1. INTRODUCCION

El cancer de mama es la segunda causa de cancer mas frecuente en el mundo
y la quinta causa de mortalidad, si tenemos en cuenta los dos sexos. En el
mundo la incidencia de cancer de mama continlia en aumento y la mortalidad
ha permanecido casi inalterada durante las ultimas 5 décadas. Por lo tanto el
cancer de mama representa un problema serio de salud a nivel mundial {(Parkin
et af 2001).

A pesar del notable progreso en el conocimiento de las bases biologicas y
bioquimicas del cancer de mama, poco se ha concluido acerca del papel de la
respuesta inmune en dicha neoplasia (Miller 1991). Sin embargo, es de gran
importancia que los mecanismos inmunoldgicos puedan ser utilizados en el
disefio de estrategias para el diagnostico, evaluacion pronéstica y terapeutica,
en esta neoplasia (Rostein 1985).

El crecimiento progresivo del tumor se asocia con una inmunosupresion. Entre
los posibles mecanismos que contribuyen a la disminucién de la respuesta
inmune se encuentra la produccién de factores supresores en el microambiente
tumoral y la presencia de células T supresoras, especificas de tumor, entre
otros. Sin embargo, los mecanismos que median la inmunosupresion en los

pacientes con cancer no son completamente conocidos.

En diferentes neoplasias se han descrito alteraciones en el receptor de
antigenos de las células T (TCR) y en la via de transduccion de sefiales en
estas células, especificamente disminucion o ausencia de las cadenas £ y € de
CD3 y alteracion en la expresion y funciones de varias tirosinas quinasas de la
via. Estas alteraciones se han observado fundamentalmente en los linfocitos
infiltrantes de tumor (TIL) y en los linfocitos tumor asociados (TAL) (Reichert et
al. 1998),

Las citocinas participan en la regulacién de la respuesta inmune; in vivo, son
transcientes y se producen localmente, controlando la amplitud y duracién de la



respuesta inmune {(Rojas ef al. 1999). La produccién de citocinas también
puede ser afectada en los pacientes con cancer (James H ef al 1893). Varios
autores han reportado la presencia de IL-10 en el sitio del tumor en una
variedad de canceres humanos. IL-10 es una citocina inhibitoria de la funcién
inmune celular, por lo tanto pudiera permitir el crecimiento progresivo del tumor
previniendo la generacion de una respuesta inmune celular especifica contra el

tumor.

Los marcadores tumorales se expresan 0 sobre-expresan debido al
metabolismo alterado de las células tumorales, sus principales aplicaciones
consisten en la deteccion, diagndstico, monitoreo, clasificacion, localizacion,
pronéstico y seguimiento. Los marcadores tumorales también pueden estar
relacionados con elementos del sistema inmune.

En este trabajo estudiamos el fenotipo de las células T de sangre periférica de
pacientes con cancer de mama con el objetivo de tener una idea de su estado
inmunolégico general, también analizamos el estado inmunolégico local a través
del estudio del patron de citocinas en el microambiente del tumor el cual se
comparo con el patron de citocinas que se obtuvo al estudiar los ganglios
linfaticos regionales no metastaticos de las pacientes. Otro aspecto mediante el
cual se evalud el comportamiento inmunoldgico local en las pacientes fue el
estudio de algunas de las proteinas de activacion linfocitarias, cuya expresién
resulta importante tanto para el ensamblaje del receptor de células T y por tanto
para el reconocimiento antigénico, como para la activacién de las células T,
también se compard con el comportamiento de este mismo parametro en los
ganglios linfaticos regionales no metastaticos. Finalmente se estudio la
expresion de algunos marcadores tumorales y su relacion con la expresion de la
interleucina IL-10 por ser esta la citocina mayormente enconfrada en el
microambiente tumoral y ser basicamente supresora de la respuesta inmune. El
estudio de estos parametros resulta importante para entender la respuesta
inmune que se produce en el microambiente tumoral la cual seria vital en el
control de la progresion del tumor, ademas, conociendo las alteraciones que se



producen en esta respuesta se pudieran desarmollar estrategias
inmunoterapeuticas dirigidas contra la deficiencia inmunoldgica especifica.



2. ANTECEDENTES

2.1 Estructura de la mama

La mama estd formada por una serie de glandulas mamarias, que producen
leche tras el parto, y a las que se les denomina 16bulos y lobulillos. Los [6bulos
se encuentran conectados entre si por los conductos mamarios, que son los
que conducen la leche al pezdn, durante la lactancia. Las glandulas (o |6bulos)
y los conductos mamarios estan inmersos en el tejido adiposo y en el tejido
conjuntivo, que junto con el tejido linfatico, forman el seno. Como sistema de
contencién, actia el musculo pectoral que se encuentra entre las costillas y la

mama. La piel recubre y protege toda la estructura mamaria .
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Figura 1: Estructura mamaria



2.2 El cancer de mama

El cancer de mama consiste en un crecimiento anormal y desordenado de las
células del tejido mamario. Es un tumor de crecimiento lento que puede tomar
hasta 8 afios para alcanzar 1 cm de diametro. Dentro de los tumores malignos,
existen varios tipos en funcién del lugar de la mama donde se produzca el
crecimiento anormal de las células y se pueden clasificar seguin su crecimiento.
Los tumores pueden ser localizados o extenderse, a través de los vasos
sanguineos o linfaticos y dar lugar a metastasis. De todos los casos de cancer
de mama, solo el 7% de ellos presentan metastasis de inicio (Harris ef al. 1993).

El cancer de mama también afecta a los hombres pero el porcentaje es mucho
menor, un 1% comparado con la poblacion femenina que lo padece. El cancer
de mama masculino tiene caracteristicas inmunofenotipicas que lo diferencia
del cancer de mama que ocurre en la mujer, lo que implicaria una patogénesis
diferente en la evolucion y progresion de la enfermedad en los hombres (Muir et
al. 2003).

Muchos factores que estimulan o inhiben el crecimiento celular, influyen en el
crecimiento y proliferacion de las células de cancer de mama. Las hormonas
esteroides, los factores de crecimiento y las citocinas influyen en la conducta y

expresién fenotipica de las células de la mama (Hortobagyi 1993).

En todos los canceres de mama se producen alteraciones genéticas somaticas.
Se han identificado anormalidades en varios genes entre los que se incluyen:
pS3, bcl-2, c-myc y c-myb y en algunos canceres se sobreexpresan genes o
productos de genes como es el caso de: Her-2 y ciclina D. Sin embargo, el
numero Y tipos de mutaciones necesarias para el desarrollo de cancer de mama
esporadico no se conoce (Hortobagyi 1998).

Las mutaciones en linea germinal en {os genes BRCA 1 y BRCA 2 se asocian
con un 50 a un 85% del riesgo del cancer de mama. No obstante, menos del
10% del total de los canceres de mama son causados por mutaciones en linea
germinal en los genes de susceptibilidad (Giannios y loanniduo-Mouzaka 1997).



2.2.1 Tipos de cancer de mama

E!l carcinoma in situ se origina en las células de las paredes de los conductos
mamarios, Se caracteriza por una proliferacion de las células epiteliales
malignas de los conductos mamarios. Es un cancer muy localizado, que no se
ha extendido a otras zonas. La cifra de curacion en las mujeres que presentan
este tipo de tumor es elevada (Gasparinini et al. 1993, Harris et al. 1993, Hayes
etal. 1996).

El carcinoma ductal infiltrante (0 invasivo) es el que se inicia en el conducto
mamario pero logra atravesarlo y pasa al tejido adiposo de la mama y luego
puede extenderse a otras partes del cuerpo. Es él mas frecuente de los
carcinomas de mama, se da en el 70% de los casos de cancer de mama. Este
tipo de tumor comunmente metastiza a los ganglios linfaticos axilares
(Gasparinini et al. 1993, Harris et al. 1993, Hayes et al. 1996) .

El carcinoma lobular in situ se origina en las glandulas mamarias (o lébulos) y
se caracteriza por una proliferacién de las células epiteliales malignas de los
l6bulos mamarios. Es un cancer muy localizado, que no se ha extendido a otras
zonas (Elaton ef al. 1991, Harris ef al. 1993, Fitsgibbons et al. 2000).

El carcinoma lobular infiltrante (o invasivo) comienza en las glandulas
mamarias pero se puede extender a otros tejidos de la mama y del cuerpo. Se
caracteriza por la presencia de células tumorales pequefias que infiltran el tejido
mamario y adiposo (de la mama), las cuales habitualmente crecen alrededor de
los lobulillos normales. Este tipo de tumor es frecuentemente multicéntrico y
bilateral. Entre el 5% y el 10% de los tumores de mama son de este tipo (Elaton
et al. 1991, Harris et al. 1993, Fitsgibbons et al. 2000).

El carcinoma medular se caracteriza por lesiones circunscritas con bajo grado
de propiedades infiltrantes y un intenso infiltrado de linfocitos y células
plasmaticas. Constituye entre el 5 y 7% de todos los carcinomas mamarios
(Gaffey et al. 1995, Haden 1995).



El carcinoma tubular es un carcinoma bien diferenciado el cual se caracteriza
por la formacion de tibulos {Harris et al. 1993).

El carcinoma mucinoso es un tumor de lento crecimiento, €s un tipo de
carcinoma ductal, el cual comprende cerca del 3% de todos los carcinomas de
la mama. Se caracteriza por una alta expresion de mucinas (Gaffey et al. 1995).

El carcinoma inflamatorio del seno es un cancer poco comun, tan sélo se
presenta en un 1% del total de los tumores cancerosos de la mama. Es
agresivo y de crecimiento rapido. Hace enrojecer la piel del seno y aumentar su
temperatura. La apariencia de la piel se vuelve gruesa y ahuecada, como la de
una naranja y pueden aparecer arrugas y protuberancias en ella. Estos
sintomas son debidos al bloqueo que producen las células cancerosas sobre
los vasos linfaticos (Harris et al. 1993).

2.2.2 Clasificacién en estadios del cAncer de mama

La clasificacion en estadios de los tumores de mama es importante para la
planificacién de la estrategia terapeutica adecuada, estimar el pronéstico y
permitir una comparacion entre los diferentes programas de tratamiento (Harris
et al. 1993). Existen dos tipos de clasificaciones:

2.2.2.1 TNM

La letra T, seguida por un nimero que va del 0 al IV, indica el tamaiio del tumor
y la propagacién a la piel o a la pared del térax debajo de la mama. A un
nimero mas alto le corresponde un tumor mas grande y/o una mayor

propagacion a los tejidos cercanos.

La letra N, seguida por un numero que va del 0 al 3, indica si el cancer se ha
propagado a los ganglios linfaticos cercanos a la mama y, si es asi, si estos
ganglios estan adheridos a otras estructuras.

La letra M, seguida por un 0 o un 1, expresa si el cancer se ha extendido a otros
érganos distantes o a ganglios linfaticos no préximos a la mama.



2.2.2.2 Etapas clinicas

Etapa I: indica que el tumar es menor de 2cm y no hay metastasis (no se ha
extendido).

Etapa IlI: se divide en estadio llAy |IB

El cancer no mide mas de 2 cm pero los ganglios linfaticos de la axila estan
afectados.

El cancer mide entre 2 y 5 cm y puede haberse extendido o no.

El cancer mide mas de 5 cm pero los ganglios linfaticos axilares no estan
afectados.

Etapa llI: se divide en estadio lllA y [IIB:

Etapa lll A

El tumor mide menos de 5 centimetros y se ha diseminado a los ganglios
linfaticos axilares, y éstos estan unidos entre si o0 a otras estructuras.

El tumor mide mas de 5 cm y los ganglios linfaticos axilares también estan
afectados.

Etapa lll B

El cancer se ha extendido a otros tejidos cerca de la mama (piel, pared toracica,
incluyendo costillas y masculos del torax).

El cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos dentro de la pared toracica
cerca del esternén.

Etapa IV: Se produce cuando el cancer se ha diseminado a otras estructuras
del cuerpo. Los érganos en los que suele aparecer metastasis con mayor
frecuencia son los huesos, los pulmones, el higado o el cerebro. También
puede ser que el tumor haya afectado localmente a la piel y a los ganglios
linfaticos dentro del cuello, cercanos a la clavicula.



2.3 Epidemiologia del cancer de mama

Segun los datos mas recientes de incidencia y mortalidad disponibles, se estima
que en el afio 2000, se diagnosticaron aproximadamente 10 millones de casos
nuevos de cancer; fallecieron por esta enfermedad 6,2 millones de personas y
se encontraban enfermas, viviendo con cancer, alrededor de 22 millones
(Parkin et al, 2000).

El cancer de mama es la segunda causa de cancer mas frecuente, en el
mundo, si unimos ambos sexos (10,4% del tofal), solo precedida por el cancer
del pulmén (12,3%). Se estima que se hayan diagnosticado 999 000 casos
nuevos de cancer de mama en el afio 2000, el 22% de todos los nuevos casos
de cancer las mujeres, a escala mundial. Es a su vez la quinta causa de
mortalidad por cancer en ambos sexos, lo que representa 375 000 mujeres
fallecidas, el 6% de todas las muertes por cancer en el mundo, en ese sexo.

Por otro lado, debido a su relativo "buen pronéstico”, es la localizacién de
cancer con la tasa de prevalencia a 5 afios mas alta en los paises en desarrollo
(77 por 100000), seguida por el cancer de cérvix (53 por 100000) y el de
estomago en los hombres (30 por 100000). El cancer de mama y el resto de los
canceres ginecolégicos representan el 52% de los casos de cancer prevalentes
tanto en paises desarrollados como en desarrollo (Pisani et al 2000). Esto
quiere decir gue segun estos estimados, existen en el mundo aproximadamente
3.7 millones de mujeres vivas, que han tenido en algin momento de sus vidas,
un cancer de mama; hecho importante si se compara con sélo 1,3 millones de
sobrevivientes (hombres y mujeres), de cancer del pulmén (Parkin et a/, 2000).

Mas de la mitad de los casos de cancer de mama, ocurren en paises
industrializados, sin embargo, podemos observar que algunos paises de
América Latina, como México, Argentina, Uruguay y Chile, se encuentran entre
los grupos de riesgo mas altos. En general, las tres subregiones de América
Latina (Centroamérica, Sudamérica y el Caribe) se encuentran en una posicion
intermedia con respecto a la incidencia y mortalidad por cancer de mama si las



comparamos con la union de paises mas desarrollados y los menos
desarrollados. La distribucion geografica del cancer de mama en el mundo y la
comparacion por subregiones, se pueden observar en las figuras 2 y 3
realizadas mediante el sistema GLOBOCAN?

Figura 2: Incidencia mundial del cancer de mama.
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INCIDENCIA Y MORTALIDAD POR CANCER DE MAMA. TASA ESTANDARIZADA MUNDIAL
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Figura 3: Incidencia y mortalidad por cancer de mama.

Si comparamos la incidencia de cancer de mama entre los paises del Caribe
hispano y América Central (Figura 4), se encuentra que Puerto Rico y México,
son los que exhiben los riesgos mas altos de enfermar por cancer de mama,
aunque hay pocas diferencias entre este Ultimo y Panama, Guatemala,
Honduras y Cuba. Con relacién a la mortalidad, (Figura 5), el mayor riesgo lo
tienen Cuba y Puerto Rico. Por otro lado, Panama, México, Guatemala,
Honduras y Costa Rica presentan tasas similares. Cabe resaltar que las
diferencias en cuanto a la mortalidad pueden estar iinfluenciadas por las
diferencias entre paises, en la calidad de los datos provenientes de los
certificados de defuncion. En algunos paises, a los fallecidos no se les consigna
el cancer como causa de muerte, por ser personas que no acudieron a los

servicios de salud y por ende, no fueron diagnosticadas ni tratadas por esa
enfermedad antes del fallecimiento
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INCIDENCIA DE CANCER DE MAMA. AMERICA CENTRAL Y CARIBE HISPANO
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Figura 4: Incidencia de cancer de mama en América Central y el Caribe hispano

MORTALIDAD POR CANCER DE MAMA. AMERICA CENTRAL Y CARIBE HISPAND.
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Figura 5: Mortalidad por cancer de mama en América Central y el Caribe hispano
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En Cuba, el cancer de mama es la localizacion de cancer mas frecuente (17,8%
del total de casos nuevos), y la primera causa de muerte por cancer en las
mujeres (15,3% del total de muertes por cancer) (Fernandez et al. 1999). Se
observa una tendencia ligeramente creciente del riesgo de enfermar y morir a
través del tiempo, especialmente en los grupos de edad por encima de los 50
afios. En un estudio de supervivencia poblacional, realizado en Cuba
(Fernandez et al. 1998), la supervivencia observada a cinco aros es de 54,0%,
lo que resulta consistente con los resultados obtenidos en los estudios
realizados en Europa (Berrino et al. 1995), en los que se obtuvieron tasas de
supervivencia entre el 53 y 63%. En Norte América (Ries et al. 1997) se han
reporfado tasas de supervivencia a 5 afios por cancer de mama, de hasta el
73%.

2.3.1 Factores de riesgo para el cAncer de mama

En el mundo, la incidencia del cancer de mama continia en aumento y la
mortalidad ha pemanecido casi inalterada durante las UGlitimas 5 décadas.
Muchas de las diferencias que se encuentran entre grupos étnicos o regiones
del mundo con relacién a la incidencia de cancer de mama, se deben a factores
relacionados con los estilos de vida y las exposiciones ambientales. Prueba de
esto, son los estudios de incrementos del riesgo en inmigrantes europeos de
regiones de bajo riesgo como ltalia y Polonia hacia regiones de alto riesgo
como Australia, particularmente si estas migraciones ocurren en la infancia
(Geddes et al. 1993; Tyczynski et al. 1994),

A pesar de las numerosas incertidumbres que rodean el origen del cancer, hay
evidencias sustanciales que el riesgo de cancer de mama se relaciona con
factores de tipo hormonal y reproductivo. Los factores de riesgo son aquellos
elementos que pueden aumentar la probabilidad de que una persona desarrolle
la enfermedad y en particular el cancer de mama est4 asociado con niveles
socioeconémicos altos, lo que practicamente se explica por la distribucion
diferente de tales factores (la mayoria de tipo reproductivo), entre las diferentes
clases sociales (Ghadirian et al. 1998). En el cancer de mama el factor mas
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importante es la edad ya que el riesgo de padecer esta enfermedad, aumenta
sustancialmente después de los 50 afios. Se menciona el incremento del riesgo
con la menarquia temprana, la menopausia tardia, la edad tardia del primer
parto y Ja baja paridad (Parkin ef al. 2000).

Se mencionan otros factores como la historia familiar y los factores genéticos,
asi como otros factores relacionados con los estilos de vida como son, el habito
de fumar, el uso de contraceptivos orales, la ausencia de lactancia matemna, la
obesidad v la dieta.

El cancer de mama se presenta como un problema de salud publica serio, y se
espera que la identificacion de factores genéticos y medioambientales que
contribuyen al desarrollo de cancer de mama reforzara los esfuerzos para la
prevencion (Martin et al. 2000). Se han identificado dos genes para la
susceptibilidad de este cancer (BRCA1 y BRCAZ2), y se piensa que mutaciones
de ellos pueden ser responsables entre 5% y 10% de todos los casos de cancer
de mama.

Las evidencias de estudios epidemiolégicos que han analizado la lactancia
materna como factor que puede disminuir el riesgo de cancer de mama, han
sido débiles (Lipworth et al. 2000). Los resultados indican que no existe ninguna
asociaciéon o un efecto protector bastante débil entre la lactancia materna y el
cancer de mama. El fracaso para descubrir una asociaciébn en algunas
poblaciones occidentales puede ser debido al predominio bajo de la lactancia
materna prolongada. Al parecer el efecio protector a largo plazo es mas fuerte
entre, o confinado a, mujeres premenopausicas.

Algunos autores han estudiado el papel de los niveles de prolactina en el riesgo
del cancer mamario y los resultados sugieren que los niveles de prolactina
plasmatica mas altos se asocian a un riesgo aumentado de cancer de mama en
mujeres posmenopausicas (Hankinson ef al. 1999).

Con relacién a la dieta, se han reportado resultados incoherentes en una
cohorte grande, de 88 691 mujeres seguidas a largo plazo para evaluar si la
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ingestion alta de productos lacteos, calcio, o vitamina D esta asociado con el
riesgo reducido de cancer de mama. Los resuitados arrojaron que la ingestion
de productos lacteos, calcio, o vitamina D no se presenté asociado
significativamente con el riesgo de cancer de mama en mujeres
posmenopausicas. En mujeres premenopausicas sin embargo, el consumo de
producto lacteos, sobre todo de leches de baja grasa, se presenté inversamente
asociado al riesgo de cancer de mama (Shin ef a/. 2002).

2.3.2 Métodos de pesquisaje de cancer de mama

La mamografia, el examen clinico y el auto examen de las mamas, son los tres
métodos de deteccidon que han sido puestos a prueba en el pesquisaje activo de
mujeres sanas, con €l fin de detectar el cancer de mama en etapas tempranas
de la enfermedad, Hay reportes de éxitos en cuanto a reduccion de la
monrtalidad por cancer de mama, después de varios afios de ejecucion de
algunos programas en paises desarrollados de Europa y Canada,
fundamentalmente. No obstante el gran nimero de estudios epidemiolégicos
realizados, existen ain muchas incertidumbres y divergencias de criterios en
cuanto a la edad dptima de iniciar estos programas, la efectividad de cada uno
de estos métodos y los intervalos entre las pruebas. Esto hace que la
generalizacién de estos méetodos, como medida de Salud Pdblica, sobre todo en
paises con limitaciones econémicas, es una tarea dificil aun (Dickersin et al.
1999, Miller et al. 2000, Baines et al. 2000).

2.4 Eventos genéticos y moleculares en la transformacion

neoplasica.

Las células nomales se reproducen solamente cuando son inducidas a hacerlo
por otras células en su vecindad, esta colaboracion asegura que cada tejido
mantenga un tamafno y una arquitectura apropiada a las necesidades del
cuerpo. Las células de cancer, por el contrario violan este esquema, escapan a
los controles normales de ia proliferacién y siguen su propio ciclo de

reproduccién, ellas poseen la capacidad para migrar del sitio donde comienzan
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a desarrollarse e invaden tejidos cercanos formando masas en sitios distantes.
Los tumores formados por las células malignas, se hacen mas agresivos en el
tiempo y son letales, destruyen los tejidos y 6rganos necesarios para la
supervivencia dei organismo (Weinberg 1996, Rouslahti 1996).

Las células de cancer tienen un grupo de caracteristicas morfolégicas y
funcionales comunes. Dentro de las caracteristicas morfolgicas se encuentran:
un gran nucleo, nucleclo prominente, apariencia indiferenciada y alto indice
mitético comparado con su contraparte de tejido nomal. Tienen en comun
propiedades celulares como son: la proliferacion celular no regulada, la
invasividad y el potencial metastatico (Raimond y Ruddon 1996).

La transformacién maligna de las células de los mamiferos se acompaina por
mulltiples cambios o alteraciones en la membrana plasmatica de las celulas, de
naturaleza morfolégica, funcional e inmunoldgica. Por ejemplo, cambios en la
fluidez de la membrana, en la carga idnica de la superficie celular, la afinidad de
uniéon a lectinas, permeabilidad celular y mecanismos de transporte,
comunicacion intercelular, enzimas asociadas a la superficie celular y
receptores, movimientos de los componentes de la superficie celular, actividad
de las proteasas asociadas a la superficie celular, adhesion celular a la matriz
extracelular y reactividad con antibiéticos (Raimond y Ruddon 1996). Muchos
de estos cambios se producen en los carbohidratos de la superficie celular, los
cuales se han asociado a una disminucién en la adhesién de las células de
cancer, a la matnz ceiular y con el incremento de la invasividad y el potencial
metastatico de las células tumorales (Ruoslahti 1996).

Las células de un tumor descienden de un ancestral comun, que en un punto,
décadas antes de que el tumor se haga palpable, inicia un programa de
reproduccion inapropiada. La transformacion maligna de una célula se produce
por la acumulacion de alteraciones en su aparato genético. Solamente en los
ultimos 25 afios se han encontrado evidencias definitivas que caracterizan al
cancer como una enfermedad genética, esta se produce a través de un proceso

multietapa en el cual la herencia, las mutaciones somaticas de los genes
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celulares y la seleccion clonal de variantes de progenie con propiedades de
crecimiento agresivo tienen la principal contribucién. Se han descrito varios
mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo la alteracién de |la expresion
genética observada en las células de cancer (Weinberg 1996).

Existen dos clases de genes que juegan un importante papel en el cancer: los
proto-oncogenes los cuales favorecen su crecimiento mientras que los genes
supresores de tumor lo inhiben (Vogelstein et al. 2000). Cuando los proto-
oncogenes son mutados pueden convertirse en onco-genes carcinogenicos que
conducen a la multiplicacion excesiva (Raimond y Ruddon 1996). Las
mutaciones pueden causar que los proto-oncogenes produzcan, en exceso,
proteinas estimuladoras del crecimiento, o formas demasiado activa de estas.
Los genes supresores, por el contrario, contribuyen al cancer cuando son
inactivados por mutaciones, resultando en la pérdida de proteinas supresoras
funcionales e impidienda a las células el freno que previene el crecimiento
inapropiado (Macleod 2000). Las formas alteradas de otra clase de genes
pueden también participar en la creaciéon de una malignidad, especificamente
permitiendo o capacitando a una célula praliferante a hacerse invasiva 0 capaz
de metastizar a través del cuerpo (Vogelstein et al. 2000).

2.4.1 Tipos de alteraciones genéticas que pueden ocurrir en Jas células de

cancer

La mayoria de las caracteristicas fenotipicas y funcionales que caracterizan a
las células malignas son el resultado de alteraciones genéticas, las cuales
incluyen alteraciones cromosomicas que se manifiestan por cambios en la
ploidia, eventos de translocacién y deleciones; cambios en el nimero de copias
de un gen (amplificacién) y alteraciones en la transcripcién genética debido a
mutaciones en las regiones promotoras o0 enhancer, ademas de
reordenamientios e inserciones de secuencias reguladoras que alteran la
transcripcion de genes estructurales (Giannios y loannidov-Mouzaka 1997).
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Anormalidades cromosomales: Se han observado en diferentes tipos de
canceres humanos, numerosas rupturas cromosémicas y reordenamientos, que
involucran un numero limitado de puntos de ruptura sugiriendo que ciertas
regiones de los cromosomas humanos son mas susceptibles que otras a danos
por agentes carcinogénicos. La localizacion y fragilidad de esos sitios parece
ser heredable y varios de ellos corresponden a puntos de ruptura observados
frecuentemente en reordenamientos cromosémicos vistos en células de cancer
(Raymond y Ruddon 1996).

Translocaciones e inversiones: La multiplicidad de eventos de translocacion
en varios tipos de canceres ha sugerido gue tienen una relacién crucial en la
induccién del fenotipo de cancer. Sin embargo algunas pueden ocurrir como
eventos secundarios en la evolucion de cambios fenotipicos mas agresivos. La
inestabilidad genética de las células malignas conduce a futuras anormalidades
cariotipicas segun progrese la enfermedad. Reflejando alteraciones genéticas
adicionales que incrementan el potencial de crecimiento (Raymond y Ruddon
1996).

El gen Bcl-2 es un oncogen identificado por la translocacion t (14;18) observada
en el linfoma folicular. Este gen esta involucrado en la regulacién de la
proliferacion y diferenciacion de los linfocitos y actia prolongando la
supervivencia de las células (Osorio et al. 1997)

Deleciones cromosdmicas: La mayoria de los defectos comunes observados
en los tumores solidos son deleciones en secuencias de genes especificos,
pérdidas de una parte de una regién de banda o la pérdida de la
heterocigocidad de un alelo de un gen especifico. Muchos de estos cambios
genéticos vistos en los tumores sélidos resultan en activacion de oncogenes
celulares (Wenberg 1996). En algunos tumores con deleciones genéticas se
puede perder un gen supresor de tumor. El gen p53 es un ejemplo de gen
supresor de tumor que es mutado por delecion en una gran variedad de
canceres humanos, como es el caso del cancer de mama (Lukas et al. 2000).
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Amplificacion genética: Un gen que usualmente esta presente en una simple
copia en las células normales puede ser hasta duplicado o sufrir un pequefio
incremento en el numero de copias. El gen HER-2 es un ejemplo de
amplificacion genética en cancer de mama (Roos y Fletcher 1998).

2.5 Respuesta inmune anti-tumoral humana

2.5.1 Mecanismo de activacion de células T en la respuesta inmune anti-
tumoral

Existen fuertes evidencias que fundamentan el papel decisivo de los
mecanismos celulares especificos en la respuesta efectora antitumoral humana.
Estos mecanismos estan representados fundamentalmente por los linfocitos T
citotoxicos (Tc) con fenotipo CD8+ y los linfocitos T cooperadores (Th) con
fenotipo CD4+ (Abbas ef al. 2000).

El inicio de la respuesta inmune antitumoral requiere de la activacion de las
células T y en este proceso debe ocurrir el reconocimiento del péptido
antigénico debidamente presentado por las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), por medio del receptor de células T (TCR) y la
molécula CD3 (complejo TCR/CD3); sin embargo, la sefal liberada por la
interaccién del TCR con el antigeno tumor asociado, no es suficiente para
producir proliferacion y expansion clonal de células T especificas, se necesitan
de otras sefiales de activacion mediadas por varios miembros de la familia de
moléculas de adhesion localizadas en las células T, entre las que figuran CD28,
CTL4, CD80, CD11a/CD18, CD2, CD8, CD4, CD43, CDS, CD40L y CD6
(Greenberg y Zieyler 1991, Guckel et al. 1995, Osorio ef al. 1995).

La posibilidad de que las moléculas coestimulatorias sirvan como una via
alternativa de la activacion de las células T es de gran importancia para la
inmunologia tumoral ya que la incapacidad de una respuesta inmune protectora
contra el tumor puede ser consecuencia de trastornos en la expresion de estas
moléculas. Una de las razones de la pobre inmunoestimulaciéon provocada por
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las células tumorales puede deberse a un trastomo en las senales
coestimulatorias (Guckel ef al. 1995).

El reconocimiento por el complejo TCR/CD3 del péptido antigénico procesado y
presentado adecuadamente en el contexto de las moléculas MHC y la segunda
sefial dada por las moléculas coestimulatorias, desencadenan una secuencia
de eventos bioquimicos que comprende la fosforilacion y desfosforilacion de
varias proteinas. Se han descrito dos familias de proteinas tirosina kinasas

(PTK) involucradas en estos eventos; por ejemplo, la familia srs-PTKs

especifica de linfocitos, a la que pertenecen las PTKs p56|Ck y p59flfn y la
familia syk-PTKs, especifica de células T, a la cual pertenece la PTK ZAP-70
(Osorio et al. 1995) (figura 6).

Diversas evidencias experimentales actuales sustentan la hipétesis de que el
compromiso de la funcion de linfocitos T en pacientes con cancer, puede

explicarse por anormalidades en la transduccién de las sefiales durante los
eventos de activacion. Puede existir disminucion de los niveles de la p56/ck, de

la p59fV", y de la cadena € del complejo TCR/CD3, lo que se ha evidenciado en

los linfocitos que infiltran tumor (TIL) de algunas neoplasias (Zier et al. 1996)

La cascada de eventos bioquimicos que se desencadenan en el interior del
linfocito, conduce finalmente a la generacién de factores transcripcionales en el
nucleo, causando la expresién de nuevos genes, incluyendo los de IL-2 y otras
citocinas, lo que conduce a la proliferacion linfocitaria y a la posterior
diferenciacion en linfocitos efectores (Janeway y Travers 1996) (figura 6).
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2.5.2 Molécula CD3, estructura y funcion

CD3 es una molécula accesoria que esta no covalentemente asociada al
receptor de células T (TCR). Cuando se produce el reconocimiento del antigeno
por el TCR, CD3 interviene en la transducccion de sefales que conduce a la
activacion de las células T. CD3 es un complejo proteico formado por las
cadenas; CD3-5, CD3-g, CD3-y y un dimero que contiene la cadena ¢, la cual
puede estar formando un homodimero o un heterodimero con n (Trimble y
Lieberman 1998) (figura 7). Se han propuesto varias estructuras para el
complejo TCR/CD3, entre ellas un complejo octamérico monovalente
(TCRaf3/CD3yedell) y un complejo decamérico divalente
((TCRap)./CD3yedell). El dimero «ff dicta la especificidad de unién al ligando y
los dimeros de CD3 (ye, oe y ££) son esenciales para la eficiente expresion del
receptor y para la sefial de transduccion (Jacobs 1997). En ausencia de
cualquiera de los componentes de CD3 el complejo TCR no se ensambla y

todas sus proteinas son degradadas en el interior de la célula (Arase 2001).

Figura 7: Estructura del complejoTCR/CD3
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Las cadenas v, 8 y &€ son homdlogas entre si, presentan un dominio extracelular
semejante al de Jas inmunoglobulinas, por lo que pertenecen a la superfamilia
de las inmunoglobulinas, la region transmembrana de las tres cadenas esta
formada por un segmento pequefio con residuos de aminoacidos cargados
negativamente los cuales se asocian a las cargas positivas del dominio
transmembrana de las cadenas del TCR, la regién citoplasmatica de estas
cadenas en muy pequefia y contienen un dominio de una secuencia motivo
(ITAM) conservada que es importante para la funcién de sefializacién (Abbas et
al. 2000).

La cadena £ presenta una regidn extracelular muy corta de solo 9 aminoacidos
una region transmembrana similar al resto de las cadenas de CD3 y la regién
citoplasmatica es la mas larga y contiene tres secuencias motivo (ITAM), esto
hace que sea una de las cadenas mas importante en la transduccion de sefiales
al interior celular (Arase 2001). La region citoplasmatica de las cadenas ¢ y {
son suficientes para la transduccion de sefnales necesaria para la activacion de
las células T. La cadena { es nomnalmente expresada como un homodimero,
pero en ratones aproximadamente en el 10% de las células T se expresa como
un heterodimero con la cadena 7, la cual se produce por un splice alternativo
del gen de { (Abbas et al. 2000). La cadena { es la encargada de unir el
reconocimiento del antigeno por el TCR a los eventos bioquimicos que
conducen a la activacion funcional de las células T.

La respuesta bioquimica inicial después que se produce el reconocimiento del
antigeno (péptido asociado a la molécula de MHC) por el TCR es la rapida
fosforilaciéon de los residuos de tirosina en una variedad de sustratos, llevada a
cabo por proteinas tirosinas kinasas. La secuencia de eventos que se ha
propuesto es la activacion de la familia de las kinasas src y la fosforilacion de
las secuencias motivo de activacion ITAM, en la cadena £ y en otras cadenas
de CD3, seguido por el reclutamiento de ZAP-70 a las secuencias ITAM de las
cadenas CD3-€ y CD3-¢, a traves del dominio SH2 (sre-homologia 2) de la ZAP-
70. La fosforilacion en tirosina de la ZAP-70 y su activacion, desencadena los
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eventos siguientes de esta via de sefializacién que finalmente conduce a la
activacion de los linfocitos T (Osorio 1998).

2.5.3 Expresion de las cadenas CD3< y CD3<, en diferentes tipos de

canceres humanos

Se ha demostrado en pacientes con carcinoma de cabeza y cuello de células
escamosas anomalidades funcionales en sus linfocitos obtenidos de células
MNP y de ganglios linfaticos, entre las que se encuentran: defecto en la
movilizacion del calcio, disminucién en la actividad tirosina kinasa y disminucién
en la expresion de las cadenas asociadas al TCR, ¢ y { (Nieland of al. 1998).
Estas y otras deficiencias también se han observado en los linfocitos asociados
a tumor y en los linfocitos infiltrantes en pacientes con carcinoma de ovario,

renal, cervical, colorectal, cancer de préstata y melanoma. (kuss et al, 1999)

Como las alteraciones en las cadenas CD3-¢ y CD3-¢ provoca deficiencia en las
sefiales del TCR al interior celular esto conduce a deficiencias en la activacion
de las células T y sugiere una explicacién a los defectos de la respuesta inmune
en los pacientes con cancer. (Nakagomi ef al. 1993, Reichert ef al. 1998)

En pacientes con cancer de cabeza y cuello se ha observado una correlacion
entre la pérdida de expresion de la cadena £ y [a agresividad clinica del tumor.
Tumores de alto grado han mostrado una pérdida mayor de esta proteina. Esta
deficiencia también se ha correlacionado con una recurrencia mas frecuente, de
la enfermedad (Muller et al. 2002). En pacientes con carcinoma gastrico
también se ha observado una correlacion entre la disminucion de la cadena £ y
la progresién de la enfermedad (Ishigami ef al. 2002). La pérdida de la
expresion de CD3-{ también se ha documentado en tumores de etapas clinicas
iniciales o tempranas (Muller et al. 2002).

Existen evidencias de la asociacion de la cadena CD3-{ con el patron de
citocinas. En pacientes con carcinoma cervical y neoplasia intraepitelial cervical
se observé una down regulacién de la expresién de citocinas Th1 en linfocitos
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deficientes de CD3< al ser cultivados con anti-CD3, mientras que no se
observé afectacion en los niveles de citocinas Th2 (IL-10) (Nieland et al. 1998).

Estudios preliminares indican que la reduccion en la expresion de CD3-
también se produce en algunas enfermedades autoinmunes y en infeccién por
HIV (Trimble y Lieberman 1998); esto le ha sugerido a algunos investigadores
que esta anomalidades de CD3-{ pueden reflejar una disrregulacion de la
funcién inmune comun a estados de deficiencia inmunolégica (Nakagomi et al.
1993).

La disminucién en la expresion de la cadena £ es biolégicamente importante, se
ha observado que puede ser normalizada en pacientes sometidos a bioterapia
con IL-2. La cadena-<( pudiera servir como un biomarcador no solo para definir
la funcién inmune de los pacientes sino también como un factor pronéstico y de
respuesta a inmunoterapia en pacientes con cancer (Kuss ef al. 1999).

Varios autores han demostrado una disminucién en los niveles de expresion de
la proteina CD3-¢ en linfocitos T de sangre periférica, infiltrantes de tumor y de
ganglios linfaticos; en pacientes con cancer cervical avanzado y carcinomas
colorectal y renal. Los niveles de esta proteina también pueden ser
normalizados cultivando los linfocitos T con IL-2, anti-CD3, anti-CD2 y PHA.
(Matsuda et al. 1995, Kono ef al. 1996). No obstante, Gruijl (1999) no observo
disminucion en los niveles de expresion de la cadena CD3-¢, lo que le permitié
utilizarla como control positivo para compararla con la disminucién en la

expresion de CD3< en pacientes con carcinoma cervical (De Gruijl ef al. 1999).

2.5.4 Subpoblaciones Th1/Th2 y el papel regulatorio de su patrén de

citocinas en cancer

Los linfocitos T cooperadores (Th) pueden ser clasificados en dependencia del
patron de linfocinas que producen, definiéndose 2 poblaciones fundamentales:
células Th1 que producen IL-2 e IF-N ¥ y células Th2 que producen iL-4, |IL-5,
IL-6, IL-10 (Mosmann and Coffman 1989). Estas poblaciones celulares pueden
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diferenciarse a partir de las células ThO (no estimulada con el antigeno), a
través de vias controladas de diferenciacion que involucran citocinas y
moléculas co-estimuladoras (Lucey ef al. 1996).

Las células Th1 median eventos celulares como son: hipersensibilidad
retardada tipo IV, con reclutamiento de células inmuno-competentes,; activaciéon
de macréfagos y células NK, con una potenciacién de la actividad citotdxica de
estas Ultimas y de los linfocitos T citotéxicos (CTL); ademas de estimular la
proliferacién de linfocitos T y favorecer la produccion de IgG2a; entre otras
funciones que sin duda serian importantes para una respuesta anti-tumoral
efectiva. Por otra parte, las células Th2 productoras de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
intervienen en la respuesta humoral y tienen importantes efectos supresores
sobre las células Th1 y sobre la respuesta inmune (Mosmann and Coffman
1989, Mosmann and Sad 1996).

Recientes investigaciones han sugerido que las moléculas co-estimuladoras en
la activacion de células T pueden influir en la expresion de una citocina en
particular. Existen evidencias que fundamentan que la interaccion del CD28 con
B7-1 o con B7-2 puede determinar la diferenciacién a célula Th1 o Th2
{(Mosmann and Sad 1996).

En general, se conoce que las citocinas producidas por las células Th2
favorecen el desarrollo a Th2 e inhiben el desarrollo de las Th1, mientras que
las producidas por células Th1 dan lugar a la diferenciacién a células Th1 e
inhiben el desarrollo a Th2 (Hainaut et al. 1990). Este mecanismo regulatorio
puede implicar también el control de la sintesis de otras citocinas, por ejemplo,
las celulas Th2 por la accién de la IL-10 que producen; pueden bloquear la
proliferacién y activacién de las células Th1, actuando sobre macréfagos y
bloqueando la sintesis de TGF-B y de IL-12, que son potentes inductores de
células Th1 (Sher ef al. 1992, Manetti et al. 1993).

Sin duda, existe un complejo mecanismo regulatorio entre las subpoblaciones
celulares y el predominio de una sobre la otra deriva la respuesta a
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mecanismos inmunes celulares o humorales, en dependencia de los patrones
de citocinas que predominen. Esta interconexion entre las citocinas y la
polarizacién de la respuesta a Th1 o Th2 juega un importante papel en
diferentes patologias humanas, entre las que figuran enfermedades infecciosas,
autoinmunes, SIDA y diferentes neoplasias (Modlin and Nutman 1993).

Estudios de la respuesta inmune celular en pacientes con cancer, indican una
disminucién en la produccion de citocinas Th1 en sangre periférica y en el
microambiente del tumor y ta presencia de un patrén de citocinas Th2 en el sitio
del tumor que sugiere una inmunosupresién local (Huang et al. 1995). Cancer
de cérvix, carcinoma cutaneo de célula basal, sindrome de Sezary, enfermedad
de Hodgkin's, mieloma multiple, carcinoma de pulmén y carcinoma renal, son
ejemplos de neoplasias en donde se han reportado un predominio de citocinas
Th2 con efectos supresores sobre la respuesta inmunitaria (Chen et al. 1994,
Smith et al. 1994, Bost et al. 1995, Huettner of al. 1995, Kim et al. 1995,
Nakagomi et al. 1995, Lucey et al. 1996). Las células T CD4" son un
componente crucial de la respuesta antitumoral, la presentacién del antigeno
tumoral a estas células T, por las células presentadoras, puede conducir hacia
una respuesta inmune no productiva, tipo: Th2, La activacion de las células
presentadoras (células dendriticas) activa a las células CD8", para que ejerzan

su efecto citotoxico sobre las células tumorales (figura 8).
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Figura 8: Respuesta inmune antitumoral (Adaptado de Pardol y Topalian 1998).

Es de suma importancia estudiar si el cambio de citocinas Th1 a Th2 puede dar
lugar al desarrollo de la neoplasia por una inhibicién de los mecanismos de

vigilancia inmunolégica, o si este cambio de citocinas se debe a un efecto
secundario inducido por las propias células tumorales.

Tomando en cuenta que la inmunidad celular es activada por citocinas Th1 y
que las citocinas Th2 tienen una accion supresora es necesario buscar
alternativas que puedan modificar los perfiles de estos mediadores en el
microambiente del tumor y a nivel sistémico. Existen varias evidencias que

indican que es factible modificar un patron pre-existente de citocinas Th2, por
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ejemplo, se ha encontrado que la IL-12 es capaz de restaurar la produccion de
IFN-y en linfocitos de sangre periférica de paciente seropositivos a HIV en
donde la produccién de IFN y es reducida o ausente (Clerici ef al. 1993). En
general, el patréon de citocinas puede cambiarse por una estimulacién con
citocinas como IL-2 e I|L-12, potenciandose la produccion de IFN-y e
inhibiéndose la produccion de IL-10 (Janeway and Travers 1996).

2.5.5 Las citocinas en la respuesta inmune antitumoral

Las citocinas son una amplia familia de glicoproteinas que regulan interacciones
celulares normales o fisiopatolégicas y son producidas por una gran variedad de
células, ya sean inmuno-competentes o no. Las citocinas participan en muchos
procesos fisiologicos incluyendo la regulacion de la respuesta inmune e
inflamatoria, su produccién in vivo es transiente y local para controlar la
amplitud y duracion de la respuesta (Rojas ef al. 1999). Las citocinas
producidas por los linfocitos, se denominan linfocinas, estas tienen un papel
fundamental en los mecanismos de activacion, proliferacion y diferenciacion de
las células que intervienen en la respuesta inmunitaria. Estos mediadores son
decisivos para la cooperacién celular durante la amplificacién de la respuesta
inmunitaria (Thize 1994).

Recientemente se han clasificado en diferentes grupos: citocinas pro-
inflamatorias tales como IL-13, TNF-o e IFN-a; citocinas tipo 1, como, IL-12,
IFN-y, 1L-2 y TNF-B; citocinas tipo 2, como, IL4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 ¥
citocinas tipo 3 como el TGF-B (Marcelli et al. 2001). Esta nomenclatura abarca
células T CD4" y CD8" y células no T, como fuente de las diferentes citocinas y

enfatiza las respuestas funcionales que las citocinas modulan en lugar de su
célula de origen (Lucey et al. 1996).

Las citocias y los factores de crecimiento son importantes moduladores de la
respuesta inmune, su expresion por los linfocitos infiltrantes de tumor puede
conferir ventaja al tumor para crecer y suprimir la actividad citotdxica de estos
linfocitos. El analisis de los factores solubles en el microambiente del tumor
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puede ayudarnos en la comprensién de la conducta del tumor y pudieran
resultar Litiles como factores pronésticos (Marrogui ef al. 1997),

Muchos investigadores han atribuido la expresion del patrén de citocinas
solamente a los linfocitos infiltrantes de tumor (Huang ef al, 1995). No obstante,
la elevada expresidn de citocinas es un fenémeno comun en lineas de células
tumorales derivadas de muchos tipos de canceres como es el caso de
melanomas, leucemias y carcinomas gastrico y de ovarios (Huang ef al. 1999).

La secrecidn de ciertas citocinas, particularmente IL-6, IL-10 y TNF-a, provocan
resistencia a los efectos de citotoxicos de las drogas quimioterapetticas. Estas
citocinas inducen un efecto antiapoptdtico en una variedad de tumores
incluyendo el carcinoma de préstata y renal. La regulacion de los factores
apoptéticos y antiapoptéticos, por las citocinas, estd bien documentada no
siendo asi los mecanismos por los cuales estas inducen la resistencia a drogas
(Alas et al. 2001).

La produccién de citocinas también se ha documentado en pacientes con
cancer de mama. Las células MNP de pacientés con cancer de mama
presenian una deficiencia en la produccion de IL-12 mientras que generan
grandes cantidades de IL-10 (Merendino eof al. 1999). Una significativa
respuesta tipo 2 ha sido observada en los linfocitos de sangre periferica de
pacientes con cancer de mama (Rosen et al. 1998). La expresion de las
citocinas: IL-8, IL-1a, IL-18, TNF-a y TGF-B también ha sido observada en
pacientes que padecen esta neoplasia (Green et al. 1997, Marrogi ef al. 1997,
Kurtzman et al. 1999). |

2.5.5.1 Papel de IL-10 en cancer

Varios autores han reportado la presencia de |L-10 en el sitio de tumores en
una variedad de canceres humanos incluyendo melanoma, cancer de mama,
carcinoma de pulmén de células no pequefas y carcinoma renal (Huang ef al.
1995).
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A través de una variedad de mecanismos la IL-10 puede prevenir la generacién
de una respuesta inmune celular productiva. La activacion de células T antigeno
especificas en presencia de IL-10 se diferencian a fenotipo T-cooperador capaz
de bloquear la proliferacion de las células T tanto in vitro como in vivo. Suprime
la actividad tumoricidal de los macrofagos, inhibe la citotoxicidad y la produccion
de citocinas por las células especificas de tumor (Gastman ef al. 1999).

La IL-10 es una citocina tipo 2 que inhibe el desarrollo de la respuesta inmune
celular por diferentes mecanismos, quizas el mejor caracterizado de estos
mecanismos es su capacidad para inhibir la proliferacion de células T inducida
por antigeno indirectamente por down regulacién de moléculas en las APC
profesionales, las cuales son esenciales para la activacion de células T, asi
como la presentacién de antigenos tumor asociados por las células del tumor
(Venetsanakos et al. 1997, Gastman ef al. 1999). Tambien inhibe directamente
la sintesis de citocinas inflamatorias por los macréfagos y puede inhibir la
proliferacion de células T bloqueando la produccién de IL-2 a nivel
transcripcional; inhibe la produccién de citocinas Th1, la sintesis de IFN-y e IL-1

o por las células Th1 y CD8" y down regula el IFN-y constitutivo y la IL4
inducida por la expresion de antigeno; inhibe la funcién de las células LAK; se
ha demostrado que también inhibe la maduracioén de las celulas dendriticas que
son las principales APC en la iniciacion de una respuesta inmune; ademas tiene
un efecto inhibitorio sobre la produccion de H202 y de NO; por los macréfagos
(Castro et al. 2000, Hashimoto et al. 2001). Beker (1993) demostrd la
asociacion de la IL-10 con la induccién de anergia ¢lonal de un clon de células T
CD4+ por células autdlogas de melanoma MHC clase |l (Beker et al. 1993).
Esos resultados indican que la IL-10 es una citocina inhibitoria de la funcién

inmune celular.

Teniendo en cuenta los datos que apoyan la capacidad de la IL-10 para suprimir
la respuesta inmune celular se puede especular que la IL-10 permite el
crecimiento progresivo del tumor previniendo la generacién de una respuesta
inmune celular especifica contra el tumor.

31



No obstante los efectos supresores de IL-10, se han obtenido resuitados
contradictorios con relacion a las funciones de esta citocina; se ha observado
que incrementa varias funciones celulares como es el caso de la induccion de
FeyRl y FeyRINl, lo cual esta relacionado con la clarificacion de complejos
inmunes y la actividad citotéxica de monocitos humanos. También estimula el
crecimiento de células B y sirve como un cofactor con IL-2, IL4 e IL-7 para
promover el crecimiento de timocitos murinos y células T maduras y junto con
IL-3 o IL-4 en estimular la proliferacion de células cebadas. IL-10 se ha
reportado que previene la apoptosis de células T y de células B en los centros
germinales (Hashimoto ef al. 2001).

Previamente se reporté a IL-10 como un factor antiapoptotico, su efecto en la
supervivencia de las células se ha asociado con una expresion incrementada de
Bcl-2 (Alas ef al. 2001). IL-10 es capaz de prevenir la apoptosis inducida por
activacién de células T humanas. Se ha observado que el tratamiento de
macréfagos murinos con anti-IL-10 disminuyé la viabilidad celular y la expresion
de Bcl-2, mientras increment6 la activacion de la caspasa 1, la expresion de p53
y el nimero de células productoras de TNF-a. Estos resultados muestran que
IL-10 es capaz de rescatar a las células de la apoptosis down regulando la
cascada de proteasas (Rojas et al. 1999).

La produccién de 1I-10 en el sitio del tumor puede ser utilizado por el tumor para
impedir su destruccion por el sistema inmune. Esto tiene importancia para
disefar estrategias dirigidas a generar inmunidad tumor-especifica mediada por
células y sugiere que la neutralizacion de IL-10 pueda ser clave para la
efectividad de tales terapias. La capacidad de la IL-10 para inhibir la generacidén
de respuesta inmune en el sitio del tumor tiene importantes implicaciones con
respecto a la inmunoterapia local del cancer (Gastman et al. 1999).
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2.6 Inmunologia del cancer de mama
2.6.1 Infiltracién de linfocitos

En los tumores sélidos como el cancer de mama se encuentra con frecuencia
un infiltrado mononuclear que consiste predominantemente de linfocitos T CD4*
y CD8" con aproximadamente igual frecuencia de ambas subpoblaciones lo que
indica la activacion de los dos tipos de respuesta; se han encontrado también
pocos linfocitos B, células NK y macrofagos. La expresion de HLA-DR, CD25 y
CD71 (receptor de transferrina) en la mayoria de los TIL obtenidos en cancer de
mama sugiere que las células T han sido activadas in vivo. Sin embargo el
hecho de que no se detenga el crecimiento del tumor sugiere deficiencias en la
funcibn o el nimero de los TIL. Existen evidencias que apoyan esta
observacion, por ejemplo, TIL frescamente aislados muestran pobre
citotoxicidad contra células tumorales autélogas o alogénicas y pobre respuesta
proliferativa frente a mitégenos y estimulacion alogénica; aunque los niveles de
citotoxicidad de los TIL pueden ser aumentados por estimulacion con IL-2
recombinante. La expresion selectiva de citocinas por los TIL se ha reportado
en melanoma y tumores de ovario y cerebro. La produccién local de citocinas
por los TIL en el microambiente del tumor es crucial en el desamollo de una
respuesta inmune frente a las células tumorales y la presencia de las citocinas
supresoras puede impedir esta respuesta efectora. Por lo tanto el hecho de que
no se pueda estimular la produccién de determinada citocina puede inhibir la
funcion de los TIL dirigidos contra las células tumorales y esto puede conferir
ventaja al tumor para crecer y suprimir la actividad citotoxica de los linfocitos
infiltrantes (Venetsanakos ef al. 1997).

La infiltracién de linfocitos en los tumores de mama se ha correlacionado
positivamente con el estado de los ganglios linfaticos axilares y con el diametro
del tumor. Por otra parte en algunos estudios de supervivencia se ha obtenido
que la infiltracion predijo una supervivencia libre de recurrencia para los
tumores de mama de rapida proliferacion. (Hadden 1995)
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2.6.2 Ganglios linfaticos involucrados

El drenaje linfatico de la mama incluye los grupos ganglionares axilares,
mamario intemo y supraclaviculares, Estos a su vez son los sitios que mas
comunmente se involucran en el cancer de mama, siendo los ganglios linfaticos
axilares el principal sitio de metastasis regionales en el cancer de mama, por
ser la region principal de drenaje del carcinoma de mama (Chevinski et al.
1990).

Los ganglios axilares estan agrupados en 3 niveles, el nivel | son aquellos que
se encuentran en el borde infero-lateral del musculo pectoral menor, el nivel Il
se considera la region que aloja a los ganglios posteriores al pectoral menor por
debajo de la vena axilar y finalmente en el nivel lll se encuentran los ganglios
localizados en la parte media del pectoral menor y contra la pared toracica. El
involucramiento de los niveles mas altos en el cancer de mama implica un peor
pronéstico que el de los niveles proximales aunque este usualmente ocurre de
una manera secuencial. (Harris et al. 1993)

Es conocido que el estado de los ganglios linfaticos regionales es el factor
pronéstico mas importante en cancer de mama (Kuter 2001). La presencia de
ganglios linfaticos positivos incrementa el riesgo de metastasis a distancia. El
prondstico esta muy relacionado al tamafio del tumor y al estado de los ganglios
linfaticos axilares; por ejemplo, el pronéstico de pacientes con tumores
pequeiios y ganglios negativos es excepcionalmente bueno, no siendo asi en el
caso de tumores mayores de 2 cm. Los pacientes con ganglios negativos tienen
una mayor probabilidad de supervivencia que los pacientes con ganglios

involucrados (Harris ef al. 1993).

Black y colaboradores habian sido los primeros en observar una correlacion
entre la supervivencia de pacientes con cancer de mama y ciertas
caracteristicas de sus ganglios linfaticos axilares. Encontré que el 60% de sus
pacientes que presentaban una marcada reaccién de histiocitosis en sus

ganglios axilares tenian una supervivencia mayor que los que no la
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presentaban. También observé una preponderancia de linfocitos T reactivos en
los ganglios de los pacientes con cancer de mama. Ambos resultados implican
la presencia de mecanismos inmunes celulares relacionados al cancer de
mama, los cuales pudieran significar una respuesta inmune a los antigenos

tumor asociados (Black y Speer 1960).
2.6.3 Antigenicidad del tumor de mama

Como las células tumorales son derivadas de las células del huésped y se
parecen a las células normales en muchos aspectos, expresan pocos antigenos
que pueden ser reconocidos como extrafos y por esta razén muchos tumores
tienden a ser débilmente inmunogénicos. No obstante, existe una variedad de
antigenos que han sido identificados en los canceres humanos, los cuales
pueden ser reconocidos por los linfocitos T y B, tales antigenos se clasificaron
inicialmente de acuerdo a su patran de expresion (Boon y Old 1997).

Antigenos especificos de tumor: Antigenos que se expresan en las células
del tumor, pero no en las células normales, algunos de ellos son Unicos para un

tumor individual y otros son compartidos entre tumores del mismo tipo.

Antigenos asociados a tumor: Antigenos que se expresan también en las

células normales pero su expresion en los tumores es aberrada o desrregulada.

La clasificacién actual se refiere a la estructura molecular y a la fuente de los
antigenos (Abbas et al. 2000).

Productos mutados de oncogenes y genes supresores de tumor: Muchos
tumores expresan genes cuyos productos son requeridos para la
transformacién maligna o para el mantenimiento del fenotipo maligno; esos
genes son producidos por mutaciones puntuales, deleciones, translocaciones
cromosomales o inserciones de genes virales que involucran proto-oncogenes o
genes supresores de tumor; esos genes alterados no estan presentes en las
células normales y pueden estimular la respuesta de las células T en el
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huesped (Abbas ef al. 2000). Tal es el caso del gen supresor de tumor p53 que
se encuentra mutado en cancer de mama (Vogelstein ef al. 1996).

Proteinas celulares normales expresadas de manera aberrante; En este
grupo se relnen antigenos derivados de genes que solo se expresan en un
momento deteminado del desarrollo y se desrregulan a consecuencia de la
transformacién maligna de la célula. La transformacion puede resultar en una
expresion inapropiada de los genes normales en otro tejido 0 en un momento
inadecuado y por lo tanto las proteinas que se producen pueden funcionar
como antigenos tumorales y evocar respuestas inmunes. En este caso se
encuentran las proteinas MAGE, inicialmente aisladas de células humanas de
melanoma. Esas proteinas son silentes en la mayoria de los tejidos normales y
su expresion esta restringida a los testiculos y a la placenta, pero se expresan
enh una variedad de tumores humanos como es el caso del tumor de mama. En
pacientes con cancer de mama se encontrado anticuerpos circulantes y CTL
especificos para MAGE-1 (Strong 1999, Abbas et al. 2000).

Antigenos oncofetales: Son proteinas que se expresan en elevados niveles
durante el desarrollo fetal y en las células de cancer, pero no en los tejidos
adultos. Se cree que los genes que codifican para esas proteinas son
silenciados durante el desarrollo y desrreprimidos en la transformacion maligna.
En este caso se encuentra el antigeno carcinoembrionario (CEA o CD66) que
es una proteina integral de membrana que se encuentra altamente glicosilada y
es miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas; es una molécula de
adhesion intercelular que funciona promoviendo la unién entre las células del
tumor, su expresion se ha encontrado incrementada en el carcinoma de mama
(Hadden 1995, Strong 1999, Abbas st al. 2000).

Glicoproteinas y glicolipidos aiterados: Esas moléculas alteradas incluyen
gangliésidos, antigenos de grupo sanguineo y mucinas, a este ultimo grupo
pertenece la molécula MUC-1 expresada en el 90% de los carcinomas de
mama, es una proteina integral de membrana que solo se expresa normalmente

en la superficie apical del epitelio ductal de la mama, un sitio relativamente
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secuestrado del sistema inmune. En el carcinoma ductal de la mama la
molécula se expresa de una forma no polarizada y contiene nuevos
carbohidratos y epitopes peptidicos especificos del tumor, detectables por
anticuerpos monoclonales, esos epitopes peptidicos inducen respuestas de
celulas T y anticuerpos en los pacientes y son considerados como candidatos
vacunales (Hadden 1995, Strong 1999, Abbas et al. 2000).

Antigenos relacionados a virus: El virus del tumor mamario del ratén (MMTV)
causa alta incidencia de cancer de mama en ratones. El MMTV es un retrovirus
no relacionado con un oncogén, la mayoria de los tumores inducidos por este
tipo de retrovirus causan malignidades hematopoyéticas, aunque algunos de
ellos inducen carcinomas, tal es el caso del MMTV. Varias evidencias asocian al
MMTV con el carcinoma de mama humano, ya que se han encontrado
anticuerpos contra secuencias peptidicas del MMTV y respuesta inmune
mediada por células tanto in vivo como in vitro contra antigenos relacionados al
MMTV en pacientes con cancer de mama. Péptidos relacionados al MMTV
expresados en células de cancer de mama han sido usados como inmunégenos
en vacunas sintéticas (Wang et al. 1995, Hook et al. 2000).

2.7 Alteraciones de la respuesta inmune en cancer de mama

La significacion de los mecanismos inmunoldgicos en el cancer de mama fue
observada desde que Moore y Foote en 1949, observaron que el carcinoma
medular de mama estaba generalmente asociado con marcadores de infiltracion
linfoide, lo que les sugirid una respuesta inmunoldgica (Moore y Foote 1949).

La mayoria de los autores pilantea que los mecanismos de respuesta inmune
celular son los mas importantes en el control de la progresion del tumor de
mama (Breitmeyer 1991), siendo los linfocitos T los protagonistas de dicha
respuesta (Greenberg y Zieyler 1991). Diversos investigadores han reportado
alteraciones de las subpoblaciones T, con inversion de la relacion CD4:CD8
tanto en linfocitos periféricos, linfocitos que drenan de ganglios (DLN) y en
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linfocitos que infiltran el tumor (TIL) (Mantovani ef al. 1989, Dadmarz et al. 1995;
Whiteside y Parmiani 1994).

Estudios celulares han revelado diversas alteraciones funcionales en pacientes
con cancer de mama como: la depresion de la respuesta cutanea a antigenos
de memoria (Faxas ef al. 1987), el deterioro de la respuesta proliferativa frente
a mitdogenos (Rostein et al. 1985, Fernandez et al. 1986), un incremento en la
actividad supresora con presencia de factores séricos supresores (Rostein et
al. 1985), disminucion de los efectos liticos de los CTL (Schwartzentrubart ef al.
1992), una disminucion de la actividad NK (Beitsch ef al. 1994) y de las células
asesinas activadas por linfocinas (LAK) (Schwartzentrubart et al. 1992)
alteraciones celulares debidas a factores supresores como las prostaglandinas
y la IL-10 (Hadden 1995). Se ha descrito en éstas pacientes una disminucion de
la expresion en superficie de la molécula CD6 de linfocitos T de sangre
periférica y ganglios (Garcia et al. 1990; Arango et al. 1997), la cual se ha
demostrado que interviene en la coestimulacion de células T (Osorio et al.
1995).

2.8 Evasion de la respuesta inmune del cancer de mama

Muchas estrategias de inmunoterapia para el tratamiento del cancer se basan
en generar o aumentar una respuesta inmune especifica contra los antigenos
tumor asociados (TAA) que estdn presentes en las células tumorales,

especificamente la respuesta inmune celular generada por los linfocitos T.

Se han detectado en pacientes con cancer de mama anticuerpos circulantes y
linfocitos T citotoxicos especificos para los antigenos del tumor de mama: Her2
(Donegan 1992, Volpi et al. 2000}, MAGE-1 y MUC-1(Hadden 1995), ademas
las células T CD4* y CD8" se han identificado como componentes de los TIL en
los tumores de mama. No obstante, las evidencias que existen de que el
sistema inmune puede reconocer las células tumorales en virtud de sus TAA, se

ha detectado en los pacientes una respuesta inmune limitada. A pesar de las
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respuestas inmunes especificas las células del tumor evaden la deteccion y/o
destruccion (Strong 1999).

Recientes avances en la inmunologia tumoral han tratado de explicar la
interaccién del tumor con el sistema inmune y se han propuesto varios
mecanismos por los cuales las células del tumor evaden al sistema inmune.

Las células tumorales pueden presentar propiedades alteradas que les impide
el reconocimiento de las ceélulas T. Esas alteraciones pueden incluir
downregulacién de antigenos especificos o de moléculas de MHC, en las
células del tumor; defectos en la maquinaria de procesamiento de antigenos,
especificamente las moléculas TAP pueden conducir a una disminucion en los
péptidos inmunogénicos en la superficie del tumor. Un mecanismo alternativo
de los tumores puede ser la secrecion de moléculas inmunosupresoras como la
IL-10 y el TGF-f o directamente destruyendo las células TIL Fas-positivas a
través de la expresién del ligando de Fas, debido a que la interaccion de Fas
con su ligando induce la apoptosis en los TIL. Finalmente otra forma de que las
células T no respondan a los tumores pudiera ser que los TAA sean
presentados por las células APC de forma tal que induzcan en las células T
anergia o tolerancia en lugar que activacion (Strong 1999).

El microambiente es critico para Ja estimulacion de una respuesta inmune
antitumoral efectiva mediada por células T (Baruch 2003). La presentacion de
los antigenos a las células T por las células presentadoras debe incluir la
participacion de moléculas coestimulatorias tales como B7 en las células APC
con CD28 en las células T. La deteccion del antigeno en ausencia de esta sefial
puede resultar en tolerancia. La liberacién de citocinas como 1L-12, GM-CSF
(por las APC), IL-2, IFN-y (por las ceélulas T) estimula una fuerte respuesta
inmune celular, sin embargo la produccion local de IL-10 o TGF-B suprime la
respuesta de las células T. Finalmente para que los linfocitos T citotoxicos sean
capaces de reconocer sus blancos, las células del tumor tienen un complejo
MHC clase | para la presentacion de los antigenos tumorales (Strong 1999).
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2.9 Apoptosis

La muerte celular programada o apoptosis es un programa de suicidio celular
codificado genéticamente, es un proceso necesario para el desarrollo y la
homeostasis, juega un importante papel en muchos procesos biolégicos como:
embriogénesis, morfogénesis, hematopoyesis y atrofia endocrino-dependiente e
hiperplasia. En el sistema inmune la apoptosis esta involucrada en varias
funciones como son el desarrollc de células T y B maduras, regulacién de
respuestas inmunes, establecimiento de memoria inmunologica y citotoxicidad
mediada por células. La apoptosis se produce en respuesta a varios estimulos
tales como hommonas, citocinas, unién antigeno-receptor, interacciones

celulares y una variedad de agentes virales, guimicos y fisicos (Osorio 1998).

Las células apoptéticas se caracterizan por presentar arrugas, burbujas y
condensacion de las membranas nuclear y plasmatica. Las mitocondrias y los
ribosomas mantienen su estructura y al menos su funcién parcial, se produce
agregacion de la cromatina y desorganizacion del citoesqueleto, la célula se
encoge y se fragmenta en los llamados cuerpos apoptoticos los cuales son
rapidamente ingeridos por los macréofagos adyacentes y por otras células
fagociticas. El proceso de apoptosis se lleva a cabo sin induccién de respuesta
inflamatoria debido a que los cuerpos apoptoticos no inducen cantidad
significativa de citocinas (Israels e Israels 1999, Nomura et al. 1999).

2.9.1 Regulacion de la apoptosis:

Se puede decir que el proceso de apoptosis se divide en varias etapas; la inicial
es la etapa de sefalizacion dada por las diferentes vias inductoras de
apoptosis, esta conduce a una etapa central de ejecucién y control la cual
culmina en una fase de degradacién. Las primeras dos etapas estan sujetas a
eventos regulatorios, sin embargo durante la etapa de degradacion se produce
un incremento de la entropia que excluye los procesos regulatorios. Existen
varios genes involucrados en la regulacién de la apoptosis, como es el caso de
p53, la familia de genes de BclL-2, c-myc, ras, nurr 77, la familia de los
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receptores relacionados al TNF y sus ligandos, y la familia de las caspasas,
entre otros (Osorio 1998).

2.9.2 Papel de p53

La proteina p53 es un factor de transcripcién, que regula la transcripcion de
genes relacionados con diferentes procesos: inhibidores del ciclo celular,
reguladores de la apoptosis, reparadores del DNA e inhibidores de Ila
angiogénesis y metastasis. La proteina p53 detiene la multiplicacion de las
células estresadas y en muchos casos provoca la muerte de estas células en un
intento por contener el dafio y proteger al organismo, por lo tanto es importante
para inhibir la proliferacion de células anormales y el desarrollo de células
neoplasicas (Hall 1998).

Un amplio rango de situaciones de estrés celular puede resultar en activacion
del gen p53 y esto conduce a una respuesta adaptativa; este proceso esta
influenciado por el tipo de célula y otros factores especificos de tejido que
pueden regular positiva 0 hegativamente el proceso (figura 9) (Hall 1998).

STRES CELULAR ESPUESTA
Genotoxicidad ADAPTATIVA
Shock térmico )
Citoquinas Apoptosis
Factores de
crecimiento Arregtq del
Cambios ‘ p 53 ‘ crecimiento
metabdlicos Otros 777
Contacto célula- 708
célula + | =
Hipoxia
Hiperoxia

Modificadores especificos de célula y tejido

Figura 9: Respuesta de p53 frente al strees celular (Adaptado de Hall 1998).

La via de senalizacion de p53 en condiciones normales se encuentra en reposo,
su activacién ocurre en respuesta a situaciones de estrés o dafio celular. Se
han identificado tres vias de activaciébn que parecen ser dependientes de
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quinasas reguladoras; la primera es activada por un dafio en el DNA producto
de radiaciones ionizantes, la segunda es estimulada por sefiales de crecimiento
aberrantes resultantes de la expresion de oncogenes como es el caso de ras y
myc y la fercera via es inducida por drogas quimioterapelticas, luz uitravioleta e
inhibidores de quinasas. Las tres vias de activacion inhiben la degradacion
proteolitica dependiente de MDM2 de la proteina p53, estabilizandola en una
alta concentracién. La concentracion elevada y la modificacion coovalente que
sufre la proteina durante el proceso de activacion permiten que esta lleve a
cabo su principal funcién de unirse a secuencias particulares en el DNA y
activar la transcripcion de genes que directa o indirectamente conducen a la
muerte o a la inhibicién de la divisién celular. (Vogelstein et al. 2000, Gasco ef
al. 2002)

pS3 provoca el arresto del ciclo celular al final de G1 en un punto regulado por
el retinoblastoma (Rb), la fosforilacién de esta proteina permite a la célula pasar
a través de este punto de transicién en el ciclo celular, al pasar este la célula
irremediablemente continla a [a fase S. p53 ejerce el control del ciclo
directamente estimulando la expresion de p21, un inhibidor de las quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) que son las responsables del movimiento de
las células a través de G1. E! complejo ciclinaD/CDK4 promueve la fosforilacion
de Rb. Cuando Rb esta hipofosforilado se une a E2F, un factor de transcripcién
que se requiere para pasar a través del punto de restriccion de G1, la
fosforilacion de Rb libera E2F y lo transloca al nucleo e induce la transcripcion
de un numero de proteinas que promueven que la célula pase a la fase S. Un
dafio celular resulta en un incremento en la expresion de p53 seguido por la
induccién de p21 y por lo tanto la inhibicién de la fosforilacidon de Rb, por el
complejo ciclinaD/CDK4. Ei mantenimiento de Rb en su estado hipofosforilado
mantiene a la célula en G1 permitiendo la reparacién del dafo. Cuando el dafo
es no reparable, p53 lleva a cabo su papel de conducir a 1a célula a apoptosis
(Israels e Israels 1999) (figura 10).

42



(6661 SioriS| @ sjerus| ap opeidepy)
-a|qesedal ou oyep un 2onpoid as opuens sisojdode g B usoNpuUod enb seiA 0l einBi4

euSie]\ enpR)

SEUWZUR.IL)/SEULIO}Id ]
1 sed/seq

oue( [9p
uoneieday

ODIXOLONID ONVd

43



Existen varios mediadores potenciales de la apoptosis inducida por p53. La
transcripcion del gen Bax, en células humanas es directamente activada por la
union de p53 a sitios especificos en la regidbn reguladora del gen.
Recientemente se han descubierto algunos genes que son directamente
activados por p53, las proteinas codificadas por estos genes se localizan en las
mitocondrias. Otros mediadores incluyen proteinas similares a los receptores
clasicos de muerte celular como es el receptor de TNF y Fas. Finalmente p53
también puede causar la muerte de la célula directamente estimulando a la
mitocondria para producir un exceso de especies del oxigeno reactivo
altamente téxicas (Vogelstein et al. 2000).

2.9.3 Familia de proteinas B¢L-2

Bcl-2 pertenece a una gran familia de productos de genes reguladores de |a
apoptosis, que pueden ya sea inhibifa (BcL-2, BcL-xL, BcL-w, Bfl-1, Brag-1,
Mcl-1 y A1) o promoverla ( Bax, Bak, Bad, Bcl-xS, Bid, Bik, HrK and Bim). Los
miembros de la familia interactdan unos con otros para formar homodimeros o
heterodimeros y la susceptibilidad de la célula para caer en apoptosis esta
determinada por un fino balance entre esas moléculas (Osorio 1998). Reed et
al. (1996) propusieron un modelo que explica como esta familia de proteinas
interactua para regufar la supervivencia de la célula. De acuerdo a esta
hipdtesis el homodimero Bax es un complejo activo que promueva la apoptosis,
en cambio BcL-2, BcL-xL o Mcl-1 heterodimerizan con Bax para neutralizar su
funcién. BclL-xS y Bad promueven la apoptosis uniéndose a BcL-2 y a BeL-xL ¥
previniendo la dimerizaciéon de Bax. Existe una competencia in vivo entre Bax y
Bcl-2, sin embargo cada uno es capaz de regular la apoptosis
independientemente (Reed of al. 1996).

Las proteinas Bax residen en el citosol y por una sefial de apoptosis migran a la
membrana mitocondrial e inducen la pérdida de la permeabilidad selectiva a los
iones, al parecer por una perdida del potencial de membrana mitocondrial,
como resultado de los cambios en la membrana se libera al citosol el contenido
del espacio intermembrana incluyendo el citocromo ¢ y el factor inductor de
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apoptosis (AlF), este ultimo se mueve directamente al nucleo donde produce la
condensacién de cromatina y la fragmentacion nuclear, mientras el citocromo ¢
desencadena el evento terminal de la apoptosis, uniendose al factor Apaf-1 y
activandolo, este a su vez activa la caspasa9 y esta a las casapasas
downstream incluyendo [a caspasa-3, responsable de los cambios citosolicos

caracteristicos de la apoptosis (Israels e Israels 1999).

Las proteinas Bcl-2 se encuentran en la membrana mitocondrial externa
orientadas hacia el citosol, gobierman el transporte de iones y protegen contra
aberturas en la membrana. Se han sugerido dos mecanismos para la actividad
antiapoptética de Bcel-2: secuestra al activador de caspasa, Apaf-1 e impide la
liberacion de citocromo ¢ y de AIF. También se ha sugerido que BclL-2 pudiera
ejercer su actividad antiapoptotica inhibiendo la translocacion de Bax a la
membrana mitocondrial (Osorio 1998).

2.9.4 Regulacidn de la apoptosis en cancer de mama

La homeostasis en el tejido normal es regulada por un balance entre la
actividad proliferativa y la pérdida de células por apoptosis. El proceso de
apoptosis es necesario en el desarrollo normal de la glandula mamaria (Kumar
et al. 2000). Un defecto en la regulacién de la apoptosis y la proliferacién en la
glandula mamaria puede ejercer un importante efecto en el desarrollo del
cancer de mama. Un bajo nivel de apoptosis puede conducir a un cambio en la
cinética del tejido hacia la expansion del nimero de células y a la preservacién
de células genéticamente aberrantes favoreciendo la progresion neoplasica.
Existen evidencias que indican una disminucién de la apoptosis espontanea en
células de carcinoma de mama comparado al epitelio normal de la mama (Jiong
et al. 2000).

Los niveles de expresion de varios reguladores del crecimiento y de proteinas
pro-apoptéticas y anti-apoptéticas estan usualmente perturbados en cancer de
mama y su alteraciéon se ha asociado con el pronéstico y con la respuesta a la
terapia anticaAncer convencional.
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Muchos factores de crecimiento y sus receptores influyen en el c¢recimiento y
proliferacion de las células de cancer de mama, por ejemplo, la sobrexpresion
de Her-2 sobreregula los genes anti-apoptoticos bcl-2 y bel-xL y ademas inhibe
in vitro la apoptosis inducida por tamoxifen (Gomez-Navarro et al 1999).

Ademas de los factores involucrados en el control de la proliferacion se han
identificado en el cancer de mama, anormalidades en los genes: pS3, bcl-2,
bax, c-myc, p21 y otros. Como consecuencia las células tumorales expresan
varias proteinas que provocan resistencia a la apoptosis y promueven la
transformacion neoplasica (Gémez- Navarro et al. 1999).

Muchos agentes citotéxicos y quimioterapeuticos usados en e} tratamiento de
enfermedades malignas funcionan activando el proceso de apoptosis, algunos
activan directamente las caspasas, otros por daiio en el DNA y uprregulacién de
p53. Los inhibidores de la apoptosis que sobrerregula a Bcl-2 o inhiben las
caspasas pueden jugar un papel en el crecimiento del tumor y la resistencia a

drogas (Israels e Israels 1999).
2.9.4.1 Papel de p53 en la regulacion de la apoptosis en cancer de mama

p53 es uno de los genes mas comunmente mutados en los canceres humanos,
la proteina mutada resultante puede tener defecto en su secuencia de unién a
DNA y por tanto no llevar a cabo la regulaciéon de los genes que son
normalmente transactivados por la proteina nativa (Lukas et al. 2002). Las
mutaciones en p53 son comunes en cancer de mama, una consecuencia de la
pérdida de la funcion normal de pS3 puede ser la no-induccion de apoptosis en
las células con dafio en el DNA y esto puede empeorar la respuesta apoptotica
a la quimioterapia y a la terapia hormonal, ademas de que puede contribuir a la
inestabilidad gendmica y esto incrementa la probabilidad de aparicion de
mutaciones adicionales que son ventajosas para [a supervivencia de las células
tumorales (Goémez- Navarro of al. 1999).

La pérdida de heteracigocidad en el gen p53 es un evento comtiin en los
carcinomas primarios de mama y pudiera estar acompaiiado por mutaciones en
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el alelo residual, aunque en el 60% de los casos retienen el alelo nativo (Gasco
et al. 2002).

Se han encontrado diferentes tipos de mutaciones de p53 en tumores de mama,
estas pueden aparecer en los sitios donde interacttia la proteina con el DNA, en
sitios que preservan la integridad estructural de la proteina y en sitios fuera del
dominio core. Los resultados en el estudio de las mutaciones de p53 sugieren
que estas ocurren antes de la invasién en la progresién de la enfermedad en
carcinoma ductal, aunque se han observado en el carcinoma ductal in situ de
alto grado (Lukas et al. 2000). Numerosos estudios han identificado mutaciones
de p53 en canceres con mutaciones en linea germinal de los genes BRCA1 y
BRCAZ2. En el carcinoma medular se ha encontrado mutaciones en el 100% de
los casos, este tipo de tumor presenta caracteristicas clinico-patoldgicas
similares a los casos que se asocian con mutaciones de BRCA1 (Gasco et al.
2002).

No obstante la frecuencia de mutaciones de p53 en cancer de mama, estas son
significativamente mas baja que en otros tipos de cancer. Existe una proporcién
de casos en los gue ocurren diferentes mecanismos de inactivacion de p53
independiente de la presencia de mutaciones y estas alteraciones se han
identificado en proteinas regulatorias upstream y en proteinas donwstream
inducidas por p53 que comprometen la funcion normal de la proteina (Gasco et
al. 2002).

2.9.4.2 Papel de la familia de Bcl-2 en la regulacion de la apoptosis en
cancer de mama

La sobrexpresién de Bcl-2 ocurre con la translocacion dei gen bcl-2 del
cromosoma 18 al locus de las inmunoglobulinas en el cromosoma 14 (Osorio
1998). Los genes de la familia Bcl-2 se desregulan en el cancer de mama. La
proteina Bcl-2 se ha detectado en el 80% de los canceres de mama femeninos.
La apoptosis esta inversamente asociada a la expresion de b¢l-2 en las lesiones

malignas y pre-malignas de la mama (Kumar et al. 2000).
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Se han propuesto diferentes mecanismos por el cual Bcl-2 ejerce su efecto
positivo apoyando el crecimiento y su funcién antiapoptética. La supresién de la
expresion de p21 se propuso como uno de los mecanismos por el cual la
proteina previene la apoptosis, se observé una asociacion altamente
significativa entre la expresion de p21 y la sobreexpresion de Bcl-2 en tumores
de mama (Kumar et al. 2000).

Bcl-2 juega un papel en la divisién celular; la alta velocidad de proliferacion y el
alto grado de tumor se han asociado fuertemente con la ausencia de expresion
de Bcl-2. La pérdida de expresidén de Bcl-2 también se ha cormrelacionado en
cancer de mama con un incremento de {a muerte celular por necrosis y por
apoptosis, con una alfa velocidad de proliferacién y un alto grado de tumor.
Otros investigadores han mostrado que la sobreexpresiéon de Bcl-2 prolonga la
progresién del ciclo celular incrementando el tiempo de doblaje en células
humanas de cancer de mama (Gomez-Navarro ef al 1999).

La expresidn de esta familia de proteinas en cancer de mama es también
influenciada por el estradiol y la progestina. El estradiol incrementa los niveles
de Bcl-2 en el tratamiento de células MCF-7 y los antiestrégenos revierten este
efecto (Kandouz ef al. 1996). Antiestrogenos como el tamoxifen inducen la
apoptosis en células de cancer de mama downregulando Bcl-2, sin embargo no
afectan la expresion de Bax, Bcl-xl o p53 tanto del RNAm como de la proteina
(Zhang et al. 1999).

La proteina Bag-1 es ofro miembro de la familia que se une a Bcl-2 e
incrementa su actividad antiapoptotica, el RNAm y la concentracion de esta
proteina se han encontrado sobreexpresados en lineas celulares humanas de
cancer de mama (Kumar et al. 2000).

Varios estudios han mostrado una correlacion entre la pérdida de expresion de
Bax y el incremento en la progresién del tumor y disminucion de la
supervivencia en pacientes con cancer de mama. Se ha reportado la

degradacién incrementada de la proteina Bax via ubiquitina proteosomal como
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uno de los mecanismos por el cual las células de cancer regulan la expresion
de Bax (Gomez-Navarro et al 1999).

2.10 Marcadores tumorales en cancer de mama

Los parametros clinicos tales como el tamafo del tumor y el estado de los
ganglios linfaticos, han sido usados para caracterizar el fenotipo de los tumores
de mama con relacién al prondstico. Sin embargo ha sido importante establecer
factores pronésticos adicionales que permitan separar a los pacientes en
grupos de acuerdo aj riesgo de recurrencia, al tipo de terapia, entre otros
parametros. Por lo tanto la utilizacién de los marcadores tumorales ha sido de
gran utilidad para caracterizar los tumores de mama.

Los marcadores tumorales se expresan o sobre-expresan debido al
metabolismo alterado de las células tumorales, sus principales aplicaciones
consisten en la deteccidon, diagnéstico, monitoreo, clasificacién, estadificacion,
localizaciéon, pronéstico y seguimiento y pueden estar relacionados con
elementos del sistema inmune.

En cancer de mama se expresan una serie de marcadores que han reportado
un importante valor prondstico, el mas ampliamente estudiado ha sido el
Receptor de Estrogeno (RE) cuya positividad se relaciona con un mejor
pronéstico y respuesta a la terapia estrogénica. Los canceres de mama
humanos pueden también expresar receptores de Andrégenos, Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGF), Factor de crecimiento similar a la Insulina y
Somatostatina (Volpi ef al. 2000). Estos factores de crecimiento no son
antigénicos pero por estar localizados en la superficie de las células tumorales,
algunos han sido utilizados como blancos terapéuticos. (Donegan 1992,
Hadden 1995)

Los estrogenos afectan la funcién, crecimiento y diferenciacion de la glandula
mamaria, median su funcién uniéndose a sus receptores: RE-a y RE-f. El RE-a
fue el primero identificado y por lo tanto el mas estudiado, mas recientemente

se ha demostrado también la presencia de RE-B en cancer de mama pero su
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funcién permanece sin dilucidar. RE-o. funciona con un factor de transcripcion
activado por ligando, interactiua uniéndose a elementos de respuesta a
estrégenos en la region del promotor de genes especificos. Las sefiales
extracelulares también pueden estimular la transcripcion mediada por RE-a en
ausencia de estrégenos (Gross y Douglas 2002).

Los canceres de mama se clasifican en RE-« positivo o negativo, los pacientes
positivos a RE tienen una mayor supervivencia, la expresion de RE-a es muy
utilizada como un factor predictivo de respuesta a la terapia endocrina. Un por
ciento elevado de los pacientes con tumores positivos a RE-a (tumores
muestran crecimiento dependiente de estrégenos) responden a la terapia con
antiestrogenos, como el tamoxifen, el cual tiene una estructura semejante al
estrégeno y por lo tanto interrumpe la funcién del receptor, porque la unién de
este al RE-a, reprime la activaciéon transcripcional de genes blancos del
receptor relacionados con el crecimiento de las células tumorales (Nilsson y
Gustafsson 2000, van Dijk et al. 2000).

Otro receptor de factor de crecimiento presente en las células tumorales de
pacientes con cancer de mama es el HER-2, este receptor muestra homologia
con el receptor del EGF. Es una glicoproteina transmebranal de 185 KD que
tiene actividad tirosina kinasa y forma parte de una familia de receptores de
factores de crecimiento denominados Her-1, Her-2, Her-3 y Her4, todos
muestran un aito grado de homologia entre ellos. Hasta la fecha no se ha
identificado el ligando de este receptor (van der Geer 1994).

Her-2 esta codificada por el oncogén HER-2/c-erbB-2, ia amplificacién del gen
conduce a un incremento en los niveles de RNAm de Her-2 y por tanto a una
sintesis incrementada de la proteina y consecuentemente a una sobreexpresion
de esta en la superficie celular. La sobreexpresion de her-2 en la superficie
celular probablemente conduce a una activacion constitutiva, al verse
favorecida la formacién del receptor (homodimeros de Her-2) sin la necesidad
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de la unién del ligando, dando como resultado un crecimiento celular no
regulado y favoreciendo la transformacién oncogénica.

El receptor se encuentra activado en un 20-30% de los canceres de mama. La
sobreexpresidn de Her-2 en cancer de mama se ha asociado con un prondstico
desfavorable, con mayor agresividad del tumor y un acortamiento en el intervalo
libre de enfermedad y en la supervivencia. Her-2 se ha encontrado
sobreexpresado en el 30% de los pacientes con cancer de mama que
presentan metastasis. La sobreexpresion de Her-2 también se ha asociado con
un fenotipo negativo a RE. Varios estudios indican que los carcinomas de
mama con expresién incrementada de Her-2 tienen una conducta clinica
diferente. Los pacientes positivos a Her-2 muestran resistencia a la terapia
hormonal. Varios estudios han reportado que los tumores sobreexpresando
Her-2 fueron resistentes al tamoxifen independientemente de la expresion del
RE y de ofras variables de mejor pronostico. Esta proteina receptor también se
ha utilizado, con éxito, como blanco para la terapia anticancer en pacientes con
cancer de mama (Livingston y Esteva 2001).

Existen también otros oncogenes coimo el c-myc y Int-2 que se expresan en

cancer de mama y se asocian con el grado de malignidad. (Disis et al. 1994).

Un importante marcador lo constituye también la p53, codificada por el gen
supresor de tumor p53. La sobreexpresion de esta proteina resulta de la
mutacion génica y estabilizacion de la proteina, este aumento en la estabilidad
de ia p53 mutada propicia su efectiva localizacion por técnicas
inmunohistoquimicas utilizando AcMs contra dicha proteina; su sobreexpresion
se asocia con rapida proliferacion celular y un mal pronéstico. La p53 es un
antigeno nuclear pero puede formar un complejo con la Heat Shock Protein
(HSP) 70 (proteina de choque térmico de 70kD) y expresarse en la superficie de
la célula (Peyrat et al. 1995).

Las mutaciones en el gen p53 han sido observadas en el 37% de los
carcinomas de mama especialmente en los tumores mas avanzados y/o mas
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agresivos. Estos autores reportaron una correlacién no significativa entre la
expresion de p53 y el tamario del tumor, los ganglios linfaticos involucrados y el
tipo histolégico. Otros investigadores han encontrado una asociacién
estadisticamente significativa entre las alteraciones de p53 y el tamafo del
tumor, el grado histolégico y nuclear, la velocidad mitdtica, el indice de
proliferacién, metastasis en ganglios linfaticos y a distancia y la pérdida de RE.
Concluyendo que las anormalidades de p53 pueden ser usadas como un
indicador pronéstico de acortamiento de la supervivencia y la recurrencia.
También se han postulado que las mutaciones de p53 localizadas en la zona
que directamente contacta con el DNA predicen un mal pronéstico. En otro
estudio se observé que los tumores con alteraciones en p53 tuvieron una
conducta altamente agresiva y estas alteraciones fueron un marcador
pronéstico de recaida temprana y muerte. No obstante hay autores que no han
podido confirmar el papel pronéstico de la expresion de p53 en el cancer de
mama (Coppola et al. 1999).

Como es conocido, la expresion del gen de Bcl-2 estd asociado con la
prevenciéon de la muerte de la célula por apoptosis, prolongando la vida de
células transformadas. El papel del bel-2 en el desarrollo y progresion del
cancer mamario esta adan sin aclarar y parece estar muy relacionado con la
expresion de otros marcadores. (Binder et al. 1995). Leek encontrd una
correlacién directa entre la expresion de Bcl-2 y la presencia de RE en
carcinoma de mama. Otros autores han reportado fuerte expresion de Bcl-2 en
tumores pequerios, de lento crecimiento, positivos a receptor de estrégenos y
negativos a p53. También ha sido demostrado en lineas celulares humanas de
carcinoma de mama que p53 down regula la expresién de Bel-2 (Coppola et al.
1999).

La proteina Bcl-2 no se ha correlacionade con el tipo de tumor de mama. Jiong
(2000) observé que la alta inmunoreactividad de Bcl-2 correlacioné
positivamente y de forma significativa con un alto grado del tumor, 1a presencia
de metastasis en los ganglios linfaticos axilares, reducido intervalo libre de
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enfermedad y una reducida supervivencia, en contraste con estos resultados
observé una correlacién inversa entre la expresion de Bax y el grado del tumor
y los ganglios linfaticos involucrados, ademas de una correlacion entre la baja o
ausente inmunorreactividad a Bax con un mal prondstico (Jiong et al. 2000).
Lipponen (1995) también habia observado una correlacién significativa entre la
expresion de Bcl-2 y los ganglios linfaticos axilares (Lipponen ef al. 1995).
Algunos autores han reportado una correlacidén positiva entre la expresiéon de
Bcl-2 y Bax y se sugiere que el analisis simultaneo de ambos marcadores es
mas informativo que el de cada uno por separado (Yang ef al. 2000). En
cambio, otros estudios han observado una correlacion positiva entre la
expresién de Bcl-2 y muchas caracteristicas pronosticas favorables en cancer
de mama. Por otra parte, Hellemans (1995) observé un mayor intervalo libre de
enfermedad y una mayor supervivencia en pacientes con tumores positivos a
Bcl-2. Otros estudios han reportado que los tumores positivos a Bcl-2 tienen
una mejor respuesta a la terapia hormonal (Hellemans et al. 1995).
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3. HIPOTESIS

Existen alteraciones en el patrén de citocinas y en las protefinas de activacién

de linfocitos T tumoral que se asocian con aiteraciones en algunos marcadores
tumorales en cancer de mama.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL:

Estudiar la expresién de genes de citocinas, moléculas relacionadas con la

activacion de células T y marcadores tumorales en pacientes con cancer de
mama.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. ldentificacion fenotipica de marcadores linfocitarios expresados en la

superficie de los linfocitos periféricos de pacientes con cancer de mama.

2. Determinar el patrén de citocinas en el microambiente del tumor y en

ganglios linfaticos regionales no metastaticos en pacientes con cancer de
mama.

3. Determinar la expresion de proteinas relacionadas con la activacion de
linfocitos T en el microambiente del tumor y en ganglios linfaticos regionales
no metastaticos en pacientes con cancer de mama.

4. Determinar la expresiéon de marcadores tumorales en pacientes con cancer
de mama.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Pacientes y obtencién de muestras

Se estudiaron 30 pacientes del sexo femenino procedentes del servicio de
mastologia del Instituto Nacional de Oncologia y Radiobiologia (INOR) de Cuba,
con diagndstico anatomopatolégico confirmado de cancer mamario, sin
tratamiento oncolégico especifico previo al menos en 5 afos y sin otra
enfermedad séptica, cronica o endocrino-metabdlica. Estas pacientes
pertenecian a las etapas clinicas | y Il y se encontraban en edades
comprendidas entre los 27 y los 85 afios en el momento de la cirugia.

Durante la cirugia se abtuvieron las muestras tumorales de aproximadamente 1-
3 com de didametro, recolectadas asépticamente. De igual manera se
recolectaron los ganglios linfaticos axilares no metastaticos de las pacientes.

Las muestras se conservaron a =80 °C hasta su uso.

En el estudio se incluyd una cohorte conformada por un total de 30 sujetos que
cumplieron los criterios anteriores y a los que le fue posible la obtencion de
ambas muestras biolégicas. Los sujetos fueron incluidos en un periodo de &
afios; entre 1996 y 2001. Se recogieron los datos clinicos de las pacientes
incluidas como: edad, etapa clinica, c¢lasificacién TNM post-quirdrgica, resultado
anatomopatolégico, tratamiento y fechas de operacién, inscripcion, cirugia,

recaida y dltima noticia.

Los tejidos normales se obtuvieron de 5 pacientes que se practicaron reduccion
estética de las mamas en el Hospital Clinico Quirurgico Hermanos Ameijeiras,
de La Habana, Cuba. Estas muestras fueron recogidas bajo condiciones

asépticas y conservadas a —80 °C hasta su uso.
5.2 Citometria de Flujo

Los estudios de inmunofluorescencia se llevaron a cabo utilizando un analizador
de células FACScan equipado con un laser de Argon (Becton Dickinson). Los
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marcadores linfocitarios CD3, CD4 y CD8 se determinaron en la sangre
periferica de las pacientes, mediante la técnica de inmunofluorescencia directa.
Se utilizaron anticuerpos monoclonales primarios (anti-CD3, anti-CD4 y anti-
CD8) conjugados con isotiocianato de fluoresceina (Becton Dikinson). Se
trabajé con 100 uL de sangre completa con anticoagulante (EDTA) por cada
muestra obtenida antes de la cirugia. Se determinaron los tres marcadores por
separado, a las muestras se les agregd Sul de los anticuerpos primarios
marcados, se incubaron 1 hora en la oscuridad y posteriormente se adicionaron
2 ml de solucion de lisis, después de 10 minutos de incubacién se centrifugaron
a 1 200 rpm durante 8 minutos {(min), las células se lavaron 2 veces en PBS y el
paquete final de células se resuspendié en solucion de formaldehido al 1% y se
analizé en el FACScan.

5.3 Extraccion de RNA

La extraccion del RNA total de las muestras se llevo a cabo a partir de 100 mg
de tejido segun utilizando el método del Trizol (Chomeczynski 1993). Los
fragmentos de tejido congelados se cortaron hasta obtener piezas de 1-2 mm
de diametro para su procesamiento, se homogeneizaron con un politrén en 1 ml
de Trizol, se incubaron 5 min. a temperatura ambiente e inmediatamente se les
agregaron 200 plL de cloroformo, se agitaron en vortex por 15 segundos y se
incubaron de 2-3 minutos a temperatura ambiente (TA). Posteriormente se
centrifugd a 12 000 x g por 5 min. a 4 °C, se transfirié la fase acuosa a un tubo
nuevo y se le anadi6 S00 uL de isopropanol para precipitar el RNA, las
muestras se incubaron de 15 a 30°C por 10 min., se centrifugaron a 12 000 x g
por 10 min. a 4°C. La fase organica se guardd a —20°C para la extraccion de
proteinas. El RNA precipitado se lavé con etanol al 75% en agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC), centrifugando a 7 500 x g durante § min. a 4°C y el
RNA se disolvid con 25 plL de agua tratada con DEPC calentando en bafio de
maria a 70°C durante 10 min. Finalmente se cuantificd el RNA total de cada
muestra por espectrofotometria y se visualizé en geles de urea-poliacrilamida
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para evaluar su integridad. Los RNAs totales fueron guardados a —80 °C hasta

Su uso.
5.4 RT-PCR

Los niveles de citocinas fueron analizados mediante la técnica de Reverso
Transcripcién - Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Favre et al. 1997), para
lo cual se generé el DNA complementario (cDNA) utilizando 5 ug de RNA y una
mezcla de reacciéon de 6 uL de solucion amortiguadora RT 5x (Transcriptasa
Reversa), 1 pL de DTT (Ditiotreitol) 0.1M, 1 uL de inhibidor de RNAsas
{(RNAsin), 1 pL de dNTP (Desoxinucledtidos) 10 mM, 1 pL de oligo d(T)+s
165uM, 3uL de MMLV-RT (Transcriptasa Reversa) (200 U/ul) y agua tratada
con DEPC al 0.5% hasta obtener un volumen final de 20ulL. La mezcla se
incubd a 37°C por 2 horas y luego por 10 min. a 65°C y se guardd a —80°C
hasta su uso. La amplificacion por PCR del ¢cDNA resultante se realizé en un
Peltier Thermo Cycler PTC200, en un volumen final de reaccién de 50 pL
conteniendo: 5ul de buffer PCR 10X, 3pL de MgCL; 25mM, 1 pl. de dNTP
(10mM), 1 pL (20uM) de los primers 3" y 5° especificos para cada citocina o
para el G3PDH que se usd como control, 0.5 uL (5U/ul) de Taq polimerasa
(Gibco, BRL.), 1 pl. de cDNA de cada muestra y agua PCR hasta completar un
volumen de 50 pL. Las condiciones de la reaccién de PCR fueron: 5 min a una
temperatura inicial de 94°C, 45 seqg. a 94°C para desnaturalizacién, 45 seg. a
65°C para la alineacion de IL-2; 60°C de IFN-y y G3PDH y 55°C de IL-10; 2 min
a 72°C para la extension y 35 ciclos para amplificacion y la extension final se

llevé a cabo durante 7 min a una temperatura de 72°C.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al

1% vy teflidos con bromuro de etidio antes de su visualizacién en iluminacién
ultravioleta.
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Las secuencias de los oligonucleétidos que se usaron fueron:
IL-2: 5'-CATTGCACTAAGTCTTGCACTTGTCA (sentido).
5-CGTTGATATTGCTGATTAAGTCCCTG (antisentido).
IFN-y: 5'-GCATAGTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTACTGC (sentido).
5 -CTCCTTTTTCGCTTCCCTGTTTT (antisentido).
IL-10; 5-ATGCCCCAAGCTGAGAACCAAGACCCA (sentido).
5 -TCTCAAGGGGCTGGGTCAGCTATCCCA (antisentido).
G3PDH: 8- ACCACAGTCCATGCATCAC (sentido).
5 -TCCACCACCCTGTTGCTGTCA (antisentido).

Los productos de PCR resulantes fueron de 305 pb para IL-2, 427 pb para IFNy,
426 pb para IL-10 y 452 pb para G3PDH.

5.5 Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas se llevé a cabo por el método de Trizol, utilizando la
fase organica resultante del procesamiento de extraccion de RNA. Después de
la obtencidn de la fase acuosa donde se encontraba el RNA, las proteinas de la
interfase fueron solubilizadas por inversion después de agregar etanol absoluto
(etanol:Trizol, 0.3 vol:1 vol), posteriormente se centrifugdé a 2000 x g por 5 min.
a 4 °C con el objetivo de precipitar el DNA y las proteinas que se encontraban
en el sobrenadante se precipitaron con tres volimenes de acetona y se
incubaron toda la noche a —20°C. Después de la centrifugacién a 5 000 x g por
2 min., se elimind el sobrenadante y el paquete de proteinas se solubilizé con
SDS al 1% y se dializé por 72 horas contra SDS al 0.1%; el material residual se
elimind por centrifugacion a 5 000 x g por 2 min. Las muestras se guardaron a
—20 °C hasta su uso.
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5.6 Método Bradford

La concentracion de las proteinas obtenidas por Trizol se determind por el
método de Bradford. A 800 ulL de las muestras diluidas en H;O destilada se les
adicionaron 200 pL dei reactivo de Bradford, se agitaron en vortex y se
incubaron de 5 min. a 1 hora en la oscuridad, las muestras se leyeron en un
espectrofotémetro a 595 nm. Se utilizé una curva patrén de BSA en un rango de

4 pug/ml hasta 64 pg/mil.
5.7 Western Blot

Las proteinas de activacién linfocitaria fueron detectadas por la técnica de
Western Blot, para lo cual se utilizaron las proteinas extraidas por el método de
Trizol provenientes de las muestras de tumor y de ganglios linfaticos regionales
de las pacientes con cancer de mama. 20ug de cada muestra se corrieron en
una electroforesis SDS-PAGE al 12%. Posteriormente se realizd Ila
transferencia de las proteinas separadas en el gel a una membrana de
nitrocelulosa en una camara de electrotransferencia semiseca (Owl Panther
Semidray Electroblotter) acoplada a una fuente de poder EC570-90 (E-C
Apparatus-Corporation) durante 1 hora y 30 min. a 120 MA constante (2 MA por
cm? de gel); la membrana se bloqueé con leche descremada al 5% disuelta en
buffer de lavado (TBS/Tween20 al 0.05%), durante 1 h a TA en agitacion, luego
se incubd con el primer anticuerpo monoclonal especifico, diluido en
TBS/Tween20 0.05% y leche descremada al 2.5%, a 4°C durante toda la noche
en agitacidn. Los anticuerpos primarios usados y su dilucion de trabajo fueron:
anti-CD3- (UCH-T1) 1:50, anti-CD3-, (6810.2) 1:1000 o anti-actina (C-2)
1:100, este ultimo usado como control (Santa Cruz Biotechnology). La
membrana se lavé con buffer de lavado 4 veces por 15 min. en agitacién, se
incubé con el segundo anticuerpo:. anti-lgG de ratén (H+L) conjugado con
peroxidasa (Promega), diluido 1:2500 en TBS/Tween20 0.05% y leche
descremada al 2.5% durante 2 horas a TA en agitacién. Transcurrido este

tiempo se procedi6 a lavar la membrana en las mismas condiciones anteriores y
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se reveld por el método de quimioluminiscencia para peroxidasa de acuerdo a
las especificaciones del fabricante (SuperSignal West Pico Chemiluminiscent,

Pierce).
5.8 Inmunohistoquimica

Determinamos la expresidon de la intereucina IL-10 y de los marcadores
tumorales: Receptor de estrogenos, Her2, p53, Bcl, y Bax, por el método de
inmunohistoquimica (IHQ). Se utilizaron fragmentos de tejidos tumorales
incluidos en formalina y embebidos en parafina, procesados por el
departamento de anatomia patologica del INOR. Se realizaron para cada
muestra 2 cortes de 4 micras cada uno, se montaron sobre laminas silanizadas
y se incubaron a 68°C durante 12 horas. Los cortes de tejidos se
desparafinaron en xilol y se hidrataron en etanol a concentraciones
decrecientes, se aclararon durante 5 min. en H;O destilada y se lavaron en
solucion salina tamponada con fosfatos (SSTF). El desenmascaramiento
antigénico se llevd a cabo hirviendo las laminas en buffer citrato 0.01 M pH 6.0
en homo microondas durante el tiempo indicado para cada caso, los cortes se
dejaron enfriar durante 20 min., se lavaron con H;O destilada y posteriormente
conh solucién SSTF. La peroxidasa enddgena se inhibid con una solucién de
H:0: al 3% (DAKQ) durante 10 min., los cortes se lavaron con SSTF y se llevd
a cabo también una etapa de bloqueo de proteinas inespecificas (DAKOQO)
durante 10 mim.; posteriormente se aplicaron los anticuerpos monoclonales
primarios especificos y el control negativo, en este ultimo caso el anticuerpo
primario fue omitido y se sustituyé por solucién SSTF, se incubaron durante 30
min., se lavaron los tejidos con SSTF y se aplicd el segundo anticuerpo
biotinilado por 10 min., los cortes se lavaron con SSTF y se aplicé el complejo
estreptavidina-peroxidasa por 10 min. y finalmente las secciones de tejidos se
incubaron con una mezcla fresca de una solucién de 3,3° diaminobencidina
tetrahidroclorhidrica (DAB) (DAKO) en 1 ml de buffer sustrato durante 5 a 10
min, contrastandose con hematoxilina de Mayer, seguido de deshidratacién en
etanol a concentraciones crecientes, clarificandose en xilol y finalmente se
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montd en medio permanente Eukitt (Kinder GmbH & CO). La técnica se lievd a
cabo a temperatura ambiente (TA). En cada experimento se usaron controles
positivos del marcador especifico. Existen algunas variaciones en el
procesamiento para cada marcador. La evaluacién fue llevada a cabo por un
meédico anatomopatdlogo y se realizé de forma semicuantitativa utilizando un
microscopio de luz blanca (Leica) y el marcaje se clasificé segun el marcador.

5.8.1 Receptor de Estrégenos

El desenmascaramiento antigénico se llevé a cabo por 10 min. Se emplea un
bloqueador de peroxidasa endégena. Se utilizd un anticuerpo monoclonal anti-
RE prediluido de Anacrom Diagnésticos, S.L., un sistema de deteccion
ultrasensible para Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa (MLINK) y un sistema para
revelado que emplea 3,3 diaminobencidina tetrahidrocloridrica (Anacrom
Diagnosticos, S.L).

5.8.2 Her2/Neu

La deteccidn de este marcador se llevé a cabo utilizando el juego diagnéstico
DAKO Hercep Test™, el cual no emplea un sistema avidina-biotina, sino una
tecnologia de aita sensibilidad, rapidez y de bajo fondo; que se basa en la
utilizacién de un gran nimero de moléculas de enzima (peroxidasa) que se
unen a un segundo anticuerpo a través de un esqueleto de un polimero
(Dextrana). No obstante la metodologia es similar a la que se describe con
algunas variaciones de acuerdo al procedimiento recomendado por el
fabricante. El tiempo de desenmascaramiento fue de 40 min. Se emplea un
bloqueador de peroxidasa endogena. Se utilizd un anticuerpo anti-Her2
prediluido y el control negativo del sistema, ambos durante 30 min., después del
lavado se empled el reactivo de visualizacion por igual tiempo y finalmente las
secciones de tejido se incubaron con DAB durante 10 min. En cada
experimento se utilizé una lamina control del sistema que contiene tres clones
celulares con diferente expresion de la oncoproteina Her2 y en ocasiones se
utilizaron controles aitermativos,
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5.8.3 p53, BclL; Bax e IL-10

Para la deteminacion de estos marcadores se utilizé el sistema LSAB2
(peroxidasa) de la DAKO, siguiendo la metodologia general descrita. Este
método es basado en la aplicacion consecutiva del anticuerpo primario, el
segundo anticuerpo biotinilado, la enzima conjugada con estreptavidina y
finalmente la solucién sustrato-cromégeno. La diferencia en el procesamiento
de cada marcador radicd en los tiempos de desenmascaramiento: para la IL-10
fue de 10 min.; para p53, 20 min. y para Bcl; y Bax, fue de 15 min. Los
anticuerpos primarios usados y su diluciéon de trabajo fueron: anti-p53 (Pab
1801) y Bel; (100) 1:200; IL-10 (E-10) 1:20 y Bax (B-9) 1:50; todos
provenientes de Santa Cruz Biotechnology.

5.9 Analisis Estadistico

Se conformd un modelo en el que se recogieron de manera detallada todos los
datos de interés (Anexo 1) y posteriormente se conformé una base de datos en
Excell, que se utilizd para realizar el analisis estadistico de los mismos.

Se realizd un analisis exploratorio de los datos que pemitié 1a descripcién del
comportamiento global de las variables registradas en el estudio tanto las
referidas a la enfermedad y a las caracteristicas de base de los pacientes como
las relacionadas con el estatus inmunolégico. El mismo se desamollé de
acuerdo a la naturaleza de las variables: cuantitativa o cualitativa. En el caso de
las variables cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central (media,
mediana) y de dispersién (valeres minimo y maximo, rango); en tanto que para
las cualitativas se utilizaron distribuciones de frecuencias y porcentajes.

Se estudi6 la relacién entre diferentes variables categéricas de interés, para lo
cual se utilizaron tablas cruzadas y test estadisticos chi-cuadrado de

asociacion.

La estimacion de la supervivencia y el intervalo libre de enfermedad (ILE) se
realizé a través del método no paramétrico de Kaplan-Meier. Se realizé un
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analisis univariado para la identificacion de posibles factores inmunologicos
pronosticos en el ILE, para lo cual se utilizé el test de Logrank de comparacion
de curvas de supervivencia.

En todos los casos en los que se aplicaron test estadisticos se utilizé un nivel
de significacion de 0.05.

Los datos se resumen en tablas y graficos con el fin de ilustrar adecuadamente
el comportamiento de las variables analizadas.

El analisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico SPSS, ver. 11.0
para Windows,
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6. RESULTADOS

La muestra estuvo comprendida por un total de 30 pacientes del sexo femenino,
que presentaban un diagnéstico de cancer de mama con confirmacion
histolégica, realizada por un meédico anatomopatoélogo, sin tratamiento
oncolégico especifico previo al menos en 5 afios y no tenian otra enfermedad
séptica, cronica o endocrino-metabdlica en el momento de inicio de su
tratamiento. La edad media de las pacientes fue de alrededor de 51 anos, con
un rango de variacion que oscild entre 26 y 85 anos. Los tumores se analizaron
de manera independiente y se caracterizaron mediante un examen histologico.
El tipo histoloégico mas frecuente resultd ser el carcinoma ductal infiltrante, el
cual se presentd en 23 pacientes (77%), 3 pacientes presentaban carcinoma
papilar intraquistico (10%), 2 pacientes carcinoma medular (6.6%) y solo 1
paciente carcinoma mucinoso y carcinoma papilar intraquistico (3.3% cada
caso). Las pacientes se encontraban en etapas tempranos de la enfermedad
con una distribucién del 43.3% y 56.7% en etapas | y Il respectivamente. En un
23.3% de los casos se encontraron ganglios metastaticos (7 pacientes). Las
caracteristicas clinicas de las pacientes se muestran en la tabla 1, donde se
recogen datos como: edad, etapa clinica, clasificacion TMN post-quirirgica y
tipo histolégico de los tumores.
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Tabla 1: Datos Clinicos individuales de las pacientes.

CODIGO | EDAD TNM ETAPA HIST,
1 5 T1cNOMO | CcDI
4 42 T3NOMXx b CDI
5 27 T2NOMO lla CDI
7 34 T2NOMO lla CM
8 49 T1cNOMO | CLl
9 55 T2N1MO Iib CLi
12 70 T1bNOMO | CDI
13 72 T1bNOMO | CDI
14 36 T2N1MO lIb CDI
15 47 T2NOMO lla Cmu
16 56 T1cN1MO lla CDI
17 57 T2NOMO lla CcDI
18 47 T1cN1MO lla CLI

19 45 T2NOMO lla CDI
20 42 TZ2NOMO lla CDI
21 72 T1cN1MO lla CDI
22 48 T1bNOMO | CDI
24 33 T2N1MO IIb cDi
25 69 T3NOMO lIb CDI
26 50 T1aNOMO | CDI
27 37 T1cNOMO I cDi
28 26 T1cNOMO | CDI
29 45 T1bNOMO | cDi
30 44 T1cNOMO [ CDI
31 60 T2NOMO lla CDI
32 72 T1cNOMO | CPI
33 44 T2NOMO lla CDI
34 44 T1cNOMO | CDI
36 60 T1cN1MO lla CM
37 85 T1bNxMO I CDI

CDI: Carcinoma Ductal Infiltrante, CM: Carcinoma Medular, Cm: Carcinoma Mucinoso,
CPI: Carcinoma Papilar Intraquistico, CLI: Carcinoma Lobular Invasivo,
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6.1 Caracteristicas fenotipicas de las poblaciones de células T en
sangre periférica

Se estudiaron las caracteristicas fenotipicas de la poblacion de células T en
sangre periférica, de las pacientes, mediante el analisis por citometria de flujo
de los marcadores de superficie linfocitarios; CD3, CD4 y CD8. Se observaron
rangos de variacion para los parametros CD3, CD4 y CD8 de (50.7-83.7), (20.5-
48.3) y (17.4-52.2) respectivamente; teniendo en cuenta el rango obtenido en
un grupo control de 50 pacientes analizadas en nuestro laboratorio, bajo las
mismas condiciones experimentales y en un rango de edad similar a nuestro
grupo problema. El rango de valores normales para los marcadores resulto:
CD3 (63-76 %), CD4 (3344 %) y CD8 (23-32 %). El 50% (15/30) de los sujetos
tenian valores de CD3 fuera de su rango de referencia, mientras que un 47%
(14/30) en el caso del CD8 y un 43% (13/30) para el CD4. Los resultados se
muestran en la tabla 2 y estan referidos al porciento de células positivas de la

poblacién para cada marcador.

La proporcién CD4/CD8 se encuentra invertida en cuatro sujetos en los que
tom¢é cifras que variaron de 0.58 a 0.81. Se trata en su totalidad de pacientes
con diagnéstico de carcinoma ductal infiltrante, de ellos uno en etapa | y los
restantes en etapa I, solo uno de ellos presentaba ganglios metastaticos. No se
observé una asociacion estadisticamente significativa entre el hecho de tener la
proporcion CD4/CD8 invertida y la etapa clinica o la presencia de ganglios
metastaticos.
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Tabla 2: Caracteristicas fenctipicas de la poblacion de células T en sangre periférica.

CODIGO CD3 CD4 CDs CD4/CD8
1 78.80 47.70 30.50 1.56
4 83.70 30.20 52.20 0.58
5 74.90 45.00 31.80 1.42
7 83.00 38.60 28.70 1.34
8 76.40 39.60 28.40 1.39
9 68.20 46.80 25.90 1.81

12 70.30 43.40 27.40 1.58
13 60.40 30.80 29.40 1.05
14 50.70 36.30 18.20 1.99
15 73.40 47.50 26.50 1.79
16 63.10 40.30 22.90 1.76
17 55.30 38.40 17.40 2.21
18 58.20 37.50 21.20 1.77
19 64.70 33.50 19.50 1.72
20 54.10 23.00 34.00 0.68
21 68.40 39.10 20.20 1.94
22 54.10 31.40 27.60 1.14
24 53.20 26.20 32.50 0.81
25 74.70 48.30 29.10 1.66
26 52.80 20.50 33.50 0.61
27 73.40 40.60 3240 1.25
28 70.60 41.60 25.40 1.41
29 68.50 43.20 21.90 1.97
30 67.20 39.40 26.20 1.50
3 51.10 30.30 20.20 1.50
32 71.40 45.40 30.30 1.50
33 62.10 39.10 25.40 1.54
34 52.30 34.10 20.20 1.69
36 76.00 42.40 29.00 1.45
37 74.34 39.40 27.50 1.43

Los resultados de los marcadores CD3, CD4 y CD8 se reportan como el por ciento de
células positivas en la poblacion analizada.
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6.2 Expresion de citocinas en el microambiente tumoral y en

ganglios linfaticos regionales.

Para analzalizar la expresion del RNAm de algunas de las intereucinas
representativas de la respuesta Th1 y Th2, amplificamos el RNAm de IL-2, IFN-
y e IL-10 por RT-PCR en los tumores de las 30 pacientes reclutadas y en los
ganglios linfaticos axilares no metastaticos de las pacientes.

El RNAm de IL-10 se expresé en el 53% de los casos (16/30) en el
microambiente de los tumores, en cambio, solo el 20% lo expresd en sus
ganglios axilares no metastaticos (6/30). En el caso de la expresion del RNAmM
de la IL-2 resulto en el 33.3% de los sujetos (10/30) en los tumores y en el
26.7% en sus ganglios regionales (8/30). Sin embargo, el IFN-y no se expresd
en el microambiente tumoral en ninguno de los sujetos analizados y solo el 13%

(4/30) lo expresd en sus ganglios linfaticos regionales no metastaticos.

La expresién del RNAm de las interleucinas estudiadas tanto en el tumor como
en los ganglios axilares no metastaticos de las pacientes se resume en la tabla
3. Las figuras (11 y 12) ilustran los productos amplificados de las citocinas en
algunas pacientes representativas tanto en las muestras de tumor como en los
ganglios linfaticos axilares. En contraste al patrdn de citocinas observado en las
pacientes, las interleucinas: IL-2, IFN«y e IL-10, no fueron detectadas en
ninguno de los tejidos normales de mama analizados (figura 13), lo cual
coincide con reportes de otros autores. La amplificacion de G3PDH resulté
exitosa en todas las muestras de tejido analizadas.
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Tabla 3: Expresion de interleucinas en los microambientes tumoral y en ganglios

linfaticos regionales no metastaticos.
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Figura 11: Amplificacion de los RNAm de citocinas en el
microambiente tumoral de un grupo de pacientes representativos.
La ampilificacion de los RNAm de IL-10, IL-2, [FN-y y G3PDH se
llevd a cabo por RT-PCR. A: La linea 1 representa células MNP no
estimuladas (contol negativo), las lineas 1-9, representan los
pacientes 12-20 y la linea 10, células MNP estimuladas con PHA
(control positivo). B: Las lineas 1-11 representan los pacientes 24-
34 y la linea 12 células MNP estimuladas con PH (contro positivo).

70



A

1723 4 56789 1011

10 L] <5 v
PNy N 427 Pb

L2 T 05 b

T 1 1 L1 452pb

12345678 9101112

Lo I 2 v
o

305 pb

452 pb

Figura 12. Amplificacion de los RNAm de citoccinas en el
microambiente de los ganglios linfaticos de un grupo de pacientes
representativos. La amplificacion de los RNAm de IL-10, IL-2, IFN-y
y G3PDH se llevd a cabo por RT-PCR. A: La linea 1 representa el
paciente 8, las lineas 1-9, representan los pacientes 12-20 y la linea
10, células MNP estimuladas con PHA (control positivo). B: Las
lineas 1-11 representan los pacientes 24-34, la linea 12, células
MNP estimuladas con PHA (control positivo).
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