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Expresion de TREM-1 en
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Expression of TREM-1 in patients with invasive
cervical cancer and precursor lesions

Background: It has been shown that the TREM-1 glycoprotein belongs
to the immunoglobulin superfamily that induces secretion of various
proinflammatory cytokines. The aim of this study was to measure the
expression of TREM-1 in patients with cervical cancer.

Methods: In this cross-sectional study we included four groups of
patients: Gl: women with low-grade squamous intraepithelial lesion (IL)
(n =15 p/ g); Gll: patients with high-grade squamous IL (n =9 w / g);
GllI: patients with invasive cervical cancer (n =9 p / g) and GIV: healthy
patients (n = 15 p / g). In all patients the expression of TREM-1 and the
Average Fluorescence Index (AFI) in neutrophils and monocytes were
measured, as well as levels of leukocytes, neutrophils and monocytes.
We used Student’s t test for independent samples. For these variables,
we applied Mann-Whitney rank-sum, ANOVA, and Tukey tests. Chi
square test was used for qualitative variables.

Results: The percentages of TREM-1 expression in neutrophils and
monocytes, plus the AFI in neutrophils in the 4 groups was not signifi-
cantly different. The AFI of TREM-1 in monocytes was significantly dif-
ferent when comparing group Il and group Il versus group IV (p < 0.02).
There was also no significant difference when comparing the mean val-
ues of leukocytes, neutrophils and monocytes in the different groups.
Conclusion: This study shows increased expression of TREM-1 in

monocytes from patients with advanced cancer.
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1 cancer cervicouterino es la tercera neoplasia
més cominmente diagnosticada y la princi-
pal en mujeres en edad reproductiva. La inci-
dencia anual mundial es de 493 000 casos, la tasa
anual de muerte es de 274 000 y el 83 % de los casos
ocurren en paises en vias de desarrollo. Los pacien-
tes con cancer sufren las mismas infecciones que las
personas sin cancer, pero con mayor severidad y fre-
cuencia. En el curso de su enfermedad, los pacientes
con cancer presentaran infecciones, y una infeccion
sera la causa de muerte en mas del 50 % de los casos,
la falla organica en el 25 % y la carcinomatosis en el
10 %.14
El TREM-1 (activador de la expresion celular mie-
loide) es una glicoproteina de 30 kDa de la superfami-
lia de las inmunoglobulinas que, junto con el TREM-2,
constituyen los prototipos de la familia TREM. El
TREM-1 fue identificado en el cromosoma 6 humano y
se expresa en las células mieloides, contiene una inmu-
noglobulina como tnico dominio extracelular y una
breve cola citoplasmatica.>”’ Su expresion se ha identi-
ficado en neutrdfilos y monocitos, y este puede activar
o ampliar la respuesta inflamatoria.® Esta glicoproteina
es regulada a la alta por infecciones bacterianas y fun-
gicas, es un mediador crucial de choque séptico y esta
presente en algunos procesos inflamatorios como pan-
creatitis aguda, tlcera péptica o en el posquirurgico de
cirugias mayores.”'> En diferentes investigaciones, el
TREM-1 solo fue detectable en otros procesos infla-
matorios como la psoriasis, colitis ulcerosa y vasculitis
causada por complejos inmunes.13.14
El TREM-1 se expresa como un complejo recep-
tor transmembrana con la proteina DNA-X de 12 kD
(DAP12) en células mieloides, que a su vez facilita
la transduccion de sefiales intracelulares en los mono-
citos; después, TREM-1 cruza enlace con DAP 12
fosforilada y recluta, ademads de fosforilar, la proteina
de unién del receptor de crecimiento 2 y fosfatidili-
nositol-3-cinasa, y amplifica receptores tipo Toll, lo
que conlleva a amplificar la respuesta inflamato-
ria.!> !0 Existe una interaccion entre TREM-1 y TLRs.
TREM-1 es regulado a la alza por diversos ligandos
para TLRs, incluyendo TLR2, TLR3 y TLR4. La
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Introduccién: se ha demostrado que la glicoproteina
TREM-1 pertenece a la superfamilia de las inmunog-
lobulinas que induce la secrecion de varias citocinas
proinflamatorias. El objetivo de este trabajo fue medir la
expresion de TREM-1 en pacientes con cancer cervical.
Métodos: en este estudio transversal analitico incluimos
4 grupos de pacientes: Gl: mujeres con lesion intrae-
pitelial (LI) escamosa de bajo grado (n = 15 p/g); Gll:
pacientes con LI escamosa de alto grado (n = 9 p/g);
Glll: pacientes con cancer cervical invasor (n = 9 p/g),
y GIV: pacientes sanas (n = 15 p/g). En todas las
pacientes se midi6 la expresién de TREM-1 y el indice
Medio de Fluorescencia (IMF) en neutréfilos y mono-
citos, asi como los niveles de leucocitos, neutréfilos y
monocitos. Usamos ¢ de Student para muestras inde-

pendientes. Para estas mismas variables, aplicamos
prueba de suma de rangos de Mann-Whitney, ANOVA
y Turkey. Para las variables cualitativas se utilizo la
prueba de Chi cuadrada.

Resultados: los porcentaje de expresion de TREM-1
en neutrofilos y monocitos, ademas del IMF en neutrofi-
los en los 4 grupos, no fue significativamente diferente.
El IMF de TREM-1 en monocitos fue significativamente
diferente al comparar el grupo Il y grupo |l frente al
grupo IV (p < 0.02). Tampoco hubo diferencia signifi-
cativa al comparar los valores promedio de leucocitos,
neutrofilos y monocitos en los diferentes grupos.
Conclusion: este estudio documenta una mayor
expresion de TREM-1 en monocitos de pacientes con
cancer avanzado.

Resumen

unién agonista de TREM-1 con ligandos de TLR2,
TLR2, TLR4 amplia la produccion de citocinas
proinflamatorias. Esto amplifica la respuesta inflama-
toria en células mieloides como macrofagos y neu-
trofilos (figura 1). El TREM-1 induce la secrecion de
varias citocinas y quimocinas proinflamatorias, como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), la inter-
leucina 8 (IL-8), enzimas como mieloperoxidasa,
ademas de proteina quimiotactica de monocitos-1. El
TREM-1 también provoca degranulacion de neutrofi-
los, movilizacion de calcio, la fosforilacion de varias
proteinas de tirosina, en particular de las proteinas
quinasas activadas por mitégenos ERK-1 y ERK-2,
y factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos. Este patron de activacion ha sugerido
un papel de este receptor en la respuesta inflamatoria
aguda (figura 2).13

El TREM-1 ha sido objeto de estudio en diferentes
investigaciones como marcador de sepsis, y las infec-
ciones son la principal causa de mortalidad en pacien-
tes oncogénicos. En el mejor de nuestro conocimiento,
no se sabe si modifica la expresion de TREM-1 en neu-
trofilos y monocitos de pacientes con cancer cervical y
sus lesiones precursoras. Aprender sobre la respuesta
de TREM-1 en presencia de cancer, y/o lesiones pre-
cursoras, nos puede ayudar al mejor entendimiento de
la respuesta inflamatoria en condiciones de inmuno-
compromiso. Eventualmente, se podria pensar en uti-
lizar anticuerpos monoclonales contra esta molécula y
modificar el curso de las infecciones en pacientes con
cancer, haciendo asi que las infecciones oportunistas
sean menos severas y frecuentes. Que se modifique, o
no, el curso histoldgico de la lesion no es una cuestion
a tratar en este momento, toda vez que el involucra-
miento de TREM-1 tiene que ver con reaccion infla-
matoria y no con cancer. Por ello, el objetivo de este
trabajo fue determinar si existe expresion de TREM-1
en neutrofilos y monocitos en pacientes con cancer
cervical y lesiones precursoras.
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Métodos

En este estudio transversal analitico, estudiamos
la expresion de TREM-1 en 4 grupos de pacientes:
mujeres con lesion intraepitelial escamosa de bajo
grado (n =15 pacientes, Grupo I); pacientes con lesion
intraepitelial escamosa de alto grado (n = 9 pacientes,
Grupo II); pacientes con cancer cervical invasor (n =9
pacientes, Grupo III), y pacientes sin cancer cervical y
sin lesion precursora documentada por citologia cervi-
cal (n = 15 pacientes, Grupo V). Todas las pacientes
procedieron de la Clinica de Displasias de la Unidad
Meédica de Alta Especialidad, Hospital de Ginecoobs-
tetricia del Centro Médico Nacional de Occidente, que
establecio los diagndsticos de los grupos de pacientes
como parte del protocolo institucional de diagnodstico
y manejo de patologia cervicouterina. La lesion esca-
mosa intraepitelial de bajo grado se consider6 ante
la presencia de displasia leve (NIC I), o bien cam-
bios citoldgicos por infeccion por virus de papiloma
humano en una citologia cervical. La lesion escamosa
intraepitelial de alto grado se considero ante la presen-
cia de displasia moderada (NIC 2) o displasia grave-
carcinoma in situ (NIC 3) en una citologia cervical.
Para el carcinoma invasor se considerd ante presencia
de cancer cervical que invade la membrana basal. Para
el grupo de pacientes sanas, la consideramos ante la
presencia de una citologia cervical normal o clase II
de Papanicolaou, o bien cambios reactivos o reparati-
vos de acuerdo al sistema de Bethesda.'®

Diseio del estudio

Se integraron los cuatro grupos de pacientes de
acuerdo con los diagnosticos establecidos por la Cli-
nica de Displasias. Los criterios de inclusion para los
grupos de casos fueron: pacientes mayores de 18 afios
de edad, con cualquiera de los siguientes diagnosticos
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Figura 1 Complejo receptor transmembrana de TREM-1 y su interacciéon con ligando para TLR que amplia la pro-
duccion de citocinas proinflamatorias. LBP, LPS-binding protein; LPS (lipopolysaccharide); MD2 o LY96 (Lymphocyte
antigen 96); TLR4 (Toll-like receptor 4); MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene 88); Hsp90 (heat
shock protein 90); Nod2 (nucleotide-binding oligomerization domain containing 2); RIP2 (receptor-interacting pro-
tein 2); TREM-1 (triggering receptor expressed on myeloid cells-1); DAP12 (DNAX activation protein of 12 kDa); ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif); IRAK (IL-1R-associated kinase); IKK (IkB kinase). Trabajo artistico

de los autores

establecidos en la Clinica de Displasias: cancer cervi-
cal invasor (grupo III), lesion intraepitelial escamosa
de alto grado (Grupo II/HSIL) y lesion intraepitelial
escamosa de bajo grado (Grupo I/LSIL). Para el grupo
de controles (Grupo IV), fueron pacientes con citologia
cervical normal que aceptaron participar en el estudio y
con valores normales en la biometria hematica. No se
incluyeron las pacientes que hubiesen recibido algiin
tipo de tratamiento para su enfermedad, que presenta-
ran otra enfermedad concomitante que ocasionara alte-
racion del sistema inmunoldgico (diabetes mellitus o
enfermedades reumatoldgicas), asi como pacientes que
hubieran recibido antibioticos 30 dias antes de la toma
de muestra sanguinea. Una vez captadas las pacientes
en sus diferentes grupos y de acuerdo con el diagnds-
tico, se procedié a firmar la hoja de consentimiento
bajo informacion, y a toma de muestra sanguinea. Este
protocolo fue sometido para su andlisis y aprobacion
por el Comité Local de Investigacién y Etica en Salud
(CLIEIS) 1310 del Instituto Mexicano del Seguro
Social, con registro F-2010-1310-51.

La medicion de TREM-1 se realiz6 por medio de
citometria de flujo en muestras de sangre. Ademas

de obtener el porcentaje de células que expresaron
TREM-1, se calculd el Indice Medio de Fluorescen-
cia (IMF) que corresponde a la division de la media
geométrica de fluorescencia de la muestra problema
sobre la media geométrica de fluorescencia del con-
trol negativo y/o control de isotipo. Las muestras de
sangre fueron centrifugadas para garantizar la sepa-
racion de los elementos formes de la sangre, decan-
tando los elementos no necesarios para el estudio y
quedando para su andlisis solo la formula blanca.
En la primera muestra no se agregd ningtn tipo de
anticuerpo, a la segunda muestra se agrego un isotipo
de inmunoglobulina IgG, y a la tercer muestra se le
adiciond un anticuerpo anti-TREM-1. La identifica-
cién de TREM-1 se realizd mediante citometria de
flujo (BD FACSARIA Flow Cytometer, Pharmingen,
USA). Dependiendo de la intensidad de la fluorocro-
mia o intensidad de estas células, se vio su expresion
y se graficd en histogramas que mostraron las regio-
nes de las células estudiadas, siendo la region C el
conteo de TREM-1 en polimorfonucleares (PMN), y
la region E para mononucleares (MN), expresando
los resultados en porcentajes (%).

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2015;53(6):722-7
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Técnica de citometria de flujo

Esta técnica se basa en los principios de excitacion
y esparcimiento de la luz, asi como en la emision de
moléculas de fluorocromos para generar informacion
especifica de multiples parametros, desde moléculas
hasta células con un rango de medida de 0.5 um hasta
40 um de diametro. Dependiendo del tipo de molé-
cula o célula que se busca, estas son enfocadas hidro-
dinamicamente en una hoja de papel conocido como
PBS previo a encontrar el enfoque del curso de luz
mas adecuado. El tipo de luz es del tipo laser. Es un
proceso en el que se identifica la molécula o célula en
estudio y se observa cudl es la emision de la luz mas
adecuada para su identificacion, y por medio de técni-
cas hidrodinamicas las particulas que no se buscan se
esparcen alrededor del emisor de luz, quedando en el
centro las que son objetos de estudio. Dependiendo de
la intensidad de la fluorocromia, o intensidad de estas
células, se determina su expresion y se grafica en his-
togramas. Estos resultados se expresan en porcentajes
mediante histogramas, los cuales muestran las regio-
nes de las células estudiadas. Siendo la region C el
conteo de TREM-1 en polimorfonucleares y la region
E para mononucleares.

Analisis estadistico

Las variables de respuesta se presentan en nimeros
crudos o en porcentajes. Las variables cuantitativas se
expresan como media + desviacion estandar (DE) de la
media y se analizan mediante la t de Student para mues-
tras independientes. Para estas mismas variables, se
aplicd la prueba de suma de rangos de Mann-Whitney,
cuando fall6 la prueba de normalidad. Para las variables
cuantitativas: edad, semanas de gestacion, se utilizé la
prueba ¢ de Student, representando los resultados en
promedios. Para las variables cualitativas: expresion
de TREM-1, se utilizd la prueba estadistica Chi cua-
drada, representando los resultados en porcentajes y
proporciones. Todo valor de p igual o menor a 0.05 se
consider¢ estadisticamente significativo. El analisis se
realiz6 con los programas de SigmaStat (v 2.0).

Resultados

En todos los grupos se buscd el porcentaje de expre-
sién y el Indice Medio de Inmunofluorescencia de
TREM-1 en neutrofilos y monocitos de sangre perifé-
rica. La edad promedio de las pacientes para los gru-
pos I I, Il y IV fue de 32.3 £ 8.5; 45.1 + 13.1; 46.1
+ 14.3, y 39 + 8.9 aflos, respectivamente. Solo encon-
tramos una diferencia estadisticamente significativa al
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Figura 2 HSIL: Lesion intraepitelial escamosa de alto grado, SIL: lesion intrae-
pitelial escamosa de bajo grado

comparar los pacientes con LSIL (grupo I) frente a los
grupos II (HSIL) y I (cancer invasor), [p = 0.013].
Se realizo a las pacientes una citometria hematica
para valorar cifras de leucocitos, neutréfilos y mono-
citos, habiendo encontrado los siguientes resultados:
los valores para leucocitos fueron en promedio de
6.68 + 1.46; 8.72 + 1.74; 7.74 + 2.39, y de 7.64 +
1.97 miles/uL para los grupos I, II, Il y IV, respec-
tivamente. La diferencia entre todos los grupos no
fue estadisticamente significativa (p = 0.092). Por su
parte, los valores promedio encontrados de neutrofilos
fueron de: 4.27 + 1.16; 8.72 £ 1.74; 5.03 £ 1.99, y de
5.12 £ 1.46 miles/uL, para los grupos I, 11, II y 1V,
respectivamente. La diferencia fue estadisticamente
significativa cuando usamos analisis de varianza
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Figura 3 IMF: indice Medio de Fluorescencia, HSIL: Lesion intraepitelial esca-
mosa de alto grado, SIL: lesion intraepitelial escamosa de bajo grado
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Figura 4 HSIL: Lesion intraepitelial escamosa de alto grado, SIL: lesién
intraepitelial escamosa de bajo grado
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(ANOVA) y prueba de Turkey al comparar los grupos
Il frentea I, [T y IV (p < 0.001). Las cifra de monoci-
tos fue en promedio de 0.40 =0.127; 0.51 +0.32; 0.33
+ 0.12, y de 0.36 + 0.12 miles/pL, para los grupos I,
IL, IIT y IV, respectivamente. La diferencia entre los
grupos no fue estadisticamente diferente (p = 0156).
En lo que se refiere a los porcentajes de expresion de
TREM-1 en neutréfilos y monocitos encontramos los
siguientes resultados: 92, 98,97, 96 %, y de 50, 65, 60 y
62 %, para los grupos I, I, IIT y IV, respectivamente. No
hubo diferencia estadisticamente al comparar los por-
centajes de expresion entre los diferentes grupos (figu-
ras 2 'y 4). De la misma manera, los valores del Indice
Medio de Fluorescencia de la expresion de TREM-1
en neutréfilos y en monocitos fueron de 120, 125, 120,

U USY D ........................................ * .....................................
e D ............................................................................................................
L SRR = -
. L s e S Pl
O *p<0.02; 11, M vs IV
| Il 1] I\
SIL HSIL Cancer invasor Sanas

Figura 5 IMF: indice Medio de Fluorescencia, HSIL: Lesion intraepitelial esca-
mosa de alto grado, SIL: lesion intraepitelial escamosa de bajo grado
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145,y de 85, 100, 115 y 105, respectivamente (figuras 3
y 5). Solo encontramos una diferencia estadisticamente
significativa cuando comparamos los grupos IV frente
al Il 'y I1I (» < 0.02) en la expresion del IMF de la expre-
sion de TREM-1 en monolitos (figura 5).

Discusion

Los resultados que se obtuvieron cuando se compara-
ron los grupos por edad de las pacientes arrojaron que
hubo diferencia significativa en algunos, esto signifi-
caria que los grupos no son precisamente homogéneos;
sin embargo para los efectos de esta investigacion
(expresion de TREM-1 en estas condiciones patoldgi-
cas) no es relevante. Cuando se compararon los grupos
con relacidn a los leucocitos y las cifras de monocitos
no hubo diferencia significativa, es decir, los grupos
fueron homogéneos. Sin embargo, al comparar las
cifras de neutroéfilos del grupo II (lesion intraepitelial
escamosa de alto grado) con el resto de los grupos, se
observo que estos tenian mayores cifras, mas esto no
interfirié en los resultados de expresion de TREM-1 el
cual fue el objetivo principal de este estudio, ya que
éste se expreso sin diferencia significativa en neutrdfi-
los en los 4 grupos.

En nuestro estudio se buscd la expresion de
TREM-1 en cada etapa precursora de cancer cervi-
cal, y en este ultimo se encontré que hubo expresion
en todos los grupos de esta inmunoglobulina y que
no hubo diferencia significativa en el porcentaje de
expresion en neutrdfilos y monocitos cuando se com-
pararon los grupos de pacientes enfermas con el de las
sanas. Esto significaria que, a pesar del progreso de la
anormalidad a nivel del tejido cervical, no hay inter-
ferencia en el porcentaje de células que expresan este
marcador inflamatorio, por lo menos con este tamafio
muestral. No se encontrd diferencia significativa en el
IMF de neutréfilos. Unicamente se encontrd diferen-
cia significativa en el IMF en monocitos de las pacien-
tes con lesion intraepitelial escamosa de alto grado
(grupo II) y cancer invasor (grupo I1I) comparado con
el grupo de pacientes sanas (grupo IV). Esto significa
que los monocitos de estas pacientes que expresaron
TREM-1 tenian mayor numero de receptores para
esta molécula, en comparacion con el grupo de las
sanas, lo que nos haria pensar que a mayor severidad
de la enfermedad, mayor respuesta inflamatoria en
las pacientes y, por lo tanto, mayor concentracion de
este marcador de inflamacion. Esto tiene relevancia,
ya que estas pacientes tendrian una mayor respuesta
inflamatoria ante procesos infecciosos y tal vez un
curso menos benévolo de la enfermedad, ya que la res-
puesta inflamatoria exagerada podria ocasionar mayor
lesion al tejido afectado.
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El que no se haya encontrado diferencia significa-
tiva en el porcentaje de expresion de TREM-1 en neu-
tréfilos y monocitos ademds del IMF de neutrofilos
puede deberse al tamafio de muestra y se requeriria de
mas estudios con tamafios de muestras mayores para
obtener resultados diferentes.

Conclusiones

En las pacientes con anormalidad citoldgica, la con-
centracion de receptores para TREM-1 en monocitos
tiene relacion directa con el mayor grado de maligni-
dad a nivel cervical y por lo tanto con mayor respuesta
inflamatoria. En relacion al porcentaje de expresion
de TREM-1 en neutréfilos y monocitos, no se puede

llegar a una conclusion satisfactoria en cuanto a que
existe o no mayor expresion de TREM-1 en el grupo
de enfermas en comparacion con las pacientes sanas;
debido al tamafio de la muestra, por lo que se requeri-
ria de una muestra mayor. Por ltimo, concluimos que
TREM-1 es hasta el momento s6lo un marcador de
respuesta inflamatoria y que se necesitan mas estudios
para comprender claramente su funcion, ademas de su
utilidad en el ambito clinico.

Declaracion de conflicto de interés: los autores han com-
pletado y enviado la forma traducida al espafiol de la
declaracién de conflictos potenciales de interés del Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas, y no fue
reportado alguno que tuviera relaciéon con este articulo.
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