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Figura 13: Amplificacién de los RNAm de citocinas en tejidos sanos
de mama, provenientes de pacientes de cirugia estética de la
mama. La amplificacion de los RNAm de IL-10, IL-2, IFN-y y G3PDH
se llevod a cabo por RT-PCR. Las lineas 1-5 representan los tejidos
sanos de mama; la linea 6, células MNP estimuladas con PHA
(control positivo) y la linea 7, células MNP no estimuladas (control
negativo).
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6.2.1 Determinacién del patrén Th1 o Th2 predominante en cada
microambiente

Teniendo en cuenta la expresion del RNAm de cada citocina estudiada, se
analizé el patréon de citocinas predominante en cada microambiente. En el
microambiente tumoral se observa una predominancia del patréon de respuesta
Th2, caracterizado por la presencia de la interleucina 1L-10, como citocina
representativa de este patrén, esta predominancia se manifiesta en un 53% de
los casos (16/30). En el microambiente de ganglios linfaticos regionales se
observa contrariamente una predominancia del patrén Th1 observado en el
40% de los sujetos, a consecuencia de la expresion de IL-2 e IFN-y, dadoen 8y
4 pacientes respectivamente (12/30). Hay que destacar que en el

microambiente tumoral no se observé expresion de IFN-y (Tabla 4).

La intensidad conque se expresa el factor supresor en el microambiente tumoral
es la misma conque se expresa el factor activador en el microambiente sano
(ganglios linfaticos no metastaticos) ya que la diferencia es de 6 sujetos en cada
caso. 16 que expresan [L-10 contra 10 que expresan IL-2 en los tumores
(citocinas que representan las respuestas Th2/Th1 en este microambiente) y en
el caso de los ganglios tendriamos gue 6 casos expresan IL-10 mientras que 8
sujetos expresan IL-2 y 4 expresan IFN-y, lo que representarian, en estos
ultimos casos, un total de 12 sujetos mostrando una respuesta Th1, por lo tanto
en el microambiente sano tambien se obtuvo una diferencia Th2/Th1 de 6
sujetos al igual que en el caso de los tumores.
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Tabla 4. Expresién de Citocinas en microambiente Tumoral y Sano.

Microambiente Microambiente
.. Tumoral de ganglios
Expresion de linfaticos
Citocinas Frecuencia (%)

Frecuencia (%)

e Patrén Th1
IL-2 (-} & IFN-y (=) 20 (66.7%) 18 (60.0%)
IL-2 (+) & IFN-y {-) 10 (33.3%) 8 (26.7%)
IL-2 (+) & IFN-y (+) 4 (13.3%)

o Patrén Th2
IL-10 () 14 (46.7%) 24 (80.0%)
IL-10 (+} 16 (53.3%) 6 (20.0%)

Del total de pacientes incluidas en nuestro estudio, 13 no expresan ningun
patron Th1/Th2 en el tumor y 16 no expresan ningun patrén en sus ganglios. De
estos grupos, 7 (23.3%) sujetos resultaron negativos a la expresiéon de algun
patron ya sea en ganglios o en tumores, la mayoria de estas pacientes son de
etapa | (6/7) y 9 sujetos, expresaron un patrén en sus tumores, pero no en sus
ganglios, este Ultimo grupo de pacientes pertenecen a la etapa Il (tabla 5). El
hecho de que las pacientes en etapa Il presentaran algun patron de citocinas en
su microambiente tumoral, pudiera ser indicativo de la presencia de una
respuesta inmune con el desarrolio de la neoplasia, alin en etapas tempranas,
por la expresion de IL-2 en 6 de ellas; pero este patrdn también se caracterizo
por la expresién de RNAm de IL-10 en 8 de estas pacientes; lo cual implica una
predominancia de un factor supresor de la respuesta inmune local en este

grupo.
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Tabla 5: Distribucién de las pacientes que no expresan patrén de citocinas en

ganglios o en tumores

Expresién de algin Expresién de algan patron Th1 o
patrén Th1 o Th2 en Th2 en ganglio
tumor No Si Total
No 7 6 13
Si 9 8 17
Total 16 14 30

6.2.2 Relacion entre IL-2 e IL-10 dentro del mismo microambiente

Al estudiar dentro de cada microambiente la relacién entre la presencia de IL-2
e IL-10 (tablas 6 y 7), se observa que:

En el caso del microambiente tumoral se tiene una asociacién estadisticamente
significativa (p<0.05} entre la presencia o no de IL-10 e IL-2. De los 14 sujetos
que no expresan IL-10, 13 (93%) tampoco expresan IL-2 y de los 16 sujetos que
expresan IL-10, 9 (56%) también expresan [L-2. Se observa una concordancia
en el 73% de los casos para la expresion de ambas citocinas, este porcentaje
se refiere al total de sujetos que expresan las dos citocinas a la vez (13/30) y
los que no las expresan (9/30).

En el microambiente de los ganglios linfaticos no metastaticos, si bien no se
observa una relacion estadisticamente significativa entre la presencia de ambas
citocinas, el comportamiento resulta similar al observado en los tumores de las
pacientes. Un 66% (16/24) de los sujetos que no expresan |IL-10 tampoco
expresa |L-2 e igual porcentaje se tiene al analizar los casos que si expresan IL-
10 y que también expresan |L-2 (4/6).
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Tabla 6. Relacién entre las citocinas IL-2 e IL-10 en el microambiente tumoral.

IL-10 en IL-2 en Tumor

Tumor Neg Pos Total
Neg 13 1 14
Pos 7 9 16
Total 20 10 20

Tabla 7. Relacién entre las citocinas IL-2 e IL-10 en Ganglios No Metastaticos.

IL-10 en IL-2 en Ganglios

Ganglios Neg Pos Total
Neg 16 8 24
Pos 2 4 8
Total 18 12 30

Se tiene un porcentaje ligeramente mas elevado, con relacién a la coincidencia
de expresion entre ambas citocinas en el microambiente tumoral (66%), que en
el microambiente de los ganglios linfaticos no metastaticos (56%). Esto pudiera
estar dado porque en el caso de los tumores la produccién de citocinas es
heterogénea en las diferentes zonas del tumor dado por la distribucién de los
linfocitos asociados al tumor y los linfocitos infiltrantes y en el caso de los
ganglios, a pesar de ser ganglios no metastaticos ("sanos”), se trata de
individuos que padecen cancer de mama y por lo tanto sus ganglios estan
relacionados con la enfermedad por el transito de linfocitos de una region a la
otra. No obstante, en los dos microambientes es mas predominante la situacion

en la que ambas citocinas son negativas.

Es importante sefialar que el IFN-y no se analiza en su interaccién con otras

citocinas porque resultd negativo en los tumores y solo 4 pacientes lo
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expresaron en sus ganglios axilares y resulta insuficiente ese numero de

pacientes para hacer un analisis estadistico.
6.2.3 Relacién entre microambientes en cuanto a IL-10 e IL-2

Tabla 8. Relacién entre Microambientes para la misma citocina.

Microambiente Sano
IL-10 IL-10 Ganglios
_ Tumor Neg Pos Total
g Neg 13 1 14
= Pos 11 5 16
E Total 24 6 30
E IL-2 Ganglios
,t_? IL-2 Tumor Neg Pos Total
= Neg 10 10 20
Pos 8 2 10
Total 18 12 30

Al estudiar 1a relacién de la presencia de |L-2 y de IL-10 entre microambientes
(tabla 8), se tiene que:

En el caso de la IL-10, se observé que el 93% (13/14) de los pacientes que no
expresan 1L-10 en el microambiente tumoral tampoco la expresan en el
microambiente de los ganglios, mientras que, el 69% (11/16) de los pacientes
que expresan IL-10 en el tumor dejan de expresarla en los ganglios linfaticos
regionales no metastaticos, no obstante, hay un 31% (5/16) que la continua
expresando en este microambiente, de los cuales, 4 no expresan IL-2 en el

tumor.

Al analizar la expresion de IL-2, se observé que, de la totalidad de sujetos que
no expresan la IL-2 en microambiente tumoral, un 50% (10/20) si 1a expresa en
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el microambiente de los ganglios linfaticos regionales no metastaticos; en este
grupo de pacientes el 40% expresa IL-10 en los tumores y también el 40%
expresa [L-10 en sus ganglios, el 75% coincide en la expresién de IL-10 en los
dos microambientes, un 30% de este grupo expresa IFN-y en sus ganglios y

estos coinciden en el 100% con la expresién de IL-10 en los tumores.

La otra mitad de las pacientes que no expresan IL-2 en sus tumores, no
expresan IL-2 en sus ganglios, en este grupo ningtn paciente expresé IFN-y en
sus ganglios y solo 1 de ellos expresé IL-10 en este microambiente y el 30%
expreso IL-10 en los tumores, esto nos sugiere que aunque en estas pacientes
no se observa una respuesta activadora en sus dos microambientes, tampoco
hay una elevada frecuencia de respuesta supresora en ambos sitos
anatomicos.

El 80% (8/10) de los sujetos que si expresaban la IL-2 en el microambiente
tumoral dejan de expresarla en microambiente de los ganglios linfaticos no
metastaticos. De este grupo, el 87% (7/8) son de etapa Il e igual porciento
corresponden a carcinoma ductal infiltrante; solo un paciente de etapa |,
expresa IL-10 en su ganglios axilares; en ningun caso hubo expresion de IFN-y
en ganglios; es importante sefalar que el 87% porciento expresa IL-10 en los
tumores. Tres de estos sujetos presentaron invertida, la proporcion CD4/CD8 en

sangre periférica.

6.2.4 Relacion de la expresion de citocinas en el microambiente
tumoral y en ganglios linfaticos con la presencia de ganglios

metastaticos en las pacientes

La relacion entre la presencia de las diferentes citocinas estudiadas en
microambiente tumoral y la presencia de ganglios metastaticos, segun la
clasificacion TNM (N1); se muestra en la tabla 9. De los 7 sujetos que presentan
metastasis en ganglios, 5 (71%) expresan IL-10 y 3 (43%) expresan IL-2, en
microambiente tumoral.
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Tabla 9. Relacion entre la expresion de citocinas en microambiente tumoral y la

presencia de metastasis en ganglios.

Ganglios Citocinas en Microambiente Tumoral
Metastaticos IL-10 IL-2 IFN-y
(TNM) Neg | Pos | Total | Neg | Pos | Total | Neg | Pos | Total
NO 12 10 22 15 7 22 22 22
N1 2 5 7 4 3 7 7 7
Nx 1 1 1 1 1 1
Total 14 16 30 20 10 30 30 30

La relaciéon entre la presencia de las diferentes citocinas estudiadas en

microambiente de los ganglios axilares y la presencia de ganglios metastaticos,

segun la clasificacion TNM (N1); se muestra en la tabla 10. De los 7 sujetos que

presentan metastasis en ganglios, 1 expresa IL-10, 4 expresan IL-2 y 3

expresan IFN-y en ganglios no metastaticos. La citocina que con mas

frecuencia se expresa en el microambiente ganglionar de los sujetos que no

presentan metastasis en ganglios (Clasificacion NO o Nx) es la IL-2 (8/23
sujetos: 35%).

Tabla 10. Relacién entre la expresién de citocinas en ganglios linfaticos vy la

presencia de metastasis en ganglios.

Ganglios Citocinas en Ganglios No Metastaticos
Metastaticos IL-10 IL-2 IFN-y
(TNM) Neg [ Pos | Total | Neg | Pos | Total | Neg | Pos | Total
NO 18 4 22 15 7 22 22 0 22
N1 6 1 7 3 4 7 4 3 7
Nx 0 1 1 0 1 1 0 1 1
Total 24 6 30 18 12 30 26 4 30
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6.3 Expresion de proteinas relacionadas con la activacion de las
células T en el microambiente tumoral y en ganglios linfaticos

regionales

La expresion de proteinas relacionadas con la activacion de las celulas T, se
determind, mediante la técnica de Western Blot, especificamente de las
cadenas CD3-{ y CD3-¢, las cuales forman parte de la molécula CD3 y se
asocia no coovalentemente con el TCR. La importancia de las cadenas CD3-L y
CD3-¢, radica en dos razones fundamentales: en primer lugar, la sintesis de
estas dos cadenas es imprescindible para la formacién del receptor y su
expresion en la superficie celular y en segundo lugar, después del
reconocimiento del antigeno son los primeros sustratos que se fosforilan y
desencadenan la cascada de eventos intracelulares que conducen finalmente a
la activacién de las células T. Una deficiencia en alguna de ellas provocaria una
deficiencia tanto en el reconocimiento del antigeno como en el mecanismo de
activacién de las células T y por lo tanto se afectaria la capacidad de desarrollar

una respuesta atitumoral especifica.

Del total de sujetos que integran nuestro estudio el 33% (10/30) no expresd la
cadena CD3< en su microambiente tumoral, en cambio el 90% (27/30) la
expresoé en sus ganglios linfaticos. Fue mas marcada la deficiencia de la cadena
CD3-e en el microambiente tumoral, debido a que el 53% (16/30) de los
pacientes no la expresaron, en cambio el 83% (25/30) de los sujetos la expresé
en sus ganglios linfaticos no mestastaticos. La expresion de las cadenas CD3-¢

y CD3-L se resume en la tabla 11.

La figura 14 (A y B) muestra la expresion de las cadenas £ y &, en el
microambiente del tumor y en los ganglios linfaticos regionales en un grupo de
las pacientes estudiadas. A las muestras de tumor se les determind la expresion
del marcador de células T: CD2 (figura 14 C), como el objetivo de tener el
control, de que reaimente estabamos trabajando con linfocitos provenientes del

microambiente tumoral. La deteccién del control de actina resultd exitosa en
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todas las muestras de tejido analizadas, en la figura 14 (D) se observa un
ejemplo de las muestras de tumor analizadas; en el estudio se efectud el
analisis para todas las muestras, tanto del tumor como de los ganglios. Los
tejidos sanos de mama, que fueron analizados no expresaron ninguna de las

dos cadenas de CD3 estudiadas (figura 15).
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Figura 14: Expresién de las proteinas de activacién linfocitaria CD3-C y CD3-¢ en el
microambiente tumoral y en ganglios linfaticos no metastaticos de pacientes con
cancer de mama, determinada por Wester Blot, se usaron 20 ug de proteina por linea.
Las lineas 1-13 representan los pacientes 21-34, la linea 14 representa el control de
células MNP estimuladas con PHA. A; Expresidn de la cadena & en los tumores (T) y
en los ganglios (G), B: Expresién de la cadena ¢ en los tumores (T) y en los ganglios

(G), C: Expresidn del marcador linfocitario CD2 en las muestras de tumor, D: Expresion
del control de actina en las muestras de tumor.
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Tabla 11: Expresién de los polipéptidos de CD3 (¢ y &) en las pacientes con

cancer de mama.

Codigo| CD3: | CD3s | CD3¢ | CD3¢
M G) M (G)

1 + + + +
4 - + + +
5 + + + +
7 - + + -
8 + + + +
4] + + + +
12 + + + +
13 - + . +
14 - + + -
15 - + - +
16 + + - +
17 + + + +
18 + + + +
19 + - + -
20 - + + +
21 - + - +
22 - + - +
24 - + - +
25 - + - +
26 + + + +
27 - + - +
28 - + + +
29 - + + +
30 + + + +
31 - - + +
32 - - - +
33 - + + +
34 + - - *
36 + + + +
37 + - + +

(T) muestras de tumor

(G) muestras de ganglios linfaticos regionales no metastaticos
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Figura 15: Expresion de las proteinas de activacion linfocitaria CD3-§ y CD3-¢ en
muestras de tejido sano de mama, determinada por Wester Blot, se usaron 20 pg de
proteina por linea. Las lineas 1-4 representan los tejidos sanos 1-4, la linea 5
representa el control de células MNP estimuladas con PHA. Se muestra el control de

actina para cada linea.

6.3.1 Determinacién de la relacion de CD3-( y CD3-¢ con IL-10

En el microambiente del tumor:

Se estudio la relacion entre los polipéptidos de CD3 (€ y €) y la expresion del
RNAm de IL-10 en el microambiente tumoral. No se observd asociacion
estadisticamente significativa (p>0.05) entre ninguna de las dos cadenas de
CD3 e IL-10 (RNAm) en el microambiente tumoral (tabla 12).
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Tabla 12: Relacién de CD3-( y CD3-¢ con la expresion del RNAm de IL-10 en
las muestras de tumor.

IL-10 (T) CD3- (T)

(RNAm) Neg Pos Total
Neg 6 8 14
Pos 4 12 16

Total 10 20 30

IL-10 (T) CD3-< (M

(RNAm) Neg Pos Total
Neg 8 6 14
Pos 8 8 16

Total 16 14 30

Sin embargo, al estudiar la asociacion de ambas cadenas con la expresion
directa de la proteina IL-10 en las muestras de tumor, se observa una
asociacion estadisticamente significativa entre CD3-{ y la presencia de IL-10 en
el tejido tumoral (p<0.05). cuando IL-10 en el tejido es negativo, se tiene
también CD3-{ negativo y cuando IL-10 en el tejido es positivo se tiene que el
63% de la poblacién es positivo (17 sujetos) a CD3-( (tabla 13A). Entre estos
dos parametros existe una elevada coincidencia de expresion, de 26 sujetos en
los que se hicieron las mediciones, hay 20 sujetos (77%) en los que cainciden
los resultados obtenidos: 4 expresan las dos proteinas a 1a vez y 16 dejaron de
expresarlas. Al medir la relacion de CD3-¢ e IL-10 en el tejido tumoral, no se

encontro significacion estadistica entre esos parametros (tabla 13B).
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Tabla 13: Relacién de CD3- y CD3-e con IL-10 (medida por

inmunohistoquimica) en el tejido tumoral.

A B

IL-10 CD3< (1) IL-10 CD3- (T)

Tefido | yeg Pos |Total Tejido | Neg Pos |Total
Neg 4 0 4 Neg 4 0 4
Pos 6 17 23 Pos 11 12 23
Total 10 17 27 Total 15 12 27

En el microambiente de ganglios linfaticos regionales:

Al estudiar la asociacion entre las cadenas de CD3 (€ y €) y la expresion del
RNAm de IL-10 en los ganglios linfaticos regionales, no observamos una
asociacion estadisticamente significativa entre la IL-10 y CD3-¢, ni tampoco
entre IL-10 y CD3-{ (en ambos casos p >0.05). No obstante, tenemos que para
el total de pacientes negativas (24/30) a IL-10 en los ganglios, la mayoria de las
pacientes resultaron positivas a ambas cadenas, el 87% de las pacientes en
ambos casos (21/24) (tabla 14 A y B). Estos resultados resuitan contrarios a los
obtenidos en el microambiente tumoral, pensamos que se deba a la influencia
de diferentes factores regulatorios en cada microambiente.
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Tabla 14: Asociacion de la expresion de CD3<;, y CD3-¢ con el RNAm de IL-10

en los ganglios linfaticos regionales

A B

IL10_G CD3-{ Ganglio IL10_G CD3-e Ganglio

(RNAm) ™Ngq Pos | Total (RNAmM) ™Neg T Pos [ Total
Neg 21 24 Neg 3 21 24
Pos 6 6 Pos 2 4 6
Total 3 27 30 Total 5 25 30

6.3.2 Relacién de la cadena CD3< con los patrones Th1 y Th2, en tumor y

en ganglio linfaticos regionales

Teniendo en cuenta los resultados anteriores procedimos a determinar la
asociacion entre la cadena CD3- y la presencia de un patrén de citocinas Th1
y Th2 en los tumores y en los ganglios linfaticos no metastaticos de las
pacientes (tabla 15 A y B). Observamos que no existe una relacion
estadisticamente significativa entre CD3- y los patrones Th1 y Th2 (p>0.05).
No obstante, el comportamiento que se observa es inverso para el caso del
patrén Th1 en los dos microambientes: de 20 casos que expresan CD3-C, 13 no
expresan un patrén Th1 en el caso de los tumores y de 27 casos que expresan
CD3< en los ganglios linfaticas, 17 no expresan un patron Th1. La asociacién
de CD3< y el patron Th2 en los tumores es directa pero tampoco resultd ser
estadisticamente significativa: de los 20 casos que expresan CD3-(, 12
expresaron un patron Th2; mientras que en los ganglios linfaticos ocurre 1o
contrario: de los 27 casos que expresaron CD3-, 21 no expresaron un patrén
Th2, observandose una relacion inversa entre un patron Th2 y la cadena CD3-¢
en los ganglios linfaticos. En los ganglios se observé que para el total de casos
que expresan la cadena CD3-, la mayoria no expresa ninguno de los dos

patrones de citocinas. Estos resultados coinciden con la asociacion que se

86



presenta entre CD3-{ e IL-10 (citocina Th2), lo cual nos confirmaria la posible
influencia de diferentes factores regulatorios en cada microambiente.

Tabla 15: Relacién de la expresion de CD3-{ con la presencia de un patrén Th1

y Th2.
A
Patrén Th1 (T) I Patron Th2 (1)
Co3ILM o Si Total | NO sl Total
Neg 7 3 10 I 8 4 10
Pos 13 7 20 | 8 12 20
Total 20 10 30 | 14 16 30
B ]
Patrén Thi (G) I Patrén Th2 (G)
CD3L(G) o sl Total | NO si Total
Neg 1 2 3 3 0 3
Pos 17 10 27 21 6 27
Total 18 12 30 24 6 30

6.3.3 Asociacion de las diferenfes formas de expresion de la cadena CD3<

con la expresion de IL-10

La cadena CD3-{ en las muestras de tumor y en los ganglios de algunas
pacientes se expres6 en sus cuatro formas: monémero, mondémero fosforilado,
dimero, y dimero fosforilado, los pesos moleculares de cada una de ellas son:
16, 21, 32 y 42 kD respectivamente (tabla 16). Las formas fosforiladas muestran
una condicion de activacion en esas muestras, ya que la fosforilacion de la
cadena CD3< es uno de los primeros fenomenos que se producen en la
activacion de las células T después del reconocimiento antigénico. La figura 16
muestra algunas pacientes representativas que expresaron las diferentes

formas en que se puede presentar la cadena CD3-C.
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Tabla 16: Expresion de las diferentes formas de CD3-{ en el tumor y en los

ganglio linfaticos regionales no metastaticos de las pacientes
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Figura 16: Expresion de las diferentes formas de la cadena £ en muestras de ganglios
linfaticos no metastaticos de pacientes con cancer de mama, determinada por Western
Blot, se usaron 20 pg de proteina por linea. Las lineas 1-6, representan los pacientes
15-20, las lineas 7 y 8, los pacientes 36 y 37 y la linea 9, células MNP estimuladas con
ConA. Se muestra el control de actina para cada linea.

En el microambiente tumoral:

Se determind la asiociacion de las iormas fosforiladas de CD3-, en el
microambiente tumoral, con la expresion del RNAm de IL-10 y con la proteina
IL-10 determinada por inmunohistoquimica, la forma fosforilada del dimero fue
la Gnica que se encontrd en los tumores de las pacientes. No se observé
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asociacion estadisticamente significativa en ninguno de los dos casos (p>0.05)

(tabla 17 Ay B).

Tabla 17: Relacion entre el dimero fosforilado de CD3< con la expresion de

IL-10 en los tumores

A B
IL-10 | Forma D-F de CD3< IL-10 Forma D-F de CD3-,
(RNAm) Tumor (Tejido) Tumor
Neg Pos | Total Neg Pos | Total
Neg 9 5 14 Neg 4 0 4
Pos 7 9 16 Pos 12 11 23
Total 16 14 30 Total 16 11 27

En los ganglios linfaticos regionales:

En el caso de los ganglios linfaticos regionales se observo en algunas pacientes
expresion de las formas monomeérica y dimeéricas fosforiladas de la cadena
CD3< y aunque no obtuvimos asociacion estadistica con la expresion del
RNAm de IL-10, si se pudo observar que de los 8 pacientes que expresaron la
forma monomeérica, 6 no expresaron IL-10 y en el caso del dimero fosforilado,
de los 11 pacientes que lo expresaron, 9 resultaron negativos a IL-10 (tabla 18).
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Tabla 18: Relacion de las formas fosforiladas de CD3- con la expresién de

IL-10 en los ganglios linfaticos

IL-10 (G) [ Forma M-F de CD3 (G)

Neg Pos | Total

Neg 18 6 24
Pos 4 2 6
Total 22 8 30

IL-10 (G) | Forma D-F de CD3- (G)

Neg Pos | Total

Neg 15 9 24
Pos 4 2 6
Total 19 11 30

6.3.4 Asociacion de la expresion de CD3< y CD3< en las muestras de

tumor, con el estado del marcador linfocitario CD3 en sangre periférica

Se determing si existia alguna asociacion de la expresion de las cadenas CD3-¢
y CD3-L, en las muestras de tumor, con el estado del marcador linfocitario CD3
en sangre periferica, en las pacientes que lo maostraron por debajo del rango de
referencia (tabla 19 A y B). Este andlisis se realiza teniendo en cuenta que la
presencia de ambas cadenas es importante para la expresion del complejo
TCR/CD3 en la superficie celular de los linfocitos T y una deficiencia de ellas
pudiera implicar una disminucién en la expresidn de CD3. Aunque no estamos
analizando estos parametros en el mismo sitio anatdmico, si nos pudiera
sugerir, si la disminucién en el marcador linfocitario CD3 guarda alguna relacién
con deficiencias en la expresién de los polipeptidos del CD3 (€ y &) encontrados

en estas pacientes.
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Tabla 19: Asociacién de la expresion de las cadenas CD3-s y CD3-, en las

muestras de tumor con el estado del marcador linfocitario CD3

A B
CD3 en CD3-<L CD3 en CD3-¢
sangre bajo Mg Pos [Total sangre bajo| Neg | Pos [ Total
NO 6 13 19 NO 9 10 19
Sl 4 7 11 Sl 7 4 11
Total 10 20 30 Tofal 16 14 30

En ninguno de los dos casos se observd asociacion estadisticamente
significativa entre el hecho de tener los niveles de CD3 en sangre periférica por
debajo de los valores de referencia y la expresidon de CD3- y CD3< (p>0.05 en
ambos casos). Sin embargo, de los sujetos que tienen CD3 por debajo de los
niveles normales, el 73% (8/11) expresaron deficiencia, al menos, en una de las
dos cadenas de CD3 y se observé que la mayoria de estos sujetos (64%)

resulté negativo para CD3-¢.
6.4 Marcadores tumorales

Se determinaron por inmunohistoquimica los marcadores tumorales: RE, Her2,
p53, Belp, Bax y la interleucina IL-10. Estos parametros se determinaron en una
totalidad de 27 pacientes excepto para Bax, que se pudo determinar en 26
casos. Se clasificaron en cuatro grupos segtn el porciento de células marcadas:
1+ para <25%; 2+ de 25-50%; 3+ de 50-75% y 4+ de 75% hasta mas del 90%.
Esta clasificacion de la inmunotincidén se llevé a cabo por igual para todos los
marcadores, exceptuando a Her-2 para el cual se siguieron |as
recomendaciones del fabricante. En la tabla 20 se resume la expresion de los
marcadores tumorales analizados.
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Tabla 20: Expresién de los marcadores tumorales e IL-10 en las muestras de tumor

CODIGO | RE BAX HER2 p53 IiL-10 Bcl-2
1 No atil No util No atil No util No dtil No util
4 No datil 0 1+ 4+ 0
5 2+ 0 0 4+ 3+
7 No 0til No util No atil No dtil No util No Gtil
8 2+ 4+ 0 0 4+ 4+
9 No util No atil No atil No datil No datil No util
12 4+ 3+ 0 0 4+ 3+
13 4+ 4+ 0 0 4+ 3+
14 4+ 4+ 1+ 3+ 4+ 3+
15 2+ 0 0 0 0 3+
16 0 4+ 0 4+ 4+
17 0 4+ 0 4+ 4+
18 4+ 4+ 3+ 0 4+ 4+
19 4+ 4+ 2+ 0 4+ 4+

20 4+ 4+ 3+ 0 3+ 4+
21 0 0 0 0 2+
22 0 4+ 0 0 4+ 1+
24 0 4+ 2+ 0 4+ 4+
25 0 3+ 3+ 4+ 0 0
26 3+ 4+ 1+ 0 3+ 4+
27 3+ 3+ 3+ 0 4+ 4+
28 0 4+ 3+ 0 4+ 3+
29 3+ 3+ 0 0 4+ 2+
30 4+ 4+ 1+ 0 4+ 4+
31 0 3+ 2+ 0 4+ 3+
32 4+ 3+ 0 3+ 0 3+
33 0 4+ 3+ 4+ 4+ 2+
34 0 4+ 2+ 4+ 4+

36 0 4+ 3+ 0 4+

37 4+ 3+ 0 0 4+ 4+

La clasificacién de la tincion de los diferentes marcadores se realiz6 segun se describe
en la seccién de Resuitados
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La tincion de L-10 resulté heterogénea, pero fundamentalmente se observé un
marcaje citoplasmatico, en las células epiteliales tumorales de Ja mama y en los
linfiocitos infiltrantes, solo en algunos casos se obtuvo un marcaje nuclear,
sugerimos que pudiera ser debido a la presencia de una proteina homoldga a la
IL-10 proveniente del virus Epstenbar. En el 85% (23/27) de las pacientes se
observé la presencia de la proteina IL-10 en el tejido tumoral. La figura 17
muestra un ejemplo de la tincién de 1L-10 en el tejido tumoral de cuatro
pacientes representativas

El patron de tincién inmunohistoquimica de Bel2 y Bax mostré caracteristicas de
localizacién celular citoplasmatica en las células de cancer de mama. En
algunas células tumorales se observé una intensificacion de la tincion
perinuclear en el caso de Bcl2, Los linfocitos infiltrantes de tumor resultaron
positivos para ambos marcadores. Bax resulté positivo en el 92.3% de los casos
(24/26) y BclL2 en el 77.8% (21/27). Las figuras 18 y 19 muestran la tincién de
los marcadores Bax y Bcl-2, respectivamente, en cuatro pacientes

representativas.

La inmunorreactividad observada en el caso del receptor de estrogeno y p53
fue en el nicleo de las células epiteliales tumorales de la mama. p53 resultd
positiva en el 29.6% (8/27) de los sujetos y en el caso del receptor de
estrogenos fue en el 51.8% (14/27) de los casos. En las figuras 20 y 21 se
observan la tincién de pS3 y RE, respectivamente, en cuatro pacientes

representativas para cada marcador.
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En el caso de Her2 el marcaje se obtuvo en el 51.8% (14/27) de los casos, se
observé un marcaje de membrana el cual se clasifico segun el porciento de

células marcadas y las caracteristicas de la tincién de la membrana, asi
tenemos que:

Negativo (0): Ausencia de coloracion en toda o parte de la membrana
citoplasmatica en menos del 10% de las células tumorales.

Negativo (1+): Fina barrera de coloracion en parte de la membrana
citoplasmatica en mas del 10% de las células.

Ligeramente positivo (2+): De leve a moderada coloracion en toda la membrana
citoplasmatica en mas del 10% de las células tumorales.

Fuertemente positivo (3+): De moderada a fuerte coloracién en toda la

membrana citoplasmatica en mas del 10% de las células tumorales.

Un ejemplo de la tincion de Her2 se muestra en la figura 22, donde se obseran

los tejidos tumorales marcados de cuatro pacientes representativas.

La relacion entre IL-10 en el tejido tumoral y los marcadores tumorales se
muestra en la tabla 21. Al analizar IL-10 en su interaccidén con los marcadores
estudiados, se observdé una asociacion estadisticamente significativa (p<0.05)
entre IL-10 y Bax; de los 22 sujetos que marcan IL-10 y para los que fue posible
tener el marcaje con Bax, este ultimo resultd ser también positivo en todos los
casos. La relacion de IL-10 con Bcl-2 también fue directa, de los 23 sujetos que
marcan IL-10, 18 (78%) marcan Bcl-2. Sin embargo, en el caso de p53, se
observé una relacion inversa con IL-10, de los 23 sujetos que marcan IL-10, 17
(74%) resultan negativos a p53. No se observa relacion entre IL-10 y el RE; de
los 23 sujetos que marcan IL-10, 12 resultaron positivos a RE y 11 negativos y
tampoco se observo relacion entre IL-10 y Her2, ya que de los 23 casos
positivos a IL-10, 13 fueron positivos a Her2 y 10 negativos.
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Tabla 21: Relacién entre IL-10 en el tejido tumoral y los marcadores tumorales

Marcador L TOTAL
Negativo Positivo
Negativo 2 11 13
RE Positivo 2 12 14
Total 4 23 27
Negativo 2 0 2
BAX Positivo 2 22 24
Total 4 22 26
Negativo 3 10 13
Her/2 Positivo 1 13 14
Total 4 23 27
Negativo 2 17 19
P53 Positivo 2 6 8
Total 4 23 27
Negativo 1 5 6
BCL2 Positivo 3 18 21
Total 4 23 27

Los resultados expresan el ntimero de pacientes

Se analizé la interaccion entre el RE y el resto de los marcadores. La relacién
entre el RE y Bax fue directa, de los 14 pacientes que expresaron RE, 13
expresaron Bax; la relaciéon de RE con p53 resulté inversa, de los 14 positivos
para RE, 12 resultaron negativos para p53 y con Bcl-2 se obtuvo una relacién
estadisticamente significativa (p<0.05), de los 14 RE”, resultaron todos positivos
a Bcl-2. En el caso de la relacién de RE con Her2 no se comporté como ha sido
descrita en [a literatura, en nuestro trabajo, de los 14 casos que marcan RE solo
la mitad marcé positiva a Her2,
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Al analizar la interaccion entre p53 y algunos de los marcadores, tenemaos por
ejemplo, que se obtuvo una relacién inversa, pero no significativa entre p53 y
Her2, de los 14 casos que fueron positivos para Her2, solo 4 lo fueron para p53.
Entre p53 y Bcl-2 se obtuvo una asociacion inversa estadisticamente
significativa (p<0.05) observandose que de los 19 sujetos que fueron negativos
para p53, 18 (94.7%) si marcaron para Bcl-2, mientras que la asociacién entre
Bax y p53 tambien resulté inversa pero no estadisticamente significativa,
teniendo que de los 24 sujetos que marcan positivos a Bax, hay 17 que marcan
pS53 negativo.

La relacibn que se obtuvo entre Bax y Bcl-2 fue directa pero no
estadisticamente significativa, debido a que de las 24 pacientes que fueron
positivas para Bax, 19 también fueron positivas para Bel-2.

6.4.1 Relacion entre la expresion de algunos marcadores tumorales con el
resto de los parametros inmunolégicos estudiados en las pacientes con
cancer de mama

Tres de las pacientes que presentaron la proporcion CD4/CD8 invertida
coincidieron en la expresion de los marcadores: Bax, Bcl-2, Her-2 y todos
expresaron |L-10 en su tejido tumoral

El grupo de pacientes que no expresan RNAm de IL-10 en el microambiente
tumoral y que tampoco lo expresan en el microambiente de los ganglios
presentd una elevada expresion de los marcadores Bax y Bcl-2. Por otra parte,
las pacientes que no expresan RNAm de IL-2 en sus tumores y que tampoco
expresan IL-2 en sus ganglios, presentaron una elevada expresion de Bax, Bcl-
2 y Her-2 en sus tumores, ademas de una alta expresion de la proteina IL-10
determinada por inmunohistoquimica.

Se determind la asociacion de las cadenas CD3-£ y CD3-e con los marcadores
tumorales debido a que como la deficiencia de estas cadenas implica una
deficiencia en la respuesta inmunolédgica queriamos conocer si algunos de los
marcadores tumorales pronético se encontraba asociado con una deficiencia en
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Al analizar la interaccién entre p53 y algunos de los marcadores, tenemos por
ejemplo, que se obtuvo una relacion inversa, pero no significativa entre p53 y
Her2, de los 14 casos que fueron positivos para Her2, solo 4 |o fueron para p53.
Entre p53 y Bcl-2 se obtuvo una asociacion inversa estadisticamente
significativa (p<0.05) observandose que de los 19 sujetos que fueron negativos
para p53, 18 (94.7%) si marcaron para Bcl-2, mientras que la asociacidn entre
Bax y p53 tambien resultd inversa pero no estadisticamente significativa,
teniendo que de los 24 sujetos que marcan positivos a Bax, hay 17 que marcan
p53 negativo.

La relacibn que se obtuvo entre Bax y Bcl-2 fue directa pero no
estadisticamente significativa, debido a que de las 24 pacientes que fueron
positivas para Bax, 19 también fueron positivas para Bcl-2.

6.4.1 Relacion entre la expresion de algunos marcadores tumorales con el
resto de los parametros inmunolégicos estudiados en las pacientes con

cancer de mama

Tres de las pacientes que presentaron la proporcion CD4/CD8 invertida
coincidieron en la expresion de los marcadores: Bax, Bcl-2, Her-2 y todos
expresaron IL-10 en su tejido tumoral

El grupo de pacientes que no expresan RNAm de IL-10 en el microambiente
tumoral y que tampoco lo expresan en el microambiente de los ganglios
presentd una elevada expresion de los marcadores Bax y Bel-2. Por otra parte,
las pacientes que no expresan RNAm de IL-2 en sus tumores y que tampoco
expresan IL-2 en sus ganglios, presentaron una elevada expresion de Bax, Bcl-
2 y Her-2 en sus tumores, ademas de una alta expresion de la proteina IL-10
determinada por inmunohistoquimica.

Se determiné la asociacion de las cadenas CD3-{ y CD3-e con los marcadores
tumorales debido a que como la deficiencia de estas cadenas implica una
deficiencia en la respuesta inmunoldgica queriamos conaocer si algunos de los
marcadores tumorales prondtico se encontraba asociado con una deficiencia en
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los polipéptidos a nivel local. No se observd asociacion estadisticamente
significativa entre CD3- y CD3-¢ con los marcadores tumorales (p>0.05). No
obstante, en el caso del marcador Bcl-2, se observd que cuando este es
positivo (20 sujetos), la mayoria de los sujetos (13/20= 65%) resultan negativos

a CD3-e; mientras que para CD3-{ un porciento analogo resultan positivos.

De nuestros resultados se observa que las pacientes que tienen alguna
deficiencia en los parametros inmunoldgicos estudiados presentan una elevada
expresion de los marcadores Bel-2, Bax y Her2, excepto en el caso de la
cadena { y Bcl-2, lo cual pudiera estar relacionado con la regulacion del
mecanismo de apoptosis a nivel local.

6.5 Estimacion de la supervivencia, el intervalo libre de enfermedad
y posibles factores pronéstico

Supervivencia: En la serie estudiada la supervivencia a los dos ainos resulté de
un 92%, o sea, la probabilidad de sobrevivir a los dos afios es de 0.92. En
general este valor debe ir disminuyendo a medida que pasa el tiempo, pero en
el caso de este estudio el seguimiento es corto, debido a que no es un estudio
de supervivencia y el analisis que se hace es solo descriptivo.

De la totalidad de las pacientes (30 sujetos) una fallecio y las restantes se
encontraban vivas al témino del seguimiento. La mediana del tiempo de
seguimiento resulté ser de 2.20 afios, es decir, alrededor de 24 meses.

Intervalo Libre de Enfermedad: El Intervalo Libre de Enfermedad (ILE) es el
tiempo que media entre la fecha en la que el paciente se declara en remision
completa y la fecha de recaida, si es que esta ocurre. En este estudio podemos
hablar de remision completa dado que a los pacientes se les extirpa el tumor,
por lo tanto a la fecha de la cirugia, las pacientes deben declararse en remision
completa. El ILE se calcula entre la fecha de la cirugia y la fecha de recaida (si
recae) o la fecha de ultima noticia (si no recae). En la muestra estudiada

recayeron cuatro pacientes, pero para el analisis de la curva del ILE se ha
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excluido uno de ellos debido a que no tenemos informacion de la fecha en que
entré en remision completa. Se estima un Intervalo Libre de Enfermedad al afio
del 96%, a los dos arios del 92% y a los tres afios del 82%. El grafico de la
curva para el ILE puede verse en la figura 23. La mediana para el ILE resulté
ser de 1.96 aiios, o sea, alrededor de 27 meses.

Factores Prondstico: Se realizé un analisis univariado utilizando el método de
Kaplan Meier y la prueba de LogRank para identificar diferentes factores
prondstico de tipo inmunolégico. Fueron consideradas en este analisis las
interleucinas, los marcadores tumorales y la proporcion invertida CD4/CD8. Se
observd una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) para el caso del
marcador p53, la curva que describe el ILE de los sujetos que marcan p53 es
diferente de la que describe el ILE de los sujetos que no marcan. El ILE es
mayor para los sujetos que no marcaron p53 (figura 24).

Para ningun otro factor se observé una diferencia estadisticamente significativa.
Aunque es importante senalar que en el case del analisis de la proporcion
CD4/CD8 (figura 25), los pacientes que la tienen invertida tienen un ILE menor
que el resto. En el caso de la presencia de IL-10 en los tejidos tumorales, los
pacientes que tienen expresidn de la citocina IL-10 tienen una ILE menor que
los que no la tienen (figura 26).
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Figura 24: Grafico de ILE segun la expresién de p53 en los tejidos tumorales.
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Figura 25: Grafico de ILE segun la proporcién CD4/CD8 invertida.
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Figura 26: Grafico de ILE segun la expresién de IL-10 en los tejidos tumorales.
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7. DISCUSION

El estado inmune de los pacientes con cancer es de crucial importancia, en
muchos casos se pueden encontrar inmunosuprimidos, ya sea como resultado
de la enfermedad o de tratamientos previos. Los pacientes incluidos en este
estudio no presentaban tratamientos oncolégicos previos. Cuando se analizé la
expresion fenotipica de algunos marcadores de activacion linfocitaria, no se
observaron graves alteraciones en la poblacion de células T. Aunque
aproximadamente el 50% de los pacientes se encontraban fuera de su rango de
referencia, para los 3 marcadores, estas variaciones no resultaron muy alejadas
de los valores normales, los cuales habian sido calculados en un rango cerrado
como la media del por ciento de células positivas de una poblacion de 50
sujetos +/- una desviacion estandar. Solamente hubo 4 casos que presentaron
una inversidon en su proporcion CD4/CD8, se trataron en su totalidad de
pacientes con diagnédstico de carcinoma ductal infiltrante, de ellos uno en etapa
| v los restantes en etapa I, uno de ellos presentaba ganglios metastaticos;
aungue no se mostrd ninguna asociacidn significativa entre la inversion de la
proporcion y estos parametros. Otfra caracteristica importante que se debe
sefalar, es que ninguno expreso IL-2 ni IFN-y en sus ganglios axilares y todos
mostraron expresion de IL-10 en los fumores, por lo tanto mostraron un
microambiente supresor en el fumor y no presentaron expresion de citocinas
activadoras en sus ganglios, lo que pudiera sugerir una deficiencia en su

respuesta inmune.

Las citocinas son mensajeros quimicos producidos por una variedad de células
activadas, los cuales actilan como reguladores y mediadores de la respuesta
inmune (Marsefii ef a/. 2001). En general han sido demostrados sus multiples
efectos en eventos celulares como son: la regulacion de la proliferacion celular,
diferenciacion y activacion en fa embriogénesis; en procesos inflamatorios y en
la respuesta inmune {Huang et al. 1999).

La produccién local de citocinas por los TIL en el microambiente del tumor es
crucial en el desarrollo de una respuesta inmune frente a las células tumorales y
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la presencia de las citocinas supresoras puede impedir esta respuesta efectora
(Venetsanakos et al. 1997). Por lo tanto €l hecho de que no se pueda estimular
la produccion de determinada citocina puede inhibir la funciéon de los TIL
dirigidos contra las células tumorales y esto puede conferir ventaja al tumor

para crecer y suprimir la actividad citotéxica de los linfocitos infiltrantes.

El perfil de citocinas Th1 se asocia fundamentalmente con la inmunidad
mediada por células, mientras que el perfi Th2 favorece una respuesta
humoral. Teniendo en cuenta que los dos tipos de respuesta se regulan entre
si, de una forma cruzada, se ha propuesto que el mecanismo que utilizan los
tumores para la evasion del sistema inmune es la supresion de la respuesta
Th1 por induccién preferencial de citocinas Th2 en &l sitio del tumor (Halak ef al.
1999).

En este trabajo se estudi6 la expresion de los RNAm de varias citocinas que
caracterizan las respuestas Th1 y Th2; en tumores y en ganglios linfaticos
regionales no metastaticos de pacientes con cancer de mama. El perfil de
citocinas observado en los tumores resultd heterogéneo, no obstante se
observé una predominancia de la respuesta Th2 en el microambiente tumoral,
caracterizada por la presencia de IL-10 en mas del 50% de las pacientes. Este
resultado coincide con lo reportado por varios investigadores que han
demostrado la presencia de un patrén Th2 en el sitio del tumor, en pacientes
con diferentes neoplasias (Karkevitch ef al. 1994, Venetsanacos et al. 1997,
Asselin-Paturel et al. 1998).

Contrariamente a los resultados obtenidos en los tumores, en los ganglios
axilares, se observd una predominancia de la respuesta Th1, dada por una
mayor frecuencia de la presencia de IL-2 e IFN-y en este microambiente. Ito
(1999) también, habia observado un incremento en citocinas Th1 en los
ganglios linfaticos regionales de pacientes con carcinoma de pulmédn, sometidos
a cirugia (lto et al. 1999).
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La elevada expresion de IL-10 habia sido reportada en células TIL de pacientes
con cancer de mama. Venetsanakos (1997) reporté la expresion de esta
citocina en mas del 50% de las pacientes analizadas en su estudio, Camp
(1996), Marrogui (1997) y Merendino (1999), también encontraron IL-10 en
pacientes con esta neoplasia (Camp et al. 1996, Marmrogui ef al. 1997,
Merendino ef al. 1999).

De acuerdo a los resultados obtenidos observamos mayor expresion de un
factor supresor en el microambiente tumoral al analizar globalmente la
poblacién de pacientes de nuestro estudio, en cambio, si lo comparamos con el
comportamiento en los ganglios linfaticos, este factor disminuye
considerablemente observandose un factor activador en este sitio anatomico.
La predominancia de una respuesta Th1 en los ganglios linfaticos regionales
resulta importante dado que como es el sitio donde los linfocitos son activados
por los antigenos que provienen de los tejidos periféricos, a través de la linfa; la
presencia de citocinas como IL-2 e IFN-y favorecen la activacion linfocitaria y
por lo tanto la recirculacion de linfocitos que pudieran responder a los antigenos
tumorales.

La IL-10 inhibe el desarrollo de una respuesta inmune celular por diferentes
vias. Tiene un efecto inhibitorio en la funcién y en la proliferacion de los
linfocitos T, inhibe la presentacion de antigenos por los macrofagos y las células
de Langerhans, asi como la presentacion de antigenos tumor asociados por las
células del tumor; inhibe la sintesis de citocinas inflamatorias por los
macréfagos, también se ha demostrado que inhibe la maduracion de las células
dendriticas que son las principales APC en la iniciacion de una respuesta
inmune (Venetsanakos ef al. 1997, Gastman et a/. 1999). Por lo tanto su funcién
es principalmente supresora de la respuesta inmune y el hecho de encontrar
una mayor frecuencia de esta en el microambiente del tumor implicaria una
posible supresién local.

Se ha reportado que IL-10 puede inhibir la proliferacién de las células T
humanas directamente bloqueando la produccion de IL-2 a nivel transcripcional
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(Halak ef al. 1999). No obstante, nosotros obtuvimos expresion del RNAm de IL-
2 en un 33% de los tumores. La asociacion de ambas citocinas fue
estadisticamente significativa en el sitio del tumor, aunque siempre result6é ser
predominante la interaccién en la que ambas fueron negativas, solamente en 9
pacientes coincidié la expresion de ambas, lo que representa el 30% del total de
la poblacién. Sugerimos que esto pudiera estar dado porque (a produccién de
citocinas, es heterogénea en las diferentes zonas del tumor producto de una
distribucion heterogénea de los linfocitos asociados al tumor y los linfocitos
infiltrantes. La expresion de IL-2 en el microambiente tumoral sugiere una
activacion local que puede ser suprimida por la presencia de IL-10. Los
resultados en el microambiente del tumor difieren de los obtenidos en los
ganglios linfaticos regionales, donde se observé una pérdida de expresion de
IL-10 asi como un incremento de |a expresion de |L-2 en estos érganos en las

pacientes con cancer de mama.

Las células T cooperadoras especificas para los antigenos del tumor pueden
secretar IFN-y, la cual puede incrementar la expresion de moléculas MHC clase
| y la susceptibilidad a la lisis por las células CTL. El IFN-y también puede
activar a los macrdéfagos para destruir a las células tumorales (Abbas et al.
2000). La faita de secrecion de IFN-y en el sitio del tumor observada en
nuestras pacientes tambien pudiera explicar una deficiencia en la respuesta

inmune local.

La produccién de IL-10 en el sitio del tumor puede ser utilizado por el tumor
para impedir su destruccion por el sistema inmune. Esto tiene importancia para
disefiar estrategias dirigidas a generar inmunidad tumor-especifica mediada por
células y sugiere que la neutralizacion de IL-10 pudiera ser clave para la
efectividad de tales terapias. La capacidad de la IL-10 para inhibir la generacion
de respuesta inmune en el sitio del tumor tiene importantes implicaciones con
respecto a la inmunoterapia local del cancer (Halak ef al. 1999).

En nuestro trabajo comparamos el nivel de expresién de la proteina IL-10 en los

tejidos tumorales con la expresion de diferentes marcadores tumorales
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reportados en cancer de mama con el objetivo de conocer si existe alguna
relacién del factor supresor IL-10 con diferentes factores pronésticos en esta
neoplasia. IL-10 solo mostré asociacidon con los marcadores de apoptosis,
positiva con los marcadores de la familia Bcl-2 y negativa con p53.

Una asociacién entre IL-10 y p53 ha sido descrita en el envejecimiento y en
carcinoma gastrico invasivo (Fox ef al. 2002). La induccion de ia expresién de
p53 se ve afectada en los individuos mayores de edad. La disminucién de la
funcién inmune se ha asociado con una acumulacién de células T de memoria,
estas se han relacionado con una pobre respuesta proliferativa. Las
alteraciones en la produccidn de citocinas relacionadas con la edad incluyen
una alta expresion de IL-4 e IL-10 y una baja produccién de IL-2. Este cambio a
citocinas Th2 se ha observado en ratones negativos a p53. En estudio llevado a
cabo en ratones p53-/-, estos mostraron acumulacion de células T de memoria
y una mayor expresion de |L-4, IL-6 e IL-10, después de estimulacion antigénica
(Fox et al. 2002). Existen reportes que indican que los promotores de algunas
citocinas son reprimidos por p53, esto sugiere que la regulacién negativa de
estas citocinas se pierde cuando hay deficiencia de p53 (Ohkusu-Tsukada et al.
1999). Inmunizacién de ratones con secuencias genéticas de p53 estimuld el
desarrollo de respuesta inmune tipo 1, p53-especifica, resuitando en una
inmunidad protectora al reto con adenocarcinoma mamario metastatico murino
(Parajuli et al. 2001). Este comportamiento no se ha reportado en cancer de
mama humano. Teniendo en cuenta los resultados anteriores pudieramos
explicar la relacién inversa observada entre [L-10 y p53 en nuestro estudio,
donde se observé que de los pacientes que resultaron negativos a p53, el 89%
fueron positivos para |IL-10.

Se ha documentado el papel de IL-10 como factor antiapoptotico, su efecto en
la supervivencia de las células se ha asociado con una expresion incrementada
de Bcl-2. IL-10 es capaz de prevenir la apoptosis inducida por activacién de
celulas T humanas. (Rojas ef al. 1999, Hashimoto ef al. 2001). La relacion entre
IL-10 y Bcl-2 también ha sido observada en células humanas de cancer; una
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disminucion en la expresion de IL-10 en células de linffoma no-Hodgkin's es
responsable de una disminucién en la expresion de Bcl-2 (Alas y Bonavida
2001). Teniendo en cuenta que IL-10 puede ejercer un efecto sobre la
expresion de Bcl-2 podemos explicar [a asociacién positiva que obtuvimos entre
estas dos proteinas en las muestras de fumor de las pacientes con cancer de
mama; del total de los pacientes que expresan IL-10, el 78% expresaron Bcl-2.

La asociacién positiva de IL-10 con Bax fue estadisticamente significativa, el
total de sujetos positivos para IL-10 resulté positivo para Bax. A pesar de que
Bax es una proteina apoptdtica, el hecho de que esté igualmente elevada que
su contraparte anti-apoptética Bcl-2, puede ser indicativo de inhibiciéon del
fendbmeno de apoptosis en las células tumorales, debido a que el heterodimero
Bax-Bcl-2 es anti-apoptético y sus dos componentes estdn igualmente
favorecidos en concentracion.

La expresion simultanea de IL-10 y la elevada expresion de proteinas de la
familia Bcl-2 en el microambiente tumoral, pueden representar una asociacion
de marcadores que relacionen el estado de la inmunidad del huéped con la
apoptosis en el tumor. Este tipo de asociaciones pueden tipificar con mayor
eficacia la agresividad de los tumores de mama.

La interaccién entre IL-10 y los marcadores de apoptosis no se habia
documentado en el tumor de mama, pero extrapolando los resultados obtenidos
en otros sistemas podemos dar explicacion a las interacciones observadas en
nuestro estudio, entre esta citocina y los marcadores: p53, Bax y Bcl-2, en el
tejido tumoral de pacientes con cancer de mama.

Como es conocido existen diferentes factores que provocan una disminucion de
la respuesta inmune local en pacientes con cancer, tal es el caso de las
proteinas que intervienen en la activacién de linfocitos T, por este motivo
analizamos la expresion de dos cadenas de la proteina CD3 en los tejidos
tumorales y lo comparamos con su expresidon en los ganglios linfaticos
regionales.
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La ausencia o disminucién en la expresion de las cadenas ¢ y ¢ afecta la via de
sefalizacion del TCR, por lo tanto, contribuye a una disfuncion inmune celular.
En los dltimos afios se han reportado defectos en la via de sefializacién en las
células T de pacientes con cancer. Estos defectos estan mayormente presentes
en las células linfoides derivadas del microambiente del tumor y con menos
frecuencia se han observado en sangre periférica (kuss ef al. 1999).

Varios grupos han reportado disminucién de la cadena € en linfocitos asociados
a tumor y en TIL de pacientes con carcinoma renal (Finke ef al. 1993),
colorectal (Nakagomi et al. 1993, Matsuda ef al. 1995), gastrico (Ishigami et al.
2002), cervical (De Gruijil ef al. 1999) y en cancer de cabeza y cuello (Muller st
al. 2002). Estos resultados coinciden con los presentados en este trabajo en
pacientes con cancer de mama, en el cual obtuvimos una disminucién en la
expresion de las cadenas £ y ¢ en el 33 y 53% de las pacientes
respectivamente. En cambio, cuando analizamos la expresién de CD3 { y € en
los ganglios linfaticos regionales, un elevado por ciento de las pacientes
expresaban ambas cadenas en este microambiente, 90 y 83% para € y &,
respectivamente. Estos resuitados nos sugieren que los linfocitos del
microambiente tumoral estan sometidos a mecanismos supresores que

provocan una disminucion de la respuesta inmune en diferentes vias.

Nieland (1998) observé una disminucion de IFN-y en células MNP de pacientes
con carcinoma de mama, después de ser estimuladas con anti-CD3; estas
células expresaban elevados niveles de CD3- (Nieland et al. 1998). Nosotros
encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de
la cadena CD3< y la presencia de IL-10 en el tejido tumoral, medida por
imunohistoquimica. Cuando IL-10 en el tejido es negativo, se tiene tambhién
CD3< negativo y cuando IL-10 en el tejido es positivo el 63% de la poblacion es
positiva a CD3<. Sin embargo, en los ganglios linfaticos tuvimos que para el
total de pacientes negativas a IL-10, la mayoria de las pacientes resultaron
positivas a ambas cadenas (87%). Estos resultados parecen contradictorios,
pero coinciden con la relacién encontrada entre la expresion de la cadena CD3-
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& y la presencia de un patrén Th1 o Th2. Nieland (1998) habia reportade una
afectacién del patrén Th1 con la expresion de |la cadena &, en cancer de mama
(Nieland et al. 1998); nosotros observamos que, tanto en ganglios como en
tumores, mas del 60% de las pacientes que expresan CD3-, no expresan un
patron Th1; mientras que el 60% de las pacientes que expresaron CD3-{
expresaban un patrén Th2 en el microambiente tumoral; contrariamente en
ganglios mas del 70% de las pacientes que expresaron £, no expresaron Th2.
Pensamos que este comportamiento diferente del patron Th2 (IL-10), en ambos
microambientes, en relacién con la expresién de la cadena ¢, se deba a la
influencia de diferentes factores regulatorios en cada microambiente; en el caso
de los tumores la presencia del factor supresor IL-10 pudiera afectar la

respuesta inmue local aun en el caso de pacientes que expresan la cadena €.

Gastman (1999) sefialé que las caspasas estan involucradas en la degradacion
de la cadena { (Gastman ef al. 1999). Los mecanismos responsables de la
deficiencia en esta cadena son desconocidos pero se ha propuesto que puedan
estar relacionados con la apoptosis de las células T inducida por el tumor (Kuss
ef al. 1999). Nuestros resultados indicaron una cierta asociacién directa de
CD3< con Bcl-2 en el microambiente tumoral, la cual no fue significativa, pero
se observé que cuando el marcador Bcl-2 resulté positivo (20 sujetos), el 65%

de las pacientes expresaron CD3-C.

La deficiencia de expresion de ambas cadenas implica una deficiencia de
expresion del TCR/CD3 en la superficie celular (Abbas et al. 2000). En nuestro
estudio, la mayoria de las pacientes que tuvieron baja expresidon de su
marcador linfocitario CD3 en sangre periférica, no expresaron las cadenas CD3-
£ y CD3-, lo que nos pudiera sugerir una deficiencia de alguna de las cadenas
en los linfocitos periféricos de las pacientes que pudiera provocar una
disminucion en la expresion de CD3.

La importancia de las cadenas CD3- y CD3-¢, en las células T es dual; la

sintesis de estas dos cadenas es imprescindible para la formacién del receptor
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y su expresidon en la superficie celular y por otra parte, después del
reconocimiento antigénico son los primeros sustratos que se fosforilan y
desencadenan la cascada de eventos intracelulares que conducen finalmente a
la activacion de las células T. Una deficiencia en alguna de ellas provocaria una
deficiencia tanto en el reconocimiento del antigeno como en el mecanismo de
activacion de las células T y por lo tanto se afectaria el desarrollo de la
respuesta efectora antitumoral. La disminucién en la expresion de las cadenas {

y € es biolégicamente importante, se ha observado que puede ser normalizada
en pacientes sometidos a bioterapia con interleucinas, pudieran servir como un
biomarcador no solo para definir la funcién inmune de los pacientes sino
también como un factor prongstico y de respuesta a inmunoterapia en pacientes
con cancer.

La disminucion en la funcion inmune conduce a una pérdida de la
inmunovigilancia y por tanto favorece el desarrollo del tumor, pero, por otra
parte esta disfuncién inmune puede deberse a un efecto secundario inducido
por las propias células tumorales. El estudio de los diferentes factores que
afectan la respuesta inmune en cancer de mama resulta importante para
entender la respuesta inmunolégica que se produce en el microambiente
tumoral la cual seria vital en el control de la progresidon del tumor, ademas,
conociendo con presicién las alteraciones que se producen en esta respuesta
se pudieran desarrollar estrategias inmunoterapeuticas dirigidas contra la
afectacion especifica.
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. CONCLUSIONES

. Las pacientes incluidas en el estudio, no presentaron alteraciones
fenotipicas en la poblacién de células T periféricas en cuanto a los
marcadores analizados, solamente 4 de ellas tuvo una inversién en su
relacion CD4:CDS8.

. Predominio de un patrén de citocinas Th2 en el microambiente tumoral,
dado por una mayor frecuencia de expresion de IL-10 en los tumores; en
contraste con el predominio de un patrén Th1 en los ganglios linfaticos
regionales no metastaticos debido a una mayor frecuencia de IL-2 en este
micraambiente.

. Baja frecuencia de expresion de las proteinas de activacion CD3€ y CD3-¢
en el microambiente tumoral a diferencia de la elevada expresién de ambas
cadenas en los ganglios linfaticos regionales no metastaticos.

. Asociacién de la proteina IL-10 con los marcadores tumorales relacionados
con la apoptosis: directa entre IL-10 y Bel-2 y Bax e inversa con p53.
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10. APENDICE

Modelo de Recoleccion de Datos.

Nombre: No. Inclusién; HC:
Etapa Clinica: Clasificacion TNM: Histologia:
Fecha inscripcion: / / Fecha de diagnéstico: / /

» Caracteristicas Fenotipicas:

% de positividad

CcD3

CD4

cDg

« Citocinas Microambiente Tumoral:

Negativo

Positivo

¢ Citocinas Microambiente Sano:

IL2

IL10

IL4

IFN

eProteinas de Activacién
Microambiente Tumoral

Negativo

Positivo

CD3-¢

CD3-¢

Negativo Positivo
IL2
IL10
IL4
IFN
eProteinas de Activacién
Microambiente Sano
Negativo Positivo
CD3-¢
CD3-¢

¢ Marcadores Tumorales:;

Negativo

Positivo

IL10

P53

BCL-2

Her-2

RE

Bax

Recaida: 1.81 2.NO

Si la respuesta anterior es si, entonces: Fecha recaida:
! /

Fecha de ultima Noticia:

Estado a la ultima noticia:

1. Vivo 2. Fallecido










