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Articulo de investigacion

Expresion de TLR-9 en muestras de tejido con diagnostico
histopatologico de carcinoma escamoso de laringe del Hospital
Central Militar
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RESUMEN

Objetivo. Determinar la expresion de TLR 9 en tejido con diag-
nostico histopatologico de cancer escamoso de laringe de pacientes
del Hospital Central Militar.

Material y métodos. Estudio retrospectivo longitudinal de tipo
descriptivo observacional, se obtuvieron muestras de tejido de pa-
cientes del Hospital Central Militar del Archivo de Patologia diag-
nosticadas como cancer escamoso de laringe. Para el estudio de las
mismas se utilizo el anticuerpo monoclonal de ratéon (Anti-TLR9
humano), asi como la técnica de inmunohistoquimica misma que se
realizod en el area de inmunohistoquimica del Servicio de Patologia
del Hospital Central Militar, encontrando que la concentracion ade-
cuada del anticuerpo primario anti-TLR9 humano fue de 1:200.

Resultados. Se obtuvieron un total de 1,276 biopsias realizadas
en cabeza y cuello efectuadas en los afios 2007, 2008 y 2009 a partir
de las cuales comenzamos a delimitar nuestra poblacion. Halla-
mos que sin tomar en cuenta el diagnostico histopatologico del
total de las biopsias de laringe, éstas representaron 10% (127)
del total de las mismas. De éstas se estudiaron 25 muestras de
tejido diagnosticadas como cancer escamoso de laringe en el perio-
do de 2007-2009. De acuerdo con la distribucion por sexo, se encon-
tr6 un predominio de pacientes del sexo masculino con 72% (18).
De acuerdo con la técnica de inmunohistoquimica se encontraron
dos tipos de expresion de TLRY, positiva y negativa de las cuales se
obtuvo lo siguiente: en tejido sano se expresé de manera positiva en
cinco muestras y 19 en tejido con cancer haciendo un total de 19
muestras positivas. En cuanto a la negatividad, en tejido sano no en-
contramos ninguna muestra con expresion negativa mientras que en
tejido con cancer se identificaron 11.

Discusion. Encontramos que las células cancerosas de laringe
expresan menos TLRY que las células de tejido de laringe sana, por
lo que éstas representan un blanco potencial de ligandos de este
receptor, iniciando el proceso de inflamacion aguda. El estudio de la
expresion de este receptor (TLR9) ha demostrado su importancia,
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SUMMARY

Objective. Determine the expression of TLRY in tissue with
histopathological diagnosis of laryngeal squamous cell cancer in
Hospital Central Militar patients.

Materials and methods. Retrospective longitudinal study type
observational descriptive, there was obtain tissue samples of Hospi-
tal Central Militar patients in Pathology registry with diagnosis of
laryngeal squamous cell cancer. To study of this we utilized mouse
monoclonal antibody (anti-TLR9 human), the technique utilized is
immunohistoquimica it was realized in Military Central Hospital pa-
thology service were was find suitable concentration 1:200.

Results. There was obtain 1,276 Biopsies they are was reali-
zed un head and neck making in 2007, 2008 and 2009 beginning
from we are start to delimit our population. We found without histo-
pathological diagnosis larynx, this represent 10% (127) of all. We
were studied 25 samples with histopathological diagnosis of laryn-
geal squamous cell cancer in period 2007-2009. In agreement with
sex distribution. It was found prevalence male patients with 72%
(18). In agreement with technique Immunohistoquimica we found 2
types of TLR9 expression, positive and negative: in healthy tissue it
was expressed positive in 5 samples and 19 in cancer tissue it was
represent 19 positive samples. In agreement with negativity, in heal-
thy tissue we wasn’t found any sample with negative expression
while in cancer tissue we found 11.

Discussion. We found that cancer cells of larynx express less
TLRO those cells of healthy tissue larynx. Therefore this represent a
potential point of ligands of this receptor, to begin process acute
inflammation. The study of expression of this receptor (TLRY), was
demonstrated her importance, it was count on ligands of TLRs, on a
future it was utilizated like immunotherapeutic agents in treatment
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ya que al contar con ligandos de TLRs, en un futuro pueden ser
utilizados como agentes inmunoterapéuticos en el tratamiento del
cancer laringeo, ya sea como inmunoterapia directa o como poten-
ciador de la respuesta inmune.

Palabras clave: Respuesta inmune, receptores tipo toll, TLR-9.

Introduccion

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por alte-
raciones en las células, que tiene como resultado la modi-
ficacion en los oncogenes, en los genes supresores tumo-
rales y en la estabilidad genética. Ademas, el microambiente
celular tumoral, el estroma y el sistema inmunitario tienen
una funciéon muy importante en el desarrollo del cancer.'

Los tumores secretan factor de crecimiento transfor-
mante B(TGF-B, y factor de crecimiento del endotelio
vascular (EVGF), que inhibe la activacion de las células
dendriticas (DCs) y deteriora la inmunidad de las célu-
las T especificas del tumor.?

Representa uno de los principales problemas de salud a
nivel mundial, en México el cancer es la segunda causa de
muerte con 60 mil casos al aflo, s6lo después de la diabetes
mellitus tipo 2 y sus complicaciones. El cancer laringeo
representa 42 de 17.6% que ocupan los casos totales de
lesiones malignas de cabeza y cuello, afecta principalmen-
te a pacientes entre la 6a. y 8a. décadas de la vida.>*

Como la mayoria de los tumores, multiples factores
contribuyen al desarrollo de cancer de laringe. Entre los
mas destacados esta el uso del tabaco. El segundo es el efec-
to sinergista producido por el tabaco y el alcohol. La en-
fermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE) recientemen-
te ha sido identificada en varios estudios como un factor de
riesgo significativo de cancer de laringe. Los sintomas que
comunmente se presentan incluyen: disfonia, odinofagia y
disfagia.’

El sistema inmune responde al cancer de diferentes ma-
neras, se han establecido varias teorias acerca de esto, una
de las mas aceptadas es la llamada inmunoedicion. Consis-
te en un proceso dinamico que esta dividido en tres fases:
eliminacion, equilibrio y escape.®

La fase de eliminacion consiste en detectar y eliminar
células pre-tumorales y tumorales en estadios tempranos.
Esta fase puede ser completa (todas las células tumora-
les son eliminadas), o incompleta (una porcidon de célu-
las tumorales se eliminan). Si existe eliminacion parcial
del tumor, se define un estado temporal de equilibrio entre
el sistema inmune y el tumor. Durante este periodo, las célu-
las tumorales permanecen quiescentes o contintian evolucio-
nando, acumulando cambios futuros (mutaciones de DNA
o0 cambios en su expresion génica). Como este proceso
continda, el sistema inmunitario ejerce una presion selec-
tiva a través de la eliminacion susceptible de clones tumo-
rales. La presion ejercida durante esta fase es suficiente
para controlar la progresion tumoral, pero si la respuesta
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of laryngeal cancer, like straight immunotherapy or increased immu-
ne response.

Key words. Immune response, toll like, receptor, TLRO.

inmune falla para completar la eliminacion del tumor, el
proceso resulta en la seleccion de las variantes celulares
tumorales que son capaces de resistir, evadir o suprimir la
respuesta inmune antitumoral, iniciando la fase de escape.
Durante la fase de escape el sistema inmune no es capaz de
contener el desarrollo tumoral y tiene como resultado el
desarrollo tumoral progresivo.’

El principal mecanismo de inmunidad antitumoral es la
eliminacion de las células tumorales por los linfocitos T
CD8+, reconociendo y eliminando las células malignas que
expresan péptidos derivados de proteinas celulares mutan-
tes o de proteinas viricas oncogenas, que le son presenta-
dos a través de las moléculas del complejo principal de his-
tocompatibilidad clase I (MHC I). El sistema inmunitario
esta compuesto por muchos tipos de células y mediadores
que interactiian con células no inmunitarias y con otras re-
des complejas y dinamicas.

Las células Natural Killer (NK) reconocen y destruyen
varios tipos de células tumorales, en especial las que ex-
presan de manera reducida las moléculas del MHC 1 y que,
por lo tanto, evitan la accion de los linfocitos T CD8+.
Ademas pueden actuar contra las células recubiertas con
inmunoglobulinas G (IgG) a través de los receptores Fc (Fc
RIII o CD16) a través del mecanismo llamado citotoxici-
dad celular dependiente de anticuerpo (ADCC). Ciertas ci-
tocinas, tales como los interferones y las interleucinas como
IL-12 y IL-2 e potencian la capacidad tumoricida de las
células NK.*

El concepto de que la respuesta inflamatoria y la in-
flamacidn crénica contribuyen a la carcinogénesis, pro-
gresion tumoral y neovascularizacion esta apoyada por
estudios epidemioldgicos y hallazgos experimentales.
Sin embargo, los mecanismos por los cuales la inflama-
cion cronica contribuye al desarrollo tumoral no estan bien
entendidos, aunque se ha propuesto al Factor de Necrosis
Tumoral o (TNFa) como el principal responsable.’

Receptores tipo Toll

Pertenecen a los “Receptores de Reconocimiento de
Patrén” (PRR) que inician la Respuesta Inmune Innata. Toll-
like receptors o receptores tipo Toll (TLRs), son proteinas
transmembrana tipo I que fueron descubiertos por primera
vez en la mosca Drosophilla.

En mamiferos son la clave de la invasion patogena ade-
mas de regular la actividad tumoral. Los TLRs estan re-
lacionados a los receptores de IL-1 (IL-1Rs). Sin em-
bargo, las porciones extracelulares de TLRs e IL-1Rs son
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completamente diferentes, la porcion extracelular de los TLRs
contienen repeticiones ricas en leucina, mientras IL-1Rs con-
tienen tres dominios parecidos a inmunoglobulina.®

Los receptores tipo Toll, expresados en células centi-
nelas del sistema inmune, incluyendo macréfagos y DCs,
son la clave de la invasion patéogena. Actualmente, trece
TLRs se han identificado en mamiferos. TLRs 1,2,4,5y 6
se expresan en la superficie celular; TLRs 3, 7, 8 y 9 son
encontrados casi exclusivamente dentro de endosomas.
Diferentes TLRs exhiben especificidad por ligandos deri-
vados de patdgenos; los TLRs 2, 3,4, 5, 7y 9 reconocen
lipoproteinas bacterianas, RNA de doble cadena (dsR-
NA), lipopolisacarido (LPS), flagelina, RNA de cadena
simple (ssRNA) y CpGs, respectivamente. Los ligandos
para los TLRs 10, 12 y 13 contintian sin identificarse. El
TLR10 se expresa en humanos, pero no en ratones, TLR8
no es funcional en ratones y los TLRs 11, 12 y 13 se expre-
san en raton, pero no en humanos.®

TLR-9

El TLR-9 es estimulado por dinucledtidos CpGs des-
metilados contenidos en el DNA viral y bacteriano y es
expresado por un nimero limitado de células inmune hu-
manas, principalmente células dendriticas plasmocitoides,
células B y neutréfilos.'!! El DNA bacteriano contiene esta
secuencia de CpG que tiene multiples efectos en el siste-
ma inmune. Estos efectos directos e indirectos incluyen la
induccién de proliferacion de células B y produccion de
inmunoglobulinas, secrecion de IFN-o, IFN-f, IL-12 e IL-
18 por macrofagos y células dendriticas ademas de secre-
cion de IFN-y, IL-12 e IFN-a en células NK. Estas citoci-
nas pueden inducir la diferenciacion de células T CD4+ que
encuentran antigenos especificos, resultando una respues-
ta inmune adaptativa.'?

La activacion celular a través de los miembros de la
familia TLR (incluyendo TLR-9) est4 involucrada en una
cascada de sefalizacion que contintia a través de la dife-
renciacion mieloide primaria en respuesta al gen 88
(MyD88), interleucina 1 (IL-1), receptor activador de ci-
nasa (IRAK), el receptor de factor de necrosis tumoral
(TNFR) asociado el factor 6 (TRAF6) y culmina en la acti-
vacion de muchos factores de transcripcion, incluyendo el
factor nuclear kB (NF-kB), proteina activadora 1, CCAAT/
proteina aumentadora de fijacion y proteina fijadora de ele-
mento de respuesta-cAMP (CREB).!314

El TLR-9 esta involucrado en la deteccion de dinucle6-
tidos CpG desmetilados que son relativamente comunes en
el DNA gendmico de bacterias y virus, pero que no son
comunes en genoma de vertebrados, y si se presentan estan
altamente metilados. Para aplicaciones terapéuticas, el TLR-
9 generalmente es estimulado con oligodeoxinucle6tidos
sintéticos conteniendo uno o mas dinucleétidos CpG no
metilados.'

El TLR-9 demostrd ser estimulado por DNA bacteria-
no, el cual, en contraste con el DNA de vertebrados, esta
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caracterizado por el acontecimiento frecuente de CpG di-
nucleotidos no metilados. Generalmente se supuso que la
activacion de TLR ayuda en la defensa contra patégenos
invasores. Sin embargo, una contribucion esencial de TLR-
9 para combatir microbios s6lo ha sido reportada para un
nimero limitado de patoégenos, incluyendo unas cuantas
bacterias.'¢ Por lo que nosotros estudiamos la expresion de
este receptor en células cancerosas de laringe y encontra-
mos una expresion menor en relacion a las células del epi-
telio laringeo sin cancer.

Material y métodos

Se llevo a cabo un estudio retrospectivo longitudinal
de tipo descriptivo observacional. Se obtuvieron mues-
tras de tejido del archivo de Patologia con diagnoéstico
histopatologico de carcinoma escamoso de laringe de
pacientes el Hospital Central Militar que cumplieron los
criterios de inclusion y que no estuvieron considerados en
algun criterio de exclusion.

Se utilizé el anticuerpo monoclonal de raton anti-TLR9
humano a través de la técnica de inmunohistoquimica reali-
zada en el area de inmunohistoquimica del Servicio de Pa-
tologia en el Hospital Central Militar.

Resultados

Se encontrd un total de 1,276 biopsias realizadas en ca-
beza y cuello efectuadas en 2007, 2008 y 2009 a partir de
las cuales comenzamos a delimitar nuestra poblacion. Ha-
llamos que, sin tomar en cuenta el diagnostico histopatolo-
gico del total de las biopsias de laringe, éstas representa-
ron 10% (127) del total de las mismas (Figura 1).
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Figura 1. Numero total y porcentaje de biopsias de cabeza y cuello del afio
2007-2009. Fuente: Archivo de Patologia H.C.M.
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Figura 2. Numero total de biopsias de laringe.
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Figura 3. Microfotografia de inmunohistoquimica para TLR9 positiva en
mucosa escamosa de laringe sana (40X).

Figura 4. A (40X) y B (20X) microfotografia de inmunohistoquimica para
TLROY, reaccion de citoplasma con positividad difusa (A) y focal (B).

Se obtuvieron 33 muestras de tejido de pacientes con el
diagnostico histopatologico de carcinoma escamoso de la-
ringe, de éstas, 13 con el diagnostico de cancer laringeo,
11 con el diagnostico de cancer de cuerdas vocales, ocho
con el diagnoéstico de cancer en glotis, y uno con el diag-
noéstico de cancer en el seno piriforme. Del total de estas
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muestras, nueve se excluyeron por no encontrar hallazgos
histopatologicos de cancer, por muestra insuficiente y que
el tejido haya sido sometido a radiacion antes de la toma de
la biopsia.

Se estudio un total de 25 muestras de tejido obtenidas
de pacientes del Hospital Central Militar del Archivo de
Patologia diagnosticadas como cancer escamoso de larin-
ge en el periodo de 2007-2009, que cubrieron los criterios
de inclusion, exclusion y de eliminacion.

Se encontraron dos tipos de expresion de TLR-9, po-
sitiva y negativa, de las cuales se obtuvo lo siguiente: en
tejido sano se expres6 de manera positiva en cinco mues-
tras y 19 en tejido con cancer haciendo un total de 19
muestras positivas. En cuanto a la negatividad, en tejido
sano no encontramos ninguna muestra con expresion ne-
gativa mientras que en tejido con cancer se identifica-
ron 11.

Con estos resultados se puede afirmar que existe la su-
ficiente evidencia de que hay una asociacion estadistica-
mente significativa entre los diferentes tipos de cancer y
una expresion disminuida o negativa del TLR-9, asi como
una Expresion Positiva de TLR-9 en los tejidos sanos a 95%
de confianza %> = 32.883; 9 Grados de Libertad; p < 0.05

Consideramos como criterios de expresion del TLR-9
los siguientes:

¢ Positivo: Representa una expresion de TLR-9 de color
café.

¢ Positividad difusa: Representa una expresion de TLR-
9 cualitativamente importante en color café.

¢ Positividad focal: Representa una expresion de TLR-9
cualitativamente disminuida en color café.

¢ Negativo: Representa una expresion nula de TLR-9.

Discusion

El sistema inmune es muy importante en el control del
desarrollo del cancer. El sistema inmune innato a través de
los PRRs, iniciando el proceso de inflamacion aguda. La
expresion de TRL-7 en tejido con cancer laringeo no se
ha estudiado. En el afio 2010, Aragén y cols. estudiaron la
expresion del TRL-7,"7 en la misma neoplasia, donde se
encontrd que la expresion de este receptor se encontraba
disminuido al igual que en nuestro (TLR9) trabajo de in-
vestigacion. Se sabe de la potencial funcionalidad de TLR-
9 por el conocimiento de las vias de sefalizacion y su utili-
dad en la activacion de la reaccion inflamatoria aguda. Se
ha demostrado la funcionalidad del TLR-9 con sus ligandos
en otras patologias (linfoma no Hodgkin) segun el estudio
realizado por Friedberg y cols."® donde concluyeron que
realmente existe una activacion de la respuesta inmune por
lo que se debe estudiar en otros tipos de neoplasias para
ampliar el conocimiento de su funcionalidad.

En este trabajo de investigacion se estudio el cancer la-
ringeo (carcinoma escamoso) y demostramos que el TLR-
9 en tejido de cancer laringeo se expresa en menor canti-
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dad que en tejido sano, lo que sugiere un blanco potencial
para el tratamiento con ligandos de TLR-9.

Conclusiones

Mediante el presente trabajo de investigacion demos-
tramos la expresion de TLR-9 en el tejido con el diagnodsti-
co de cancer laringeo. La importancia de la presencia de
este receptor radica que al existir ligandos naturales y sin-
téticos de éstos, pueden utilizarse como inmunoterapia,
como se ha demostrado en otros tipos de cancer.
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