia de células Tregs, 

aumentadas sutilmente en las patologías con cáncer. Finalmente, el análisis de los receptores 

inhibitorios muestran que: BTLA tiene la mayor expresión dentro de los receptores evaluados, 

principalmente en la población CD8+; por otra parte, el CTLA-4 está expresado en menor 

cantidad en ambas poblaciones, y finalmente PD1, es el que tiene una menor expresión 

principalmente co-expresado con CD4 (Figura 34). 
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Figura 35. Identificación de las principales poblaciones de linfocitos a partir de la expresión de los marcadores 

específicos. Se observa una división clara entre los linfocitos CD4 y CD8, además de la identificación de las 

principales poblaciones de memoria (Naive – vírgenes, EM – memoria efectora, CM, memoria central), y de las 

poblaciones Tc17 y Treg.  

A partir de estas observaciones del mapa de calor y con ayuda de los arboles generados por 

SPADE  para la expresión de cada uno de los marcadores, se realizó la identificación de las 

principales poblaciones, inicialmente divididas entre las CD4+ y las CD8+, a partir de las cuales 

se identificaron las poblaciones de memoria, principalmente vírgenes, y memoria efectora, en 

las CD4+, y memoria central, en las CD8+. Finalmente se identificaron las poblaciones Tc17 

(expresión positiva de IL-17 en CD8+) y Treg (CD4+ CD25+, FOXP3+). La identificación de los 

receptores inhibitorios dentro del árbol no fue realizada, debido a una distribución muy amplia 

(Figura 35).  

Finalmente, basándose en las diferencias que sugiere el mapa de calor, se realizó una 

comparación de la proporción de cambio con respecto al grupo de los donantes sanos. 

Inicialmente se realizó la evaluación de la IL-17, encontrando que en gastritis, esta citoquina 

tiene niveles similares a los donantes sanos; sin embargo desde metaplasia empieza a 

aumentarse y permanece alta en ambos tipo de cáncer, tanto temprano, como avanzado 

(Figura 36 – panel superior).  
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Figura 36. Proporción de cambio en la expresión de los marcadores IL-17, BTLA y CTLA-4 en cuatro grupos de la 

carcinogénesis gástrica en comparación con los donantes Sanos. Arboles generados por SPADE de la proporción de 

cambio entre sanos y gastritis, metaplasia, cáncer temprano y cáncer avanzado para los marcadores IL-17 (PANEL 

SUPERIOR), BTLA ( PANEL CENTRAL) y CTLA-4 (PANEL INFERIOR). Escala de colores (azul – rojo) observando la 

disminución (círculos azules), el incremento (círculos rojos) o el no cambio de los grupos evaluados con respecto al 

donante sano. 
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La misma evaluación se realizó para los receptores BTLA Y PD1, en donde se encontró que, que 

BTLA está altamente expresado en el grupo de gastritis, sin embargo esta expresión disminuye 

para el resto de las patologías (Figura 36– panel central). Finalmente, la evaluación de PD1 

mostro, de forma similar a lo reportado en la bibliografía, una alta expresión en los grupos con 

cáncer, tanto en poblaciones CD4 como CD8. Sin embargo, la evaluación de este receptor en 

estadios benignos, esta disminuido en comparación con los individuos sanos (Figura 36– panel 

inferior).  

ANÁLISIS POR CITRUS 

Además de SPADE, se utilizó un segundo algoritmo conocido como CITRUS (Identificación, 

caracterización y regresión de clústeres), ejecutado en R; algoritmo que también permite la 

visualización de los datos de citometría multiparamétrica, pero además, y contrario al primero, 

permite la identificación de poblaciones celulares con niveles de abundancia o expresión 

estadísticamente distinta entre grupos.  

El algoritmo de CITRUS mediante un proceso automatizado y no supervisado, combina la 

identificación computacional de poblaciones celulares, y la asociación con un factor respuesta 

externo, (mejor o peor pronóstico, buenos o malos resultados clínicos o incluso tiempo de 

supervivencia)(203, 213-215), y  en el caso de este trabajo, el grado de malignidad de la 

carcinogénesis gástrica. 

 El panel de marcadores utilizado para evaluar esta diferenciación fue el mismo utilizado en el 

análisis por SPADE, el cual contiene 9 marcadores para caracterizar linfocitos (CD4, CD8, 

CD45Ra, CCR7, PD1, BTLA, CTLA-4, CD25, FoxP3 e IL-17). Inicialmente, se realizó una evaluación 

de los 5 grupos (sano, gastritis, metaplasia, cáncer temprano, y cáncer avanzado), sin embargo 

la pequeña cantidad de pacientes (n=5 por grupo) no mostro poblaciones diferenciales. Por 

esta razón se realizó nuevamente el análisis evaluando solo 3 estadios: los 5 donantes sanos, 

los pacientes con un estadio benigno de la enfermedad (5 con gastritis y 5 con metaplasia), y 

los pacientes que ya padecían cáncer (5 en estadio temprano y 5 en avanzado).  

CITRUS se inició a partir de los datos de citometría en formato FSC. de los 25 pacientes. Luego, 

el algoritmo seleccionó de forma aleatoria 30.000 células (numero definido manualmente) por 

cada una de las 25 muestras, células que el “software” combinó en un solo set de datos, a 

partir del cual se generaron los clústeres de células fenotípicamente parecidas, proceso similar 

al realizado por SPADE. Paso seguido, de forma aglomérativa y jerárquica, el algoritmo reduce 

el número de nodos cercanos en el espacio multidimensional, estableciendo a 1% el tamaño 

mínimo de los clústeres generados mediante el umbral MCST (mínimum cluster size 

threshold), con el objetivo de buscar poblaciones raras. Para un total de 750.000 células 

evaluadas (30.000 por cada uno de los 25 pacientes incluidos), un población debería tener 

mínimo 750 células para ser considerado un clúster y ser evaluada dentro del logaritmo de 

CITRUS.  

Una vez que el total de las células se agruparon en los diferentes modelos, CITRUS traslado los 

parámetros descriptivos a una nueva matriz de propiedades, la cual contiene la información de 

la abundancia (proporción de células en cada clúster), y la expresión media de cada uno de los 

marcadores utilizados. Una vez generada la matriz, se separan los datos de cada una de las 25 
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muestras. Finalmente, esta matriz, es utilizada para identificar relaciones entre los clústeres 

generados y el factor de respuesta mediante modelos correlativos y predictivos.  

El modelo correlativo SAM (significance análisis of microarrays), fue inicialmente utilizado para 

la evaluación de expresión génica en micro-arreglos (216), sin embargo se ha implementado en 

citometría ya que es utilizado para identificar las relaciones entre la medida de los parámetros 

y el factor respuesta.   

A partir de los 25 pacientes evaluados en el estudio, se buscó relacionar la abundancia en la 

expresión de poblaciones particulares con uno de los tres principales estadios: Sano, Benigno 

(gastritis o metaplasia) o Cáncer (temprano o avanzado). Se obtuvieron dos modelos de interés 

con diferencias significativas entre grupos (p < 0.05). El clúster 96191 mostró que los donantes 

sanos tuvieron mayor abundancia que las dos patologías evaluadas (p=0.004); los pacientes 

con cáncer mostraron una media con niveles intermedios, seguidos por aquellos con patología 

benigna que tuvieron los niveles más bajos, pero una dispersión más marcada (Figura 37A). Por 

otra parte, los pacientes con el clúster 96186 mostraron una mayor dispersión, en la 

abundancia sin embargo se mantuvo la diferencia entre los donantes sanos y las patologías 

benigno y cáncer (p=0.025), que tuvieron niveles similares (Figura 37B).   

 

Figura 37. Clústeres identificados por CITRUS que permiten diferenciar entre las tres patologías analizadas. Los 

clústeres (A) 96191, y (B) 96186 diferencian de forma estadísticamente significativa los tres grupos de individuos 

analizados mediante la expresión diferencial de estos.  

Una vez que se tuvieron los clústeres que permitían diferenciar los tres estadios evaluados, se 

procedió a caracterizarlos. Inicialmente, se observó su ubicación en el árbol jerárquico, en 

donde se encontró que los dos clústeres identificados se encuentran muy cercanos entre sí, y 

contienen una gran cantidad de células (identificado por el tamaño del circulo) (Figura 38A). Es 

importante aclarar que el árbol de CITRUS está formado representando eventos redundantes, 

es decir cada evento puede contribuir a múltiples clústeres (inicia con un clúster central – en 

este caso el 96193 que contiene todos los eventos incluidos en el análisis, este luego se divide 

en dos clústeres hijos y estos a su vez en otros dos clústeres y así sucesivamente hasta que los 

eventos contenidos en el clúster son menores al MCST (Figura 38A).  
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Figura 38. Caracterización de los clústeres que permiten diferenciar los tres estadios evaluados. (A) Árbol 

jerárquico en donde se señala la relación entre cada uno de los clústeres generados. En rojo se resaltan los dos 

clústeres de interés (96186 y 96191) que tienen una expresión diferencial significativa entre los tres grupos 

analizados. (B). Histogramas de expresión para cada uno de los 9 marcadores utilizados. En rosado se muestra la 

expresión de cada uno de los clústeres identificados, y en azul la distribución de la población total de células 

analizadas.  

Paso seguido, se determinó la expresión de marcadores en estos clústeres a partir de la 

evaluación de los histogramas de expresión media normalizada (Arcsinh = 150) para cada uno 

de los 9 marcadores utilizados en los 2 modelos obtenidos. Inicialmente, se observó que como 

era de esperarse debido a la cercanía de las poblaciones en el árbol, existe una expresión muy 

similar de marcadores entre los dos clústeres, los cuales tienen una expresión positiva para los 

marcadores CD8, IL-17, BTLA, CTLA-4 y PD1, y valores negativos para los marcadores CD4 y 

FoxP3, por lo que se determina que esta población es una población citotóxica (CD8+), que 

expresa los tres receptores inhibitorios  evaluados y además contiene IL-17 (Figura 38B).  

Por otra parte, el modelo predictivo o modelo PAM (prediction analysis microarray), se basa en 

un algoritmo de aprendizaje no supervisado, que es capaz de identificar la combinación de 

clústeres que mejor predicen la asignación de una muestra a uno de los factores de respuesta, 

es decir, permite clasificar un individuo X en uno de los grupos establecidos de acuerdo a los 

niveles que este tenga en la combinación de clústeres. En el caso de este estudio, la 

clasificación del individuo dependerá de los niveles que este tenga de la población Tc17 CTLA-

4+, BTLA+ PD1+, identificada anteriormente.  
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El resultado de este proceso de evaluación (PAM) se representa en un gráfico que evalúa la 

calidad del análisis predictivo, mostrando la tasa de error estimada para cada modelo (puntos 

rojos) a medida que se utilizan diferentes umbrales de regularización. Esta tasa tiene valores 

de 0 a 100% en donde un valor de 0% es igual a un valor predictivo perfecto. Además, de cada 

punto rojo sale una línea puenteada que señala el error estándar de esta tasa. De la misma 

forman, el modelo genera una línea azul, que indica la tasa de falsos descubrimientos en cada 

modelo, con valores igualmente de 0 a 100%. Por último, la escala superior muestra el número 

de propiedades de cada modelo (Figura 39).  

Citrus reporta tres modelos preseleccionados basándose en estas tasas de error y de falsos 

descubrimientos. El primero es el cv.min, representado por un punto verde, este es el modelo 

representa el set de clústeres que diferencian los grupos con la menor tasa de error. El 

segundo es el cv.1se, identificado como un diamante naranja, representa el modelo más 

simple teniendo una tasa de error estándar de uno. En los casos en el que este modelo tiene 

cero propiedades, la evaluación debe considerarse nula, pues el punto final no puede ser 

descrito por la varianza de los datos (Figura 39B). El último modelo es el 

cv.fdr.constrained está representado por un triángulo amarillo, y representa el modelo con el 

mayor número de propiedades o clústeres, manteniendo una tasa de descubrimiento falso 

menor al 1%.  

 

Figura 39. Validación del modelo predictivo a través del análisis de la Tasa de error. En rojo, la tasa de error 

estimada del modelo y en azul la tasa de descubrimientos falsos. En (A) y (B) se ejemplifican dos modelos no 

apropiados para el uso del modelo predictivo. En (C) se muestra el modelo obtenido para la clasificación de un 

individuo X en uno de los tres grupos evaluados de la carcinogénesis. Se resaltan tres modelos (cv.min, cv.1se y 

cv.fdr.constrained) los cuales se deberían utilizar para esta clasificación predictiva.   

En la Figura 39, se muestran tres gráficos de calidad, en A y B se ejemplifican dos evaluaciones 

no apropiadas para el análisis predictivo. El primero muestra una tasa de erro y de 
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descubrimiento falso del 0%, efecto que sería ideal, sin embargo la cantidad de propiedades 

que se deben tener en cuenta para clasificar un individuo es de 154 clústeres, por lo que este 

modelo no es factible, dada la variabilidad de cada individuo (Figura 39A). El siguiente grafico 

muestra el caso contrario en donde tanto la tasa de error como la de descubrimientos falsos es 

del 100% o muy cercana, por lo que ninguno de los modelos es válido (Figura 39B). Finalmente, 

en la Figura 39C se observa el modelo obtenido para la predicción del estadio de la 

carcinogénesis gástrica, modelo que tiene una tasa de descubrimiento falso del 0%, y una rasa 

de error menor al 50%.  
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DISCUSIÓN 

El cáncer gástrico es la quinta enfermedad maligna más común y la tercera causa principal de 

muerte por cáncer en todo el mundo. Al igual que la mayoría de los cánceres, la incidencia 

aumenta con la edad, y a diferencia de la mayoría, se ha establecido una causa ambiental 

dominante, la infección crónica por Helicobacter pylori, que contribuye al 90% del riesgo de 

padecer cáncer gástrico de tipo intestinal (2).   

Aunque existe abundante evidencia publicada en la que se analizan diferencias en el fenotipo 

de células del sistema inmune entre individuos sanos y con cáncer gástrico, no existe estudios 

de este tipo en el que se comparen los hallazgos del cáncer gástrico con lesiones benignas y 

pre-malignas de este tumor. Por lo anterior, en este trabajo se realizó el análisis fenotípico y 

funcional de células APCs y linfocitos T en sangre de individuos en diferentes etapas de la 

carcinogénesis gástrica. Los resultados confirman la inmuno-supresión reportada 

anteriormente en este tumor y además sugieren que el estadio de metaplasia es un punto de 

inflexión entre la respuesta activa de la gastritis no atrófica y la inmuno-supresión de estos dos 

compartimentos celulares que permiten el desarrollo tumoral.  

MONITOREO APC  Y L INFOCITOS 

En las diversas poblaciones de células APC y linfocitos T evaluadas en PBMCs, se encontraron 

algunas tendencias que sugieren cambios durante el desarrollo del cáncer gástrico. Los 

monocitos de sangre periférica son blanco de efectos inmuno-moduladores y quimio-tácticos 

secretados bien sea por células del sistema inmune o por los tumores. En el cáncer colorectal, 

un elevado número de monocitos CD14+ es considerado un factor pronostico en sangre (217). 

Acorde con esto, en el monitoreo de monocitos en sangre de individuos durante la 

carcinogénesis gástrica observamos un aumento de este tipo celular en pacientes con cáncer 

(temprano y avanzado) en comparación con los estadios benignos.  Los niveles aumentados en 

cáncer podrían ser atribuidos a la disminución de la quemotaxis de estas células al tejido, 

promovida por quimoquinas como MIP-3α e IL-8 mediadas por la activación de NF-κβ inducida 

por H. pylori en el epitelio gástrico en lesiones benignas, como ha sido sugerido previamente 

(218, 219). 

Dependiendo de los estímulos a los que se encuentra expuesta esta población CD14+, se 

induce la diferenciación hacia monocitos clásicos, intermedios o no clásicos, los cuales se 

caracterizan de acuerdo a su perfil de citoquinas, la capacidad de fagocitosis y la habilidad de 

presentar antígenos a los linfocitos T vírgenes (220). En este estudio, la población de 

monocitos no clásicos (CD14+/CD16+) mostro un incremento en sangre periférica en 

individuos con gastritis, metaplasia y cáncer temprano, concordante con lo reportado en 

distintos procesos infecciosos e inflamatorios y en algunos tipos de neoplasia (221, 222). Este 

aumento ha sido asociado al efecto antitumoral medido por la secreción de TNF-𝛼, IL-12p40 e 

IL-12p70 y la baja liberación de IL-10 por estas células, por lo que inicialmente se consideraron 

una población pro-inflamatoria (120), que además, secreta especies reactivas de nitrógeno y 

tiene actividad citotóxica (120).  
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Por otra parte, la fracción de monocitos intermedios (CD14++/CD16+), similares a los 

macrófagos de tejido, asociados a patologías gástricas activas (16), se encuentran aumentados 

en los individuos con metaplasia y cáncer avanzado, y son de mal pronóstico debido a que son 

altamente productores de IL-10, lo que promueve un ambiente anti-inflamatorio (220) con 

diferenciación a macrófagos M2 e inhibición de la diferenciación de células dendríticas (223) lo 

cual favorecería el crecimiento tumoral (123). 

Un segundo set de células evaluadas corresponde a las MDSCs, una población supresora que 

se encuentra aumentada en diferentes tipos de cáncer. Sin embargo, su evaluación representa 

un problema, ya que aún no existe un consenso sobre los marcadores que deberían estar 

incluidos para su estudio. Las  MDSCs incluyen un pequeño grupo de progenitores mieloides, 

así como células mononucleares inmaduras, que son fenotípicamente similares a monocitos 

(m-MDSCs) o a células polimorfo nucleares inmaduras (pmn-MDSCs) (132, 145). En este 

estudio, y  se propuso un nuevo el análisis de MDSCs, en donde, a partir de una revisión 

bibliográfica, se estableció la evaluación de tres poblaciones principales: m-MDSCs, pmn-

MDSCs y un grupo mixto de células evaluado en cáncer gástrico en diversos artículos (17, 126, 

130) (mix-MDSCs) con el objetivo de abarcar el comportamiento general de estas poblaciones 

en la carcinogénesis gástrica, y el comportamiento diferencial de las tres poblaciones 

supresoras, que podrían dar lugar a un posible biomarcador. Como se vio en los resultados, las 

pnm-MDSCs permiten diferenciar de mejor manera los diferentes estadios de la carcinogénesis 

gástrica, sin embargo, su validación como biomarcador deberá estar sujeta a estudios con un 

número mayor de individuos.  

Las tendencias mencionadas en los resultado acerca del comportamiento de las MDSCs  

concuerdan con lo reportado en la literatura (17, 126, 130). Sin embargo, el encontrar que los 

individuos con metaplasia tienen los niveles más elevados de dos poblaciones mieloides 

supresoras podría ser explicado por la inflamación crónica propia de esta patología, en donde 

el aumento de  GM-CSF, TGFβ, TNFα, IL-1β, IL-6 e IL-10, promovido por H. pylori (224-226), 

favorece la expansión de estas poblaciones celulares (145) y conlleva a que el sistema exhiba 

una supresión inmunológica (141-145) que da paso al desarrollo tumoral, con niveles de 

MDSCs consolidados desde el inicio del cáncer. De acuerdo a lo anterior, el estadio de 

metaplasia genera un “switch” entre los estadios iniciales y los estadios malignos. 

Por otro lado, se asume que algunos componentes del microambiente tumoral interfieren con 

la cantidad y funcionalidad (maduración) de las células dendríticas. En este estudio se encontró 

que los pacientes con cáncer tienen la mayor población de células dendríticas inmaduras, lo 

cual ha sido previamente asociado a los niveles de VEGF (169, 227, 228) los cuales inhiben la 

maduración y reduce la infiltración de estas células al tumor (170).  Así mismo, en los pacientes 

con cáncer se encontró una mayor población de dendríticas plasmacitoides cuyo aumento en 

sangre periférica y tejido peri tumoral ha sido reportado por otros (229) y asociado este 

aumento a mal pronóstico clínico en otros tumores (230). Esto debido a un aumento en la 

expresión de IL10 y ICOS-L (229) y la deficiente producción de IFN-α (231, 232) que promueven 

la inmuno-supresión mediada principalmente por la expansión de Tregs (229, 233).  

Además los pacientes con cáncer tienen una disminución significativa de dendríticas mieloides, 

las cuales están asociadas a una respuesta anti-tumoral mediada por la producción de IL-12; 
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crucial para el desarrollo de respuesta de tipo Th1, y/o inmunidad citotóxica de células T 

antígeno especifica (157), las cuales se disminuyen en cáncer de tipo epitelial a causa de la 

apoptosis (234, 235) inducida por gangliósidos y mucinas (236, 237). 

En cuanto a la maduración de las células dendríticas, se observó una disminución de la 

respuesta al estímulo de maduración de estas en todas las patologías en comparación con los 

donantes sanos. Tanto CD80 que al estimular CD28 activa linfocitos T (238) como el CD83 

marcador de maduración (239), estuvieron discretamente disminuidos especialmente en 

cáncer. Así mismo, la cuantificación de la IL-12 secretada en respuesta a la maduración mostró 

un perfil disminuido a medida que se desarrolla la carcinogénesis, con valores cercanos a los 

sanos en las patologías benignas y una disminución significativa en cáncer, efecto que sugiere 

una disminución en la activación, la proliferación y diferenciación  del componente de 

linfocitos T vírgenes a células de fenotipo tipo Th1 y por ende una respuesta anti-tumoral 

menos eficiente. Por otra parte, los niveles de IL-10 mostraron estar aumentadas en DCs de los 

individuos con gastritis y cáncer, al igual que lo reportado anteriormente en respuesta H. 

pylori.  La limitada maduración de DCs y generación de células dendríticas tolerogénicas 

inducida por la bacteria disminuye el desarrollo de células efectoras y favorece un ambiente 

inmuno-supresor que permite la persistencia de la bacteria y limita la inmuno-vigilancia y 

eliminación del tumor (240-242). 

El segundo módulo analizado en el inmuno-monitoreo realizado fue la caracterización de la 

respuesta adaptativa representada por el componente de linfocitos T (CD4+ y CD8+). Esta 

población responsable de la inmunidad celular está a cargo de la promoción y activación de 

otras muchas células inmunes que ejercen actividad citotóxica e inmuno-moduladora de la 

respuesta anti-tumoral. El monitoreo de linfocitos T es de tal importancia que la mera relación 

CD4/CD8 ha sido propuesto como un marcador útil para monitorear el estatus de inmuno-

competencia inmunológico y inmuno-senescencia (243). En los individuos estudiados en el 

presente estudio esta relación se encentró aumentada a expensas de la reducción de los 

linfocitos CD8 únicamente en los individuos con cáncer.  Este resultado apoya el uso de esta 

relación como marcador pronostico en cáncer gástrico y otros tipos de cáncer (glioma, 

colorectal y cervical) como ha sido sugerido por varios autores (176, 177, 244). La disminución 

de células T está asociada entre otros factores a agotamiento inmune asociado a la edad (27)  

y  es mediado por diferentes factores entre los cuales vale la pena mencionar la apoptosis de 

linfocitos T mediada por TNFα (245) y la expresión de CD95 por estas células (246).  

Los linfocitos T CD4+ son una población de células ayudadoras de la respuesta inmune innata y 

adaptativa. La plasticidad de linfocitos T CD4+ vírgenes les permite en respuesta a diferentes 

estímulos provistos por otros linfocitos T, por células APC y células del estroma, diferenciarse 

en diferentes sub-tipos celulares que modulan de manera global la respuesta inmune. Las 

células Tregs son una población de linfocitos T CD4+ que ejerce funciones supresoras en 

diferentes tipos de tumores, incluido el cáncer gástrico. En este estudio encontramos que 

mientras los niveles de esta población en sangre periférica son similares en individuos sanos, 

con gastritis o metaplasia, los pacientes con cáncer (temprano o avanzado) exhiben la 

tendencia a tener un aumento de esta población asociado a una relación positiva de la razón 

Treg/CD8+.  En su conjunto, estos dos resultados de nuestro trabajo están de acuerdo con lo 

reportado en estudios previos por otros autores (182, 197, 198, 247).  Algunos estudios han 
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reportado que en la mucosa gástrica el número de Tregs esta aumentado no solo en cáncer 

sino también en gastritis, con una relación directa del aumento de estas células con el grado 

de severidad de la infección con H. pylori.  El hecho de que esta población reguladora se 

encuentra disminuida en metaplasia y aumentada en cáncer gástrico (248) podría explicarse 

por los niveles de TGF-β los cuales son críticos para la diferenciación de Tregs (249, 250) y los 

cuales se ha reportado están disminuidos en metaplasia pero aumentados casi 7 veces en 

cáncer gástrico (251).  

Mientras que en cáncer gástrico, la acumulación de Tregs se asocia con progresión tumoral y 

metástasis promovidas por TGF-β (252), en la gastritis, la depleción de las Tregs aunque 

elimina la bacteria esto probablemente favorece el desarrollo de la gastritis (253, 254). Así las 

cosas, estas observaciones permiten sugerir que la tolerancia inmune en estadios benignos de 

la patología gástrica a expensas de la función de Tregs pudiese en parte proteger al individuo 

de la progresión hacia el desarrollo de lesiones más severas de la mucosa incluido el cáncer.  

En este sentido, la disminución de esta población en la metaplasia observada en nuestros 

resultados probablemente favorece la reactivación del proceso inflamatorio lo cual aumenta el 

riesgo de desarrollo tumoral.  

Además de las Treg, las células Th17 promueven la inflamación crónica mediada por H. pylori; 

en los estadios  evaluados por nosotros, esta población se encuentra levemente aumentada en 

los pacientes con cáncer gástrico, concordante con lo reportado en la literatura, en donde se le 

atribuye una correlación a los niveles de células Th17 con el TNM y la metástasis a nódulo 

linfático (19). Al evaluar la proporción entre estas dos poblaciones Treg/Th17, se encontró una 

relación inversa en los donantes sanos, efecto opuesto al observado en todas las patologías, 

especialmente en el cáncer avanzado, en las que existe una relación directa; este efecto es 

concordante con lo reportado en otros artículos en donde ambas poblaciones aumentan su 

frecuencia de forma sincrónica en respuesta al desarrollo tumoral, siendo máxima en cáncer 

avanzado (19, 186). Así mismo, en los pacientes con infección con H. pylori que cursan con 

niveles elevados de Th17, se ha encontrado un aumento de la inflamación (255) asociada al 

control de la infección. Esta inflamación promovida por células Th17 podría estar asociada al 

desarrollo tumoral como resultado de la disminución del ambiente supresor (mencionado 

previamente) y el aumento de ROS y RNS (58), COX-2/ prostaglandinaE2, WNT/β-catenina 

(256), que promueven el daño al DNA, el recambio de células epiteliales y la neo-

vascularización (257, 258).  

Una forma de explicar la acumulación de las células Th17, se da a través de la diferenciación 

mediada por IL-21 (259), de células Th-foliculares, las cuales en respuesta a estímulo de 

activación, mostraron niveles elevados en pacientes con metaplasia y cáncer, de forma similar 

a lo reportado en cáncer de mama (193), con un aumento de ICOS y PD1, probablemente en 

respuesta a la inflamación crónica inducida por H. pylori (191). 

Finalmente, la activación de las células T induce varios cambios en la proliferación, ciclo 

celular, adhesión, migración y función efectora de estas células, estos cambios están asociados 

a expresión diferencial de marcadores que aumentan o disminuyen concomitantemente  con 

la activación.  Entre estos cambios esta la disminución del CD3 en la superficie (260), y la 

expresión de los marcadores de activación CD25 (IL-2Rα, importante en la proliferación), CD69 
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(marcador de activación temprana de linfocitos), y CD154 (CD40 ligando (CD40L), involucrado 

en la co-estimulación de células dendríticas luego de la activación de linfocitos T) (261). En este 

trabajo se observó una disminución de esta respuesta en individuos con cáncer, efecto 

explicado posiblemente debido a la anergia temprana inducida por el tumor (262), a la 

tolerancia y el agotamiento de la población T (69), que en conjunto generan un estatus 

refractario al estímulo de las células T (263).  

CORRELACIÓN ENTRE PBMCS E INFILTRADO EN MUCOSA GÁSTRICA 

Dado que el monitoreo por citometría de flujo se realizó en células circulantes en sangre, en 

un estudio piloto con tres individuos tratamos de cotejar los resultados obtenidos de algunas 

poblaciones celulares en sangre con la contextura del infiltrado de leucocitos en el tejido 

gástrico, mediante la cuantificación automatizada de poblaciones CD4, CD8 y CD33 infiltrantes 

por inmuno-histoquímica. Tal y como se muestra en los resultados, estas poblaciones tuvieron 

valores de correlación (r, Spearman) cercanos a 1 para los tres marcadores. Igualmente esta 

relación fue establecida con las poblaciones MDSCs y Treg al igual que ha sido reportado en 

otros trabajos en los cuales ha sido descrita una correlación directa entre la frecuencia de 

estas células en sangre y su detección en nódulo linfático y tejido tumoral gástrico (17, 182), 

por lo que se sugiere que el nivel de estas poblaciones circulantes en sangre en parte reflejan 

su comportamiento en el tejido.  

De las 5 patologías evaluadas, solo fue posible cuantificar en mucosa los estadios de gastritis 

crónica no atrófica, metaplasia y cáncer in-situ (temprano), en donde se observó un aumento 

significativo de los marcadores CD45 (leucocitos totales), CD20 (células B) y CXCL13 

(quimoquina Tfh) en el estadio de metaplasia, efecto que es explicado por el alto grado de 

inflamación, el cual es suficiente para generar un cambio morfológico del tejido (generación de 

células de tipo intestinal).  

EVALUACIÓN MULTIDIMENSIONAL  

La versatilidad y eficiencia de la citometría de flujo permite hoy en día evaluar múltiples 

parámetros de manera simultánea brindando información acerca de una amplia variedad de 

inmuno-fenotipos a partir de una muestra limitada de células. El uso de herramientas 

estadísticas computacionales permite monitorear la respuesta inmune de forma automatizada, 

además, es capaz de generar algoritmos de aprendizaje que van a permitir en un futuro 

cercano clasificar pacientes en diferentes estadios, basados en el monitoreo de distintos 

marcadores de respuesta inmune.   

En el análisis por componentes principales, a través de la reducción de dimensiones, fue 

posible encontrar una secuencia de la distribución de las variables asociadas al 

comportamiento de los grupos.  Los resultados evidencian una clara transición de individuos 

sanos asociada a: la población CD8, la expresión de CD80 y la secreción de IL-12 en repuesta a 

la maduración de DCs, hacia el cáncer avanzado en donde los pacientes se caracterizaron por 

altos niveles de DCs inmaduras, células mieloides supresoras y una alta relación Treg/CD8. Lo 
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anterior sugiere una transición de la respuesta inmune, comportamiento que está de acuerdo 

con los resultados observados en el monitoreo manual, donde inicialmente existe un sistema 

inmune activo en etapas benignas que se suprime a medida que la lesión transita hacia el 

cáncer. Consideramos interesante el resultado de la no agrupación de los pacientes con 

gastritis en este análisis y atribuimos el comportamiento de estos pacientes a la variabilidad de 

la respuesta en etapas iniciales de la lesión gástrica, concordante con lo visto en el análisis 

manual.  

Por otra parte, a partir de los “software” SPADE y CITRUS fue posible la identificación 

automática de poblaciones a través de la agrupación en clústeres y la identificación de perfiles 

celulares  que se correlacionan con resultados previamente reportados en la literatura, 

además de permitir la identificación de poblaciones con fenotipos menos conocidos o poco 

estudiados en el contexto del cáncer gástrico. Nuestros resultados demuestran que estas 

poblaciones que en un análisis tradicional habrían sido difícilmente consideradas, permiten 

establecer diferencias entre los grupos y postular posibles funciones inmuno-moduladoras que 

hasta ahora no habían sido tenidas en cuenta en el cáncer gástrico.  

En comparación con los donantes sanos SPADE mostró un aumento de PD1 tanto en 

poblaciones CD8+ como en CD4+ únicamente en pacientes con cáncer; esta expresión de PD1 

en cáncer gástrico está acorde con los reportes existentes para diferentes tipos de cáncer 

incluido el gástrico (264) que señalan que la expresión de este marcador es sugestivo de 

agotamiento celular (265), lo cual ha llevado al diseño de herramientas que persiguen su 

inhibición como terapia antitumoral en diferentes tipos de tumores (266).   

Por otra parte, la evaluación intracelular de la interleucina IL-17 mostró una mayor expresión 

en células CD8 que según el mapa de calor es producida por células  CD45RA+ CCR7+ 

(marcadores tanto de células de memoria central como de células Stem Cell) (271). Dentro de 

los estadios evaluados, esta población se encuentra aumentada principalmente en las 

patologías avanzadas. De manera interesante, estos resultados obtenidos con el análisis 

automatizado concuerdan con el aumento de células Tc17 en pacientes con tumores gástricos 

previamente reportado por Zhuang y colaboradores (125). La caracterización de esta población 

en ese trabajo reveló que estas células no expresan perforina, GrB, PD1 ni FoxP3, lo que 

sugiere por nuestros resultados que su función principal es la producción de IL-17 en lugar de 

tener funciones efectoras citotóxicas (125).  

Así mismo, SPADE mostro un comportamiento particular del marcador BTLA en la población 

CD4+ virgen y de memoria efectora ya que en comparación con los sanos su expresión se 

encontró aumentada en individuos con gastritis o metaplasia y disminuida en individuos con 

cáncer. Aunque el papel de este receptor en la infección con H. pylori no ha sido investigada, 

distintos trabajos proponen que parte de su función es reducir la inflamación (267). BTLA es 

una molécula co-inhibitoria que tiene una estructura y función similar a CTLA-4 y PD1 (268), 

que se induce en el proceso de activación de linfocitos T vírgenes, se expresa en células Th1 y 

Th2 durante el proceso de activación y una vez activadas este receptor se pierde en células Th2 

pero permanece expresado en células Th1 efectoras en las que disminuye la producción de IL-2 

y  por ende su proliferación (269).  
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Por su parte el uso del “software” CITRUS nos permitió comparar de forma automática los 

grupos en un análisis tanto predictivo como correlativo. Esta comparación dio como resultado 

la identificación de una población Tc17 que además expresa los receptores inhibitorios BTLA, 

PD1 y CTLA-4. Contrario a lo que se podría esperar basándose en los resultados de SPADE y lo 

repotado por otros (125), esta población se encontró selectivamente aumentada en los 

individuos sanos con una expresión diferencial en individuos con patologías benignas y cáncer 

de acuerdo a lo siguiente: mientras niveles intermedios de expresión de esta población 

identifican individuos con cáncer aquellos con patología benigna exhibieron la menor 

expresión. Este resultado nos permite proponer el uso de esta población para diferenciar 

individuos sanos de individuos con patología gástrica benigna o maligna, sin embargo, 

establecer relación entre la expresión diferencial de esta población entre grupos y su función 

debe ser materia de futuros estudios. 

  



 
 

91 

CONCLUSIONES  

En este trabajo concordante con lo reportado en la literatura se muestra que los pacientes con 

cáncer gástrico tienen un perfil de supresión inmune evidenciado por: (i) aumento de los 

niveles de Tregs, MDSCs y DCs plasmacitoides; (ii) reducción en funciones efectoras como baja 

cantidad de DCs mieloides, linfocitos CD8+, respuesta deficiente de DCs y de linfocitos T al 

estímulo.   

A nivel de metaplasia la respuesta inmune exhibe una disyuntiva, por una parte los niveles de 

monocitos no clásicos, DCs mieloides y linfocitos T CD8+ (células efectoras) se encuentran 

aumentados, y por la otra, la población supresora pmn-MDSCs y la capacidad de maduración 

de las células dendríticas se encuentran disminuidas. Este comportamiento, acompañado con 

el reporte de las Tregs en mucosa gástrica sugieren que la metaplasia representa un punto de 

inflexión en el cual se exacerba el componente supresor el cual probablemente favorece el 

desarrollo tumoral. 

La comparación realizada entre el monitoreo en sangre y la infiltración a mucosa gástrica 

muestran una buena correlación entre estos dos compartimientos. Efecto que podría estar en 

explicado por los factores solubles liberados tanto por la H. pylori en las patologías benignas, 

como por el tumor gástrico en cáncer, los cuales ejecutan funciones detectables en sangre y se 

relacionan con una mayor infiltración en microambiente.  

El análisis multidimensional de variables inmunológicas permitió discriminar el 

comportamiento inmune de los donantes sanos de pacientes con los diferentes estadios de la 

patología gástrica. Como se observó en el PCA existe una progresión desde los individuos 

sanos hacia aquellos con cáncer avanzado.  

Los “software” multiparamétricos permiten resaltar las diferencias entre las patologías 

analizadas en donde el aumento de marcadores como PD1 e IL-17 en CD8+, y disminución de 

BTLA diferencian los individuos con lesiones benignas de aquellos con cáncer. Por lo que en 

este estudio se corrobora lo reportado en la literatura, pero además se propone el análisis de 

las Tc17 y el BTLA como posibles biomarcadores de la progresión del cáncer gástrico en etapas 

tempranas.  

El empleo de algoritmos multidimensionales para el análisis automatizado de citometría de 

flujo diseñados principalmente para la detección de poblaciones poco frecuentes, permiten 

determinar diferencias (funcionales y fenotípicas) entre agrupaciones celulares de pacientes y 

personas sanas evitando el sesgo asociado al análisis manual.  
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PERSPECTIVAS O ESTUDIOS FUTUROS 

Este trabajo evalúa una serie de parámetros inmunes que deben ser validados aumentando de 

forma considerable en número la muestra, para ser usados como marcadores predictivos de la 

respuesta clínica de pacientes con estadios benignos o malignos de la patología gástrica.  

Debido a la capacidad de diferenciar entre los grupos se propone la población Tc17 positiva 

para los receptores inhibitorios como una población interesante para un estudio más 

detallado.  

Se espera que las aproximaciones metodológicas utilizadas en este estudio permitan explorar 

el comportamiento inmune de los pacientes con cáncer en estadios tempranos vs avanzados. 

Confiamos que este sistema se pueda explorar y aplicar a diferentes patologías malignas que al 

igual que en el cáncer gástrico cursen con un proceso de carcinogénesis mediado por un 

proceso inflamatorio crónico. 

CONSIDERACIONES  ÉTICAS 

El presente protocolo hace parte del macro-proyecto titulado “MEDICINA TRASLACIONAL EN 

CANCER: EVALUACION DEL VALOR PREDICTIVO DE BIO-MARCADORES CELULARES Y 

MOLECULARES EN LA RESPUESTA CLINICA DE TUMORES EPITELIALES A LA QUIMIO-

RADIOTERAPIA EN COLOMBIA”, presentado al Instituto Nacional de Cáncer en la convocatoria 

de la Red de Investigación en cáncer 2013. Actualmente, este proyecto se deriva de un 

proyecto conjunto con el Hospital el Tunal: “EVALUACIÓN DE BIOMARCADORES 

INMUNOLÓGICOS EN CÁNCER GÁSTRICO”, el cual cuenta con la aprobación por el comité de 

ética del Hospital El Tunal y de la Universidad Nacional de Colombia en el acta No. 036-14 del 

08 de mayo del 2014 (Anexo 2, Anexo 3).  

La presente propuesta de investigación está acuerdo a la resolución N° 8430 de 1993 que 

establece las normas científicas, técnicas y administrativas para la investigación en humanos 

(270), Artículo 11, este estudio se clasifica como investigación con riesgo mínimo: ” Son 

estudios prospectivos que emplean el registro de datos a través de procedimientos comunes 

consistentes en: exámenes físicos o sicológicos de diagnóstico o tratamientos rutinarios, entre 

los que se consideran: pesar al sujeto, electrocardiogramas, pruebas de agudeza auditiva, 

termografías, colección de excretas y secreciones externas, obtención de placenta durante el 

parto, recolección de líquido amniótico al romperse las membranas, obtención de saliva, 

dientes de leche (deciduales) y dientes permanentes extraídos por indicación terapéutica, 

placa dental y cálculos removidos por procedimientos profilácticos no invasores, corte de pelo 

y uñas sin causar desfiguración, extracción de sangre por punción venosa en adultos en buen 

estado de salud, con frecuencia máxima de dos veces a la semana y volumen máximo de 450 

mL en dos meses excepto durante el embarazo, ejercicio moderado en voluntarios sanos, 

pruebas sicológicas a grupos o individuos en los que no se manipulará la conducta del sujeto, 
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investigación con medicamentos de uso común, amplio margen terapéutico y registrados en 

este Ministerio o su autoridad delegada, empleando las indicaciones, dosis y vías de 

administración establecidas y que no sean los medicamentos que se definen en el artículo 55 

de esta resolución”.  

Las muestras obtenidas en el presente estudio solo fueron utilizadas para los experimentos 

aquí descritos, y se almacenaron las muestras solo de aquellos pacientes que autorizaron 

mediante la firma del consentimiento informado el almacenamiento y uso futuro de sus 

muestras en estudios relacionados con el presente proyecto. Estas muestras no fueron 

compartidas ni empleadas en otros proyectos sin la autorización del donante.  

El proceso para la obtención del consentimiento informado se resume en los siguientes pasos:  

· Verificación y obtención de datos de contacto de pacientes o controles que deseen 

participar en el estudio.  

· Presentación del consentimiento informado y respuesta a cualquier duda al 

respecto a los grupos seleccionados de casos y controles.  

· Obtención del consentimiento informado firmado tanto por el participante y dos 

testigos (Anexo 1).  

Confidencialidad : Los datos obtenidos en el presente estudio fueron registrados de forma 

anónima a través de un código sin sus datos de identificación con el fin de proteger su 

información personal.  

CONDICIONES DE BIOSEGURIDAD Y 

DECLARACIÓN DE IMPACTO AMBIENTAL DEL 

PROYECTO  

A los pacientes que decidieron participar se les tomo una muestra de 20 mL de sangre 

periférica, actividad que fue realizada bajo estrictas normas de seguridad con uso de guantes, 

aguja y jeringa nuevas, alcohol desinfectante, algodón, un torniquete, y 5 tubos heparinizados 

de 4 mL con una técnica adecuada de asepsia y antisepsia. Además, las biopsias gástricas 

fueron tomadas como parte de la endoscopia de rutina; este procedimiento fue realizado por 

el gastroenterólogo tratante, velando por las condiciones de comodidad y seguridad del 

paciente.  

Los experimentos desarrollados en el presente estudio están representados por ensayos in 

vitro y análisis ex vivo. Los reactivos y materiales necesarios para su desarrollo no revisten 

peligro mayor para la salud humana. El manejo de desechos y residuos tanto químicos como 

biológicos se realizó de acuerdo a los estándares establecidos para la protección del medio 

ambiente y siguiendo las normativas de bio-seguridad y protección de individuos que 

participan en actividades de investigación en el Laboratorio de Equipos Comunes ubicado en el 

tercer piso (Edificio 471) de la Facultad de Medicina en Bogotá. En atención a lo anterior, el 
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trabajo controló la exposición de los investigadores y demás personas del laboratorio a 

substancias generadas en este estudio que requirieron especial cuidado (desecho de material 

corto-punzante, agujas, tubos con reductos de sangre humana, desechos químicos, etc.), con 

el fin de prevenir daños a otras personas y al medio ambiente, como lo dicta la resolución 8430 

de 1993, Art. 63. 
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