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Resumen:
Objetivo: la infiltración inmunitaria es una característica 

común de muchos tumores sólidos humanos.  El sistema 
inmunitario, tanto adaptativo como innato, contribuye a la 
inmunovigilancia del tumor. Investigamos si los tumores 
evaden la inmunovigilancia induciendo estados de tolerancia 
o a través de la incapacidad de algunas subpoblaciones 
inmunitarias para penetrar los nidos tumorales.

Metodología: se usaron análisis de citometría de flujo 
multiparamétrica para estudiar la composición y distribución 
de las distintas subpoblaciones inmunitarias en muestras 
de sangre periférica, tejido tumoral (TT),  tejido adyacente 
al tumor (TAT), tejido distante no tumoral (TDNT), nidos 
tumorales, área estromal y margen invasivo del cáncer en 61 
pacientes de cáncer de pulmón no microcítico (NSCLC)

Resultado: detectamos un porcentaje significativamente 
mayor de células B y menor porcentaje de células NK en TT 
que en TDNT. Las células T memoria (CD4+ CD45RO+, 
CD8+ CD45RO+) y las células T activadas (CD8+ DR+) 
fueron más prevalentes en TT. Junto con esta activación 
inmunitaria el porcentaje de células T con actividad 
inmunosupresora fue mayor en TT que en TDNT. Las células 
B fueron prácticamente inexistentes en los nidos tumorales y 
estaban preferentemente localizadas en  el margen invasivo. 
El fenotipo dominante de las células NK en sangre periférica 
y TDNT fue citotóxico (CD56+ CD16+), mientras que la 
presencia de estas células disminuyo significativamente en 
TAT y aún más en TT. Finalmente, la respuesta inmunológica 
difirió entre los tipos histológicos adenocarcinoma y 
epidermoide acorde al grado de diferenciación tumoral. Estos 
descubrimientos en la infiltración de células inmunitarias 
innata y adaptativa en los tumores contribuye a una reacción 
inmunitaria más completa en NSCLC.

Palabras clave: subpoblaciones linfocitarias, NSCLC, 
TILs, linfocito T.

CHANGES IN IMMUNE INFILTRATE IN LUNG 
CANCER TISSUE: IMMUNOSUPPRESSION STATUS IN 
THE TUMOR AREA

Abstract:
Objective: Immune infiltration is a common characteristic 

of  many solid human tumors. The immune system, both 
adaptive and innate, contributes to the immune surveillance 
of  the tumor. We studied whether tumors avoid immune 
surveillance by inducing states of  tolerance or through the 
inability of  some immune subpopulations to penetrate the 
tumor nests.

Methodology: Multiparametric flow cytometry analyses 
were used to study the composition and distribution of  the 
different immune subpopulations in samples of  peripheral 
blood, tumor tissue (TT), adjacent tumor tissue (ATT), distant 
non-tumor tissue (DNTT), tumor nests, the stroma and the 
invasive margin of  the cancer in 61 patients with non-small cell 
lung cancer (NSCLC).

Results: We detected a significantly higher percentage of  B 
cells and a lower percentage of  NK cells in TT than in DNTT. 
Memory T cells (CD4+ CD45RO+, CD8+ CD45RO+) and 
activated T cells (CD8+ DR+) were more prevalent in TT. 
Along with this immune activation, the percentage of  T cells 
with immunosuppressive activity was greater in TT than in 
DNTT. B cells were practically non-existent in the tumor nests 
and were primarily located in the invasive margin. The dominant 
phenotype for NK cells in peripheral blood and DNTT was 
cytotoxic (CD56+ CD16+), while the presence of  these cells 
significantly decreased in ATT and even more in TT. Finally, 
the immune response differed between adenocarcinoma and 
squamous cell histological types, according to the degree 
of  tumor differentiation. These discoveries in the tumor 
infiltration of  innate and adaptive immune cells contributes to 
a more complete immune response in NSCLC.

Keywords: lymphocyte subpopulations, NSCLC, TILs, T 
lymphocyte.
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INTRODUCCIÓN
El cáncer de pulmón representa la mayor 

cantidad de muertes relacionadas con el cáncer en 
todo el mundo, y más del 85% de casos son cáncer 
de pulmón no microcítico (NSCLC) Ha habido 
mejoras limitadas en la terapia de NSCLC durante 
las pasadas décadas, y la tasa de supervivencia libre 
de enfermedad a 5 años se ha estimado solo en el 
16% en pacientes con NSCLC1.

La infiltración inmunitaria es una característica 
común en tumores sólidos humanos. Cualquier 
tipo de célula inmunitaria puede encontrarse en 
diferentes tumores y en diferentes zonas dentro 
del mismo tumor, es decir, en el centro del tumor, 
margen invasivo, alrededores o en estructuras 
linfoides terciarias2. La localización, densidad y/u 
orientación funcional de diferentes poblaciones 
inmunitarias puede ser beneficioso o deletéreo 
para los pacientes. Los linfocitos T juegan un papel 
importante en la respuesta inmunitaria contra 
el tumor. Estudios clínicos e histopatológicos3, 

4 han descrito el infiltrado de células T como el 
predictor más importante de la supervivencia del 
paciente5-9. Sin embargo, las células que infiltran 
los tumores son heterogéneas, y la mayoría de 
componentes de los compartimentos mieloide 
y linfoide están presentes. Además, las células 
inmunitarias infiltrantes pueden alterarse y pasar 
de un estado activado a un fenotipo perturbado 
y/o perfil funcional creando un microambiente 
que conduce a la supresión de células T10. La 
inmunosupresión provoca un desequilibrio 
en el balance Th1/Th2 cambiando hacia Th2 
afectando a la inmunidad antitumoral. Las células 
T reguladoras (Tregs) son una población de células 
T que suprime la activación del sistema inmunitario 
y mantiene inmuno tolerancia a auto antígenos. Las 
células Tregs pueden contribuir a una actividad 
inmunosupresora o antitumoral, permitiendo 
evadir la barrera inmunológica en malignidades 
epiteliales11. Las células Tregs aumentan en número 
y son activadas en el microambiente tumoral, y una 
alta proporción de estas se ha correlacionado con 
mal pronóstico en tumores epiteliales, incluyendo 
cáncer de pulmón12, 13. Los mecanismos potenciales 
que destacan entre los efectos inmunosupresores 
de las células Tregs podrían incluirse la producción 
de citoquinas inhibidoras, como TGF-β e IL-10, y 
la función supresora de células T por competencia 
de unión a IL-2 vía receptor CD25 de la superficie 
celular (receptor de IL-2) Además, varias moléculas 
co-inhibidoras, como antígeno asociado a linfotitos 
citotóxicos (CTLA-4) y receptor del factor de 
necrosis tumoral inducido por glucocorticoides 

(GITR), se unen a ligandos en células T efectoras 
y directamente contribuyen a la función inhibidora 
de células Tregs14. 

Existe una necesidad de entender mejor la 
respuesta inmunitaria antitumoral y del papel que 
juegan las células NK en este proceso. Las células 
NK son linfocitos innatos con una capacidad 
natural de reconocer células aberrantes y eliminarlas, 
como células tumorales15-17. Está aumentando la 
evidencia de que las células NK que infiltran los 
tumores tienen varios defectos en su repertorio de 
receptores celulares, sugiriendo un daño local en su 
función celular inducido por el tumor. Por lo tanto, 
la calidad más bien que la cantidad de células NK 
intratumorales podría representar su disfunción. 
Las células NK se encontraron que expresaban 
unos niveles de receptores KIR mucho más bajos 
en el tumor que en sangre periférica del mismo 
paciente18, 19. Las células NK que infiltran el tumor 
sin expresión de KIR, como células no educadas, no 
tienen capacidad citotóxica20, 21. Estudios recientes 
indican también que el fenotipo de las células NK 
que infiltran el tumor es característico de células 
NK inmadura y no funcionales22. De esta manera, 
el microambiente tumoral puede tener un impacto 
negativo sobre la funcionalidad y maduración de 
las células NK.

A pesar de la importancia de las células T 
y NK en los tumores o el microambiente, no se 
ha publicado en NSCLC un análisis comprensivo 
de estas subpoblaciones celulares de linfocitos. 
Todas las subpoblaciones de células T y NK están 
presentes en el centro y margen invasivo de tumores 
de NSCLC. Distintas poblaciones funcionales de 
células inmunitarias se encuentran en diferentes 
localizaciones tumorales y su distribución varía 
entre los distintos tipos de cáncer, sugiriendo que 
diferentes poblaciones de células inmunitarias 
pueden tener distintos papeles en el control 
tumoral.

El objetivo principal de este estudio es analizar 
la respuesta inmunitaria en cáncer de pulmón. 
Los objetivos específicos son la identificación de 
distintas subpoblaciones linfocitarias y su posible 
correlación con los diferentes parámetros clínico-
patológicos del tumor en pacientes diagnosticados 
de cáncer de pulmón sometidos a tratamiento 
quirúrgico con fines terapéuticos. 

METODOLOGÍA
Pacientes y muestras: el estudio incluyó 

muestras de 61 pacientes con cáncer de pulmón no 
microcítico (NSCLC) en el Hospital Universitario 
Virgen de las Nieves (Granada, España) Todas 
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las muestras quirúrgicas se obtuvieron de los 
especímenes resecados con fines terapéuticos. Las 
características demográficas, clínicas e histológicas 
de los pacientes se representan en la Tabla 1. Se 
obtuvieron 32 muestras de donantes de sangre 
periférica sanos apareados por sexo y edad entre 
50 y 80 años usados como control, estando 
todos libres de neoplasia y cualquier enfermedad 
pulmonar. Las muestras de sangre se incubaron 
con los correspondientes anticuerpos para el 
análisis de citometría de flujo. Los pacientes fueron 
sometidos a cirugía selectiva bajo anestesia general e 
intubación bronquial selectiva. El tipo de resección 
quirúrgica más frecuente fue lobectomía reglada y 
en todos los casos se realizó muestreo ganglionar 
y/o linfadenectomía loco-regional. Ninguno de los 
pacientes del estudio fue tratado con quimioterapia o 
radioterapia preoperatoria. Las muestras tumorales 
se obtuvieron por escisión de un fragmento de 
masa tumoral ≥100mg durante la cirugía inicial e 
inmediatamente después de la resección quirúrgica. 
Tras la toma de las muestras del pulmón, la mitad 
de la pieza inmediatamente se sumergió en solución 
PBS y se analizó por citometría de flujo. La otra 
mitad se fijo en formalina y en parafina, y secciones 
de 3-4 micras se cortaron para tinción convencional 
de hematoxilina-eosina para evaluar el contenido 
tumoral. Todas las muestras tuvieron apareado 
su tejido adyacente al tumor y tejido distante 
no tumoral. Se seleccionaron solo aquellas con 
≥50% de células tumorales (≈70% de las muestras 
tuvieron >70% células tumorales) Debido a que 
los cambios moleculares preneoplásicos pueden 
tener lugar en tejido adyacente no tumoral, se 
obtuvieron muestras distantes de tejido no tumoral 
(masa ≥500 mg) de cuadrantes libre de tumor en 
los especímenes resectados tan lejos como fuera 
posible del tumor. Las muestras adyacentes al 
tumor se obtuvieron de tejido pulmonar colindante 
sin apariencia macroscópica de tumor localizada 
aproximadamente a un cm de la periferia del tumor. 
Las muestras adyacentes al tumor y distantes 
no tumorales sufrieron un meticuloso análisis 
histológico para garantizar la ausencia completa 
de células epiteliales tumorales. Antes de llevar a 
cabo el estudio, todos los datos clínicos y secciones 
tumorales se revisaron por un oncólogo y un 
patólogo quirúrgico. Se obtuvo consentimiento 
informado de todos los pacientes así como de los 
controles sanos para la participación en el estudio 
aprobado por el comité ético de investigación 
humana de nuestra institución. 

Los estadíos se determinaron tras la evaluación 
patológica de los especímenes resectados acorde a 

la 7ª Edición de TNM en cáncer de pulmón de la 
Asociación Internacional para el estudio de estadíos 
de Cáncer de Pulmón23.

Análisis de citometría de flujo: el análisis de 
citometría de flujo se llevó a cabo en TT, TAT y 
TDNT, que se lavaron y se resuspendieron en PBS 
para el análisis de citometría de flujo. Se usaron 
tubos GentleMACSTM (Miltenyi Biotec, Germany) 
para homogenización y disociación de las muestras. 
Cada muestra se procesó 2 veces, se filtró, lavó y 
se resuspendió en 0,5 ml de PBS. Se añadieron 20 
µl de muestra de tejido a los tubos marcados que 
contienen anticuerpos monoclonales específicos 
para las diferentes subpoblaciones linfocitarias y 
se incubaron durante 20 minutos a temperatura 
ambiente y en condiciones de oscuridad antes de 
añadir 1 ml de buffer de lisis de glóbulos rojos (BD 
Pharmalyse)

Los anticuerpos monoclonales específicos 
usados para identificar las diferentes subpoblaciones 
linfocitarias fueron los siguientes: CD57-FITC, 
anti-CD4-PE, anti-CD8-Percp, anti CD8-APC H7, 
anti-CD45RO-Pecy7, anti HLA-DR-APC, anti-
CD3-Pacific Blue (V450), Human regulatory T 
cell cocktail (anti-CD4-FITC/anti-CD25-Pecy7/
anti-CD127-APC), anti-CD20-PE, anti-CD20-
FITC, anti-CD20-Pacific Blue (V450), SimultestTM 
(anti-CD3-FITC/CD56+CD16-PE), anti-CD183/ 
PercpCy5 (CXCR3), anti-CD196/PE (CCR6), anti-
CD56-PE, antiCD16-Percp, anti-CD45-Amcyam 
(V500), anti-EPCAM-Percp, anti-CD64-FITC, 
anti-CD11b-PE, anti-CD161-APC and anti-CD33-
Percp (BD Bioscience, San José, California, USA). 
Para el análisis de citometría, se recogieron un 
mínimo de 4.000 eventos en tejidos de pulmón o 
3.000 en el gate de los linfocitos (CD45+ versus 
SSClow) en un citómetro FACS CantoTM II. 
Los datos se analizaron usando el software BD 
FACSDiva v.8.01 (BD)

Análisis estadístico: todos los análisis estadísticos 
se realizaron usando el programa informático SPSS 
versión 20.0 (IBM, Chicago IL). Se usaron los 
tests estadísticos Shapiro Wilk and Kolmogorov-
Smirnov para comprobar la normalidad de las 
variables. Aquellas con distribución normal se 
expresaron como media ± desviación standard y 
las que no presentaron distribución normal, como 
media de rangos promedios. En las variables con 
distribución normal la comparación entre grupos 
se realizó usando el test t de Student y el test no 
paramétrico U Mann Whitney o test ANOVA o 
Kruskal Wallis para aquellas variables con una 
distribución no normal. Las variables categóricas se 
analizaron usando el test chi-cuadrado (X²) o test 
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exacto de Fisher. Los resultados se consideraron 
estadísticamente significativos para una p <0,05. 

RESULTADOS
Análisis de las subpoblaciones linfocitarias 

en pacientes con NSCLC: entre la serie de 61 
pacientes de NSCLC se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas en la densidad de 
células inmunitarias entre las distintas regiones 
estudiadas de pulmón (TT, TAT, TDNT) LA figura 
1 representa los resultados para cada subpoblación 
analizada. La proporción de células T CD3+ y B 
CD20+ fue mayor en TT (80% y 11% de linfocitos, 
respectivamente) que en TAT (77% y 5%) y TDNT 
(74% y 3%). Las diferencias entre TT y TDNT 
fueron estadísticamente significativas para ambas 
subpoblaciones (p <0,001)

La mayoría de células T tanto CD4+ como CD8+ 
presentaron un fenotipo efector memoria. Sin 
embargo, se encontraron diferencias significativas 
en la presencia de estas células entre las diferentes 
regiones analizadas. Las células T memoria (CD4+ 
45RO+ CD8+ CD45RO+) y Tregs (CD4+ 
CD25+CD127-) fueron más abundantes en TT que 
en TAT o TDNT. La proporción de células CD4+ 
CD45RO+ (94% de linfocitos CD4+) difirió 
significativamente (p <0,008) de las que había en 
TAT y TDNT (89% en ambos) La proporción de 
células CD8+ CD45RO+ en TT (73% de linfocitos 
CD8+) fue significativamente diferente (p <0,002) 
a la de las muestras ATT (65%) y TDNT (62%) 
(Figura 2)

Respecto al estado de activación de las células 
T, la proporción de células T CD4+DR+ fue 
elevada en TT pero no diferente estadísticamente 
significativo de lo encontrado en TDNT. Pero la 
proporción de células T CD4+DR+ si fue mayor 
y estadísticamente significativa (p <0,001) en TT 
(31%) que en TAT (22%) y TDNT (18%) La 
proporción de células CD4+DR+ y CD8+DR+ se 
correlacionaron inversamente con las de las células 
B (p <0,01) (Figura 2)

La proporción de células Tregs fue 
significativamente mayor (p <0,001) en TT (18% 
de linfocitos T CD4+) que en TAT (12%) o 
TDNT (7%) (Figura3) La proporción de células 
CD4+CD39+ fue significativamente mayor (p 
<0,001) en TT (25%) que en TAT o TDNT, y 
la proporción de células CD8+CD39+ también 
fue significativamente mayor (p <0,02) en (26% 
de linfocitos T CD8+) que en TAT y TDNT. 
Finalmente, se observó un elevado porcentaje de 
células CD8+ CD57+ en el compartimento CD8 
(CD57 es un marcador de células T exhaustas). 

A diferencia de lo encontrado para CD39, la 
proporción de células T CD8+ CD57+ fue 
significativamente mayor (p <0,01) en TDNT 
(17%) que en TT (11%) (Figura 2)

El balance entre la ratio CD8/Tregs se ha 
mostrado ser importante en la progresión del 
tumor y en prognosis en algunos estudios de 
cánceres humanos. La ratio CD8/Tregs fue 
significativamente mayor (p<0,001) en TDNT (18) 
que en TT8, probablemente debido a diferencias de 
células Tregs y T memoria entre los tejidos.

Las células NK se caracterizan por la expresión 
de CD56 y CD16 y ausencia de CD3. Estas 
células se vieron aumentadas en sangre periférica 
y tejidos de cáncer de pulmón de los pacientes 
con el porcentaje más alto observado en TDNT. 
La proporción de células NK fue disminuyendo 
significativamente (p <0,001) desde TDNT (20% 
de linfocitos) hasta TT (7%) Se han identificado 
varios fenotipos de células NK en los tejidos 
analizados dependiendo de la expresión de CD56 
y CD16. La proporción de células NK citotóxicas 
(CD56+ CD16+) fue significativamente (p <0,001) 
menor en TT (23%) que en ATT (40%) o TDNT 
(44%) Por contra, Las proporción de células NK 
no citotóxicas y productoras de CD56bright 
CD16- fue significativamente (p <0,001) mayor 
en TT (9% de células NK) que en ATT (5%) o 
TDNT (2%) (Figura 4) Finalmente, la proporción 
de células NK dobles negativas (CD56- CD16-) o 
CD56- CD16+ (ambas poblaciones de fenotipo 
inmaduro) fue también mayor en TT pero no se 
alcanzó la significación estadística, probablemente 
debido al bajo número de muestras.

Análisis de TILs y asociación con las 
características clínicas: lLa proporción de células 
CD4+CD39+ fue significativamente mayor (p 
<0,01) en muestras de tumores con menos de 2cm 
de tamaño que en aquellos más grandes. El tipo 
histológico más común fue carcinoma epidermoide 
(31 casos), seguido de adenocarcinoma23. Se 
encontró un porcentaje significativamente mayor de 
células T CD3+ (p <0,04), CD8 (p <0,03), CD8+ 
CD45RO+ (p <0,01), CD4+ DR+ (p <0,02) 
CD8+ DR+ (p <0,05), CD8+ CD39+ (p <0,02) y 
Tregs (p <0,02) en TT de adenocarcinomas que en 
TT de carcinomas epidermoides.
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Tabla 1. Características clínicas de los pacientes NSCLC y 
controles.

Características clínicas NSCLC
N = 77 Controles
N = 54
Sexo
Varones 57 (74%) 36 (67%)
Mujeres 20 (26%) 18 (33%)

Edad media 66 (46-80) 65 (45-80)

Historia fumadora
Fumador 66 (86%)
No Fumador 11 (14%)

TNM
Tumor primario (T)
T1 22 (29%)
T2 45 (58%)
T3+T4 10 (13%)

Afectación linfática (N)
N0 59 (77%)
N1+N2 16 (23%)

Estadio tumoral
I 40 (52%)
II+III 37 (48%)

Diferenciación
Bien/moderado 46 (60%)
Pobre 31 (40%)

Histología
Epidermoide 36 (47%)
Adenocarcinoma 39 (51%)
Carcinoma de células 
grandes

  2  (2%)

Figura 1: Representación de las diferentes subpoblaciones 
linfocitarias: linfocitos T (CD3), linfocitos B (CD20) y células 
NK (CD56), en diferentes zonas de tejido pulmonar (TT, 
TAT, TDNT). Las diferencias entre las diferentes zonas 
fueron consideradas estadísticamente significativas para una 
p <0,005. TT: tejido tumoral, TAT: tejido adyacente al tumor, 
TDNT: tejido distante no tumoral.

Figura 2: Representación de las diferentes subpoblaciones 
de linfocitos T CD4+ y CD8+ en diferentes zonas de tejido 
pulmonar (TT, TAT, TDNT). El porcentaje de células en los 
diferentes tejidos de las subpoblaciones (CD4+ CD45RO+ 
fenotipo memoria, CD4+ DR+ fenotipo activado, 
CD4+ CD25+ CD127- Tregs y CD4+ CD39+ fenotipo 
inmunosupresor) se realizó sobre la proporción de células 
CD4+. De manera similar se representan las diferentes 
subpoblaciones de linfocitos T CD8+. Las diferencias entre 
las diferentes zonas fueron consideradas estadísticamente 
significativas para una p <0,005. TT: tejido tumoral, TAT: 
tejido adyacente al tumor, TDNT: tejido distante no tumoral.
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Figura 3: Diagrama de citometría de flujo representando la 
proporción de células Tregs infiltradas en TT y en TDNT. 
La proporción de células Tregs (CD4+ CD25+ CD127-) se 
realizó sobre la población T CD4+ usando la estrategia de 
“gating” sobre CD4 vs FSC. Se representa un caso con un 
grado de infiltración por Tregs importante (arriba), y un caso 
con un grado mínimo (abajo)

Figura 4: A) Representación de la proporción de células NK 
en diferentes zonas de tejido pulmonar. La proporción usada 
es sobre el porcentaje de linfocitos CD45+ usando estrategia 
de “gating” en citometría de flujo a partir de CD45 vs FSC. 
La población de células NK se consideraron en el grafico de 
citometría de flujo como CD3- CD56+. B) Representación 
de la proporción de células NK de fenotipo no citotóxico 
y productoras de citoquinas (CD56bright CD16-). La 
proporción de células CD56bright CD16- se representó sobre 
la proporción de células CD56+ CD3-. Las diferencias entre 
las diferentes zonas fueron consideradas estadísticamente 
significativas para una p <0,005. TT: tejido tumoral, TAT: 
tejido adyacente al tumor, TDNT: tejido distante no tumoral.

DISCUSIÓN
Es importante entender las interacciones 

complejas de los tumores con su microambiente 
para comprender los sistemas de defensa del 
cáncer24. Se investigó la infiltración inmunitaria 
en tumores de NSCLC usando técnicas de 
citometría de flujo. El análisis comprensivo de 

las subpoblaciones linfocitarias que infiltran los 
tumores NSCLC demuestra una amplia defensa del 
huésped y reveló el papel crucial de las diferentes 
subpoblaciones linfocitarias en esos pacientes. 
Analizamos la composición y distribución de las 
poblaciones inmunitarias en sangre periférica, TT, 
TAT, TDNT, investigando el estado funcional de 
los linfocitos y la asociación con las características 
clinico-patológicas en pacientes de cáncer de 
pulmón.

Nuestros resultados sugieren que durante el 
desarrollo tumoral se genera un microambiente 
inmunosupresor. Llevamos a cabo un análisis 
profundo estudiando las diferentes subpoblaciones 
linfocitarias desde un punto de vista madurativo 
y funcional. Este análisis se realizó en tres zonas 
distintas: zona distal del tumor, zona peritumoral 
y zona tumoral. En este estudio se demostró 
que células T con fenotipo efector memoria, y 
con marcadores de activación se encontraba más 
frecuentemente en la zona tumoral, pero al mismo 
tiempo, en esta zona se identificaron una alta 
concentración de células T con fenotipo de Treg 
y de marcadores asociados a inmunosupresión y 
agotamiento ( T cell-exhaustion) como CD39 tanto 
en población CD4 como CD8. La infiltración del 
tumor por células T citotóxicas CD8+ y T CD4+ 
CD45RO+ memoria se ha probado que tiene poder 
pronóstico discriminatorio conduciendo a un 
nuevo sistema de scoring que se asocia fuertemente 
con el resultado clínico24.

Los TILs CD8+ juegan un papel importante en 
la respuesta inmunitaria antitumoral y presentan 
valor pronóstico en diferentes tipos de cáncer. Así, 
la infiltración tanto en el centro tumoral como el 
margen invasivo de cáncer colon rectal humano se 
ha asociado con un resultado clínico favorable7, 10, 24. 
En el presente estudio, llevamos a cabo un análisis 
exhaustivo con una amplia caracterización de los 
componentes celulares de muestras de biopsias 
tumorales comparando tejidos TDNT y TAT del 
mismo paciente. Los resultados mostraron que las 
células T y NK son ambas unas poblaciones de 
células muy heterogéneas en cáncer de pulmón. 
Y que algunas subpoblaciones pueden suprimir la 
función de las células inmunitarias permitiendo a 
las células tumorales evadir la activación del sistema 
inmunitario. Las muestras tumorales mostraron una 
mayor prevalencia de células de fenotipo memoria 
CD4+ CD45RO+, una mayor presencia de células 
T CD4+ que CD8+ con una reducida presencia de 
células NK dentro del tumor. 

En nuestros resultados encontramos una alta 
prevalencia de células T CD8 activadas (CD8+ 



F. Ruiz-Cabello Osuna		  Cambios en la composicion del infiltrado inmunitario en tejido de cáncer de pulmón: estado de inmunosupresion en la zona tumoral

306
Rev Esp Patol Torac 2020; 32 (4) 300-308

306

F. Ruiz-Cabello Osuna		  Cambios en la composicion del infiltrado inmunitario en tejido de cáncer de pulmón: estado de inmunosupresion en la zona tumoral

DR+) de fenotipo efector/memoria en TT 
comparado con TAT y TDNT. Al mismo tiempo, 
observamos un aumento gradual importante en 
el número de células Tregs desde TDNT hacia 
TT (Figuras 2 y 3) junto con una reducción de la 
ratio CD8+/Tregs en TT comparado con TDNT. 
La citotoxicidad antitumoral mediada por los 
linfocitos T CD8+ podría ser insuficiente debido 
al aumento de la proporción de células Tregs y a 
la alta frecuencia de células T CD8+ que expresan 
CD39 (un marcador asociado a células T exhaustas 
e inhibición paracrina de IFNγ). De hecho, CD39 
se ha encontrado estar asociado a funciones 
inmunosupresoras25. CD39 es una ectoenzima que 
sirve como componente integral de la maquinaria 
inmunosupresora de las células Tregs inactivando 
y convirtiendo el ATP extracelular en adenosina y 
permitiendo el escape inmunitario de los tumores. 
Sin embargo, el nivel alto de expresión de CD39 en 
tanto células T CD4+ como CD8+ causa inhibición 
de la expresión de la molécula de adhesión necesaria 
para la migración transendotelial al tumor y podría 
explicar la falta de células T CD8 en los nidos 
tumorales26.

Estudios previos han encontrado un aumento 
de células senescentes CD8+ CD57+ asociado 
con malignidad. Las células CD8+CD57+ 
completamente diferenciadas se observaron 
abundantemente en sangre periférica pero no en 
TT. La investigación de estas células en el cáncer ha 
revelado su heterogeneidad. Se ha encontrado una 
expresión significativa de FOXP3 en células CD8+ 
CD57+ de pacientes de cáncer de pulmón, lo que 
se atribuyó a inmunosupresión de la respuesta 
inmunitaria27, 28. Nuestro estudio sugiere que las 
células T CD8+ CD57+ senescentes se generan 
fuera del tumor pero no lo penetran. Sin embargo, 
la acumulación de células CD8+ CD39+ en TT 
indica una subpoblación disfuncional de células T 
CD8 exhaustas, probablemente como resultado de 
la estimulación crónica.

De la misma manera que las células T, las 
células NK están implicadas en la inmunidad 
antitumoral. Estas células se componen de una 
población funcional heterogénea que se puede 
dividir en diferentes subpoblaciones acorde a 
los diferentes marcadores que pueden expresar 
en superficie29. En nuestro estudio, observamos 
un descenso significativo en el número total de 
células NK en TT comparado con TAT o TDNT. 
Por otra parte, la zona de tejido tumoral esta 
enriquecida por una subpoblación de células NK 
de fenotipo CD56bright CD16- y de actividad 
citotóxica reducida (Figura 4). Teniendo en cuenta 

todo esto, los resultados obtenidos indican que 
los tumores se infiltran muy poco por células 
NK, e incluso el pequeño porcentaje de estas 
células que consiguen hacerlo no parecen tener 
actividad citotóxica para rechazar el tumor. 
Un enriquecimiento similar se ha publicado en 
tumores de NSCLC30. Ha sido publicado en otros 
tipos de cáncer la prevalencia de la subpoblación 
de células NK CD56 bright CD16- con actividad 
pro-angiogénica que favorece el desarrollo tumoral 
y con un aumento de expresión de receptores 
inhibidores en células NK que infiltran el tumor 
31, 32. Las células de adenocarcinoma de pulmón 
frecuentemente pierden la expresión de moléculas 
HLA-I33 y teóricamente deberían ser infiltradas en 
abundancia por células NK capaces de eliminar las 
células tumorales HLA-I negativas. Sin embargo, 
las células NK rara vez se detectan en el infiltrado 
tumoral de pulmón. Nuestros descubrimientos 
apuntan a la existencia de un mecanismo de escape 
tumoral alternativo influenciado por las células NK, 
como; a) dificultad de “homing”, que se traduce a la 
exclusión práctica exclusión de células NK de los 
nidos tumorales; b) una alteración progresiva del 
fenotipo de las células NK desde tejido no tumoral 
hacia el centro del tumor, con la emergencia de 
un fenotipo no citotóxico: en tejido tumoral, 
encontramos una prevalencia de células NK no 
citotóxicas productoras de citoquinas CD56 bright 
CD16- (Figura 4) y se detectaron células NK 
dobles negativas (CD56- CD16-) con un fenotipo 
inmaduro. Todos estos resultados sugieren que 
los cambios observados son inducidos por el 
microambniete tumoral que localmente altera o 
daña el homing de células NK y su diferenciación, 
produciendo estas células menos citotóxicas y 
favoreciendo el escape inmunitario de tumores 
HLA-I negativos.

En resumen, este estudio ofrece una novedosa 
visión en la distribución y en las características 
fenotípicas de las diferentes subpoblaciones 
linfocitarias. Este estudio, proporciona un análisis 
comprensivo y funcional del infiltrado inmunitario 
que muestra diferencias cuantitativas en las 
subpoblaciones inmunitarias entre muestras de TT, 
TAT y DNT del mismo paciente. Nuestros datos 
sugieren que la evasión de la inmunovigilancia por 
los tumores se favorece por la falta de penetración 
a los nidos tumorales de ciertas subpoblaciones 
inmunitarias. Esto está acorde con descubrimientos 
previos y puede reflejar la dificultad de las células 
inmunitarias de ser atraídas al sitio tumoral 
(homing), atravesar la barrera física endotelial y 
penetrar al tumor. Estos datos proporcionan una 
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visión más completa de la reacción inmunitaria 
en NSCLC, revelando aún más las interacciones 
complejas de los tumores con su microambiente. 
Como limitación del presente estudio, no podemos 
asegurar que estos cambios observados en el 
infiltrado inmunitario en las zonas descritas puedan 
ser los mismos que se observarían en tumores 
pulmonares loco-regionalmente avanzados no 
subsidiarios de tratamiento quirúrgico como 
primera elección terapéutica. 
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