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RESUMEN:

a presencia de un infiltrado inflamatorio mononuclear en los tumores

malignos es un hecho frecuente que fue relacionado durante afios con buen
pronostico. Sin embargo, ain no estd del todo aclarado el mecanismo de
reclutamiento de las células inmunes hacia el tumor ni por qué las células efectoras
de la respuesta inmune no ejercen su accion antitumoral. Una variedad de cancer de
mama denominada carcinoma medular caracterizada por crecimiento celular solido
y un denso infiltrado linfocitario, presenta una prondstico mejor comparado con los
tipos histoldgicos mas comunes. Esta bien establecido que el aflujo de leucocitos a
los tumores estd asociado a la angiogénesis. Es este estudio demostramos por
inmunohistoquimica en carcinomas mamarios, que la presencia de linfocitos T
CD4+ (helper) estd fuertemente correlacionada con la expresion de VEGF
(Vascular Endotelial Growth Factor ) y de ALCAM (Activated Leukocyte Cell
Adhesion Molecule ).Sin embargo el nimero de linfocitos T CD8+ en el infiltrado
intratumoral supera ampliamente al de CD4+ pero no se correlaciona con dichas
moléculas, hecho que sugiere la existencia de otros mecanismos de reclutamiento.
También se detectaron pocos casos que presentaban células NK CD57+
intratumorales y en aquellos que eran positivos su ndmero era escaso. Resulta
paraddjico que pese a la presencia de células efectoras de una respuesta inmune
celular en el microambiente tumoral, las células tumorales no sean rechazadas o
eliminadas. Son necesarias méas investigaciones para determinar el grado de
funcionalidad de los linfocitos T helper y T citotoxicos intratumorales, ya que los
hallazgos de este trabajo son absolutamente preliminares.
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INTRODUCCION

La presencia de un infiltrado inflamatorio mononuclear en los tumores malignos
es un hecho frecuente que fue relacionado durante afios con buen pronéstico de la
enfermedad *.Una variedad de cancer de mama, denominada carcinoma medular
caracterizada por un patron de crecimiento celular sélido y un denso infiltrado
linfocitario, exhibe un prondstico mejor comparado con los tipos histolégicos méas
comunes tales como el carcinoma ductal infiltrante y el lobulillar infiltrante 2. El
inmunofenotipo de esas poblaciones linfoideas ha sido caracterizado por diferentes
autores los que han demostrado un predominio de linfocitos T citotoxicos,
macrofagos y células dendriticas y una gran pobreza en células NK y linfocitos B.
La presencia de la poblacién T citotoxica/supresora y de macréfagos representaria
la resistencia del huésped contra el cancer y explicaria, en parte y en forma
simplista, el buen pronostico de esta variedad histolégica 2. Sin embargo, en los
carcinomas ductal y lobulillar infiltrantes tanto la estroma como los cordones
tumorales también se encuentran infiltrados por células linfoideas dispersas o en
acumulos focales. Su andlisis inmunofenotipico ha arrojado resultados diferentes
en la bibliografia; asi mientras algunos autores encontraron aumento de los
linfocitos CD4+ intratumorales respecto a los CD8+ * otros demostraron lo
contrario.”> Esta discrepancia, podria atribuirse a los distintas técnicas de
evaluacion. Por otra parte, aln no esta del todo aclarado el reclutamiento de las
células inmunes hacia el tumor ni por qué las células efectoras de la respuesta
inmune no ejercen una accion antitumoral eficaz. Esta bien establecido que el
reclutamiento de leucocitos a los sitios de lesion y/o tumor estd asociado a la
angiogénesis. En estos ultimos afios, se ha focalizado la atencién en dos moléculas
relacionadas con la angiogénesis. Una de ellas es la molécula de adhesion,
denominada ALCAM, CD166 (sigla inglesa de Activated Leukocyte Cell Adhesion
Molecule) que regula una variedad de funciones celulares tales como la migracion,
la respuesta inflamatoria y la angiogénesis. Se expresa en monocitos activados y
células endoteliales como también en células tumorales. Su ligando se expresa en
la superficie de linfocitos T activados. ® En los tumores, ALCAM ha sido descripto
en células malignas primarias de melanoma y en las metastasicas como también en
lineas celulares de carcinoma de mama, pulmén, colon y proéstata. En carcinoma de
mama, un fuerte expresion en el citoplasma, se considera como un nuevo marcador
biolégico de mal pronéstico.’

La otra molécula es el VEGF (sigla inglesa de Vascular Endotelial Growth
Factor) que cumple importantes roles tanto en la angiogénesis fisiol6gica como
patoldgica. Estimula la proliferacion endotelial y actia como una citoquina
proinflamatoria induciendo la expresién de moléculas de adhesion endotelial y de
moléculas quimiotacticas para monocitos y linfocitos.

Basandonos en estas observaciones, iniciamos este estudio que consistié en la
caracterizacion de linfocitos T CD4+ (Helper), linfocitos T CD8+ (Citotdxicos),
células NK (natural killer CD57+), de factores angiogénicos (VEGF) y de
molélulas de adhesion (ALCAM) en carcinomas de mama, con el fin de investigar
la relacidn entre el reclutamiento de estas células efectoras de la respuesta inmune
y algunos factores que regulan la vasculogénesis y la adhesion celular.
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Fig. 5: Expresion de VEGF
endoteliales de vasos intratumorales

Fig. 4: Expresion de ALCAM en las células
tumorales (x 250)
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 15 carcinomas de mama provenientes de pacientes cuyas edades oscilaron entre
los 43 y 75 aflos y cuyos tipos histolégicos, gradacion y clasificacion TNM figuran en la tabla 1.
El material obtenido en el acto quirdrgico fue inmediatamente introducido en OCT (medio de
imbibicion sintético) para su conservacion en frio y cortado en un criostato a —20° C . Los cortes
obtenidos de 5 um de espesor se colocaron en portaobjetos silanizados.

Tabla 1
Grado
Histologia histolégico TNM ALCAM | VEGF CD4 CD8 CD57
CIS 1 T1NOMO 0 1 1 1 0
CDI I T2NOMO 0 0 0 1 0
CDI 11 T2NOMO 1 1 2 3 0
CDI I T2NOMO 1 0 0 1 0
CA. NOS 1] T3NOMO 0 0 0 3 0
CLI I T2N1MO 1 1 2 2 1
CLI I T2N1MO 0 0 0 2 0
CDI 11 TINOMO 1 1 2 3 0
NOS 1] T2NOMO 0 1 2 3 1
CA TUBULAR | TINOMO 0 0 0 3 0
CDI 11 T3NOMO 1 1 1 3 0
CDI I T2NOMO 1 1 3 2 2
CDI 1 T1NOMO 0 1 0 0 0
CDI I T1INOMO 0 0 0 1 0
CDI I T2N1IMO 0 0 0 3 0
NOTA:
CDiI: carcinoma ductal
infiltrante

CLI: carcinoma lobulillar infiltrante

NOS: carcinoma de mama sin otra especificacion
Ca.tubular

CIS: Carcinoma In Situ

Sobre ellos se efectuaron técnicas de inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales
CD4 (linfocitos T helper) CD8 (linfocitos T citotoxicos/supresores) CD57 (Natural Killer),
ALCAM y VEGF de origen comercial. Todos los antisueros fueron proporcionados por el Dr.
Fabian Benencia del Center for Research in Reproduction and Women’s Health. University of
Pennsylvania, Philadelphia USA (tabla 2). La inmunomarcacion se realizé de acuerdo al
siguiente protocolo: incubacién durante una hora con el antisuero primario a temperatura
ambiente previo bloqueo de la peroxidasa endégena con H202 al 3% por espacio de 20
minutos. Posteriormente los cortes se incubaron 30 minutos con el antisuero secundario
biotinilado para més tarde hacerlo con el complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa.

Como control negativo, se reemplazo la incubacién con el antisuero primario especifico por
PBS. En todos los pasos, los lavados se hicieron con PBS (Phosphate Buffer Saline). Para el
revelado se utilizo ethyl-carbazol como cromoégeno y la Hematoxilina de Mayer como
contracoloracién. Como medio de montaje se utilizé gelatina glicerinada. La inmunomarcacion
fue evaluada segun el método modificado de Ben-Ezra y Shiebani : 0= ausencia de positividad;
1+=0 a 50 % de células marcadas; 2+= 50-75% de células marcadas; 3+= 75-100% de células
marcadas. Los datos en cada grupo fueron analizados y comparados estadisticamente por el Test
de Correlacion Lineal de Pearson.
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Tabla 2

Anticuerpo Origen comercial Expresién principal

Anti-CD4 DAKO CYTOMATION T Colaboradores

Anti-CD8 BD Biosciences T citotdxicos/supresores
Anti-CD57 DAKO CYTOMATION Células NK, linfocitos T activados
Anti- ALCAM R and D Systems Molécula de adhesién leucocitaria
Anti-VEGF Santa Cruz Biotechnology |Células endoteliales

Enzyme Staining Vector Laboratories Anti- Mouse

System Universal Reagent
RESULTADOS

Los diagnosticos histologicos de los casos de carcinoma mamario, su gradacion y ubicacion
dentro de la clasificacion TNM junto con resultados del anélisis inmunohistoquimico estan
volcados en la tabla 1. La gradacion histoldgica de los casos de carcinoma mamario, se realizd
segln la clasificacion de Bloom y Richardson modificada °. Se pudo demostrar que la poblacién
celular NK CD57+ estaba practicamente ausente en casi todos los casos (13%).En los pocos
casos que presentaban células NKCD57+, éstas se ubicaban exclusivamente en los cordones
tumorales, en forma dispersa (Fig.3).

La poblacidn linfoidea T predominante fue la de los linfocitos CD8+, tanto en la densidad
como en el porcentaje (93%) de los casos. La densidad y porcentaje (54%) de linfocitos T
CD4+, en relacion con los CD8+, fue menor en ambos casos. Los linfocitos T CD4+ y los
CD8+ se ubicaban tanto en la estroma como en los cordones tumorales (Fig. 1 y 2). La
positividad para ALCAM en las células tumorales se demostro en casi 50% de los casos, siendo
un poco mayor la de VEGF (60% de los casos) (Fig. 4 y 5). La expresion de VEGF y de
ALCAM se correlacionaron significativamente ( r = 0.4910 p< 0,05), indicando que en general
los casos de carcinoma mamario que expresan ALCAM también expresan VEGF. Se encontr6
correlacion significativa entre la expresion de ALCAM y VEGF con los linfocitos CD4+ (r
=0.6378, p< 0.01 y r=0.7916, p < 0.0004 respectivamente). Respecto a la correlacién entre la
densidad de linfocitos T CD8+ y la expresion de ALCAM y VEGF, el coeficiente de
correlacion ( r) fue de 0,2182, p< 0,4 y r = 0,6250 p< 0.8 respectivamente, indicando la ausencia
de asociacion entre estas moléculas y la poblaciéon T CD8+. Por otro lado, no se encontrd
correlacién entre la expresion de ALCAM y VEGF con el grado ni con el tipo histoldgico.

DISCUSION

Nuestros resultados indican que las células tumorales del carcinoma mamario pueden
expresar en forma conjunta ALCAM y VEGF. Por otra parte, observamos que la presencia de
linfocitos T CD4+ que juegan un rol central en la amplificacion y regulacion de la respuesta
inmune celular, estd fuertemente correlacionada con la expresion de estas moléculas. Sin
embargo, el niamero de linfocitos T CD8+ en el infiltrado intratumoral supera ampliamente al de
CD4+. Los linfocitos T CD8+ constituyen las principales células efectoras de la respuesta
inmune adaptativa, capaces de lisar a las células tumorales.

El VEGF, considerado una citoquina multifuncional, ademas de actuar como promotor de la
angiogénesis, es un factor regulador del tréfico de células T tanto en érganos y tejidos linfaticos
como no linfaticos. Actua sobre células endoteliales promoviendo la expresion de moléculas de
adhesion, como E-selectina, ICAM-1 y VCAM, asi como la expresion de genes de la
quimioquina IP10, que tiene su receptor CxCR3 en linfocitos T ©.

13



ALCAM tiene, entre otras funciones, la de favorecer la migracién celular. Su ligando esta
presente en numerosas células, incluidos los linfocitos CD4+ y CD8+ activados. De esta
manera, la afluencia de células T en el infiltrado intratumoral podria responder a la expresion de
ambas moléculas sobre las células tumorales.

En trabajos previos en nuestro laboratorio ° , hemos demostrado en ganglios linfaticos
regionales de pacientes portadoras de cancer mamario, un predominio de linfocitos CD8+ sobre
CD4+ con inversion de la férmula normal.

La correlacion entre la expresion de moléculas de adhesién y de factores angiogénicos con la
infiltracion de linfocitos T helper, sugieren que estas moléculas estan efectivamente implicadas
en su reclutamiento intratumoral. En cambio, el aflujo de linfocitos T citotoxicos no parece estar
correlacionado con estas moléculas, hecho que sugiere la existencia de otros mecanismos de
reclutamiento. Sin embargo, resulta paradéjico que pese a la presencia de células efectoras de
una respuesta inmune celular en el microambiente tumoral, las células tumorales no sean
rechazadas o eliminadas.

Las células NK junto con los linfocitos T median los estadios iniciales de la vigilancia
inmunoldgica. Son capaces de eliminar las células tumorales y reclutar monocitos in vivo. De
esta manera la pobreza de células NK en el infiltrado intratumoral podria contribuir a la
progresion de las neoplasias 2.

Serdn necesarias mas investigaciones para determinar el grado de funcionalidad de los
linfocitos T helper y T citotdxicos, ya que los hallazgos de este trabajo son absolutamente
preliminares.
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