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RESUMEN

Fundamento: Cuba, como otros paises, investiga para dilucidar los mecanismos de
defensa antitumoral y la obtencién de productos inmunomoduladores con potencial
terapéutico y antitumoral. Objetivo: Caracterizar los linfocitos T que infiltran estos
tumores, a través del método de inmunofluorescencia indirecta, con la utilizacion de
anticuerpos monoclonales anti-CD3, CD4 y CD8. Método: Se realizé un estudio descriptivo
a 41 pacientes operadas de carcinoma de mama, en el Hospital Provincial Oncolégico “Marie
Curie” de la provincia de Camagley, desde mayo de 2005 hasta mayo de 2006. Las
muestras de tejido se obtuvieron por extirpacion quirdrgica del tumor o glandula mamaria,
con diagnoéstico positivo de carcinoma. Se realizd la identificacion cualitativa de estos

linfocitos en los tejidos y se determind la intensidad del marcaje. Resultados: De 41



pacientes, 37 presentaron carcinoma ductal infiltrante, 32 de tipo convencional y cinco del
tipo comedocarcinoma, el resto presentd carcinoma lobulillar infiltrante; la mayor
intensidad del marcaje lo tuvo el comedocarcinoma. La intensidad del marcaje del linfocito T
fue mayor para CD3 y CD4 y menor para el CD8. Conclusiones: Se encontraron tres
variedades histologicas, carcinoma ductal infiltrante convencional, ductal tipo
comedocarcinoma Yy lobulillar infiltrante, el mas frecuente fue el de tipo convencional; sin

encontrarse diferencia de respuesta al no detectarse cambios notables en el marcaje.
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ABSTRACT

Background: Cuba, as other countries, investigates to elucidate the antitumoral defense
mechanisms and the obtainment of immunomodulator products with therapeutic and
antitumoral potential. Objective: To characterize the T cells that infiltrate these tumors,
through the indirect immunofluorescence method, with the use of anti-CD3, CD4 and CD8
monoclonal antibodies. Method: A descriptive study to 41 patients operated of carcinoma
of the breast was performed, in the Oncological Provincial Hospital "Marie Curie" of
Camaguley province, from May 2005 to May 2006. The tissue samples were obtained by
surgical extirpation of the tumor or mammary gland, with positive diagnosis of carcinoma.
It was carried out the qualitative identification of these lymphocytes in the tissues and the
radiolabel intensity was determined. Results: Out of 41 patients, 37 presented infiltrating
ductal carcinoma, 32 of conventional type and five of comedocarcinoma type, the rest
presented infiltrating lobular carcinoma; the comedocarcinoma had the biggest intensity in
the radiolabel. The radiolabel intensity of the T cell was bigger for CD3 and CD4 and minor
for CD8. Conclusions: Three histologic varieties were found, conventional infiltrating ductal
carcinoma, ductal type comedocarcinoma and infiltrating lobular, the most frequent was the
conventional type; no difference answer was found since were not detected remarkable

changes in the radiolabel.
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INTRODUCCION

El cancer de mama es la tercera causa mas frecuente de cancer en el mundo (796 000

pacientes en 1990) y la de mas alta incidencia en las mujeres (21 % de todos los pacientes



nuevos), con una tasa de crecimiento anual del 0,5 %, por lo que se esperan 1,35 millones
de pacientes para el 2010. En el mundo, mueren anualmente alrededor de 314 000
mujeres por esta enfermedad, lo que representa el 14 % de todas las muertes por cancer

en el sexo femenino. *

El cancer de mama es el tumor mas frecuente en las mujeres de los paises desarrollados.
Se calcula que en Europa apareceran unos 130 000 pacientes al afo, lo que representa
entre un 20 y un 25 % de todos los canceres de las mujeres. La incidencia anual dentro de
los paises europeos es variable, entre 50 y 70 por cada 100 000 mujeres en los paises
nordicos y occidentales, y de 25 a 40 por cada 100 000 mujeres en los del este y
mediterraneos.? En Cuba, esta oncopatia es la localizaciéon de cancer mas frecuente (17,8
% del total de pacientes nuevos) y la primera causa de muerte por cancer en las mujeres
(15,3 % del total de muertes por cancer). Estudios realizados en nuestro pais muestran
que Camagiiey no se encuentra entre las provincias con mayor incidencia relativa a nivel

nacional.®

El cancer mamario es una hiperplasia ductal o lobulillar con atipias en su etapa inicial de
evolucién bioldgica; posteriormente, es un carcinoma in situ, en donde hay integridad de la
membrana basal que cuando es invadida, pasa a ser un carcinoma infiltrante ductal o
lobulillar. EI 80 % son carcinomas ductales infiltrantes y los carcinomas lobulillares oscilan
entre el 2 % y el 5 %. La supervivencia de ambos es similar, asi como la incidencia de
metastasis ganglionares, la mejor supervivencia se asocia a los subtipos tubulares,

cribiforme, coloide y papilar.* ®

Los linfocitos T inmunocompetentes se originan en el timo. En un estadio temprano de su
diferenciacidon en la corteza, éstos sintetizan e insertan en su membrana distintas moléculas
de superficie, que permiten a los inmundlogos identificar diferentes subpoblaciones de
linfocitos T, mediante el empleo de anticuerpos especificos para estos marcadores de
superficie. Dos de estos marcadores son CD4 y CD8, a medida que se diferencian también
adquieren moléculas de superficie del complejo mayor de histocompatibilidad MHC (segun
sus siglas en ingles major histocompatibility complex) que les permite distinguir lo propio
del organismo, de las células extrafias. Los linfocitos de fenotipo CD8 llevan moléculas de
superficie del MHC de clase | las cuales estan presentes en todas las células del organismo;
los linfocitos del fenotipo CD4 que sirven posteriormente como células T colaboradoras en
la respuesta inmunitaria humoral, llevan moléculas del MHC 11 las cuales se encuentran en
las células del sistema inmunitario. Los linfocitos T sintetizan e insertan receptores para el
reconocimiento de antigenos en su membrana durante su diferenciacidon, denominados con
las siglas TCR receptor de células T asociado no covalentemente al llamado complejo CD3

lo que conjuntamente se denomina complejo receptor de las células T. ©’



Los estudios que relacionan los linfocitos T con los diferentes tipos histolégicos de cancer de
mama son escasos y no concluyentes, lo que motivé a la realizacién de esta investigacion,
que supondrd un aporte de elementos tedricos valiosos para el desarrollo de futuros

proyectos investigativos.

METODO

Se realiz6 un estudio descriptivo con las 41 pacientes operadas y diagnosticadas
histolégicamente de carcinoma de la mama, atendidas en la consulta especializada del
Hospital Provincial Oncolégico “Marie Curie” de la provincia de Camaguey, desde mayo de
2005 hasta mayo de 2006, con el objetivo de caracterizar los linfocitos T que infiltran
tumores malignos de la glandula mamaria a través del método de inmunofluorescencia

indirecta, se utilizaron los anticuerpos monoclonales (AcM) anti CD3, anti CD4 y anti CD8.

Se cre6 un formulario como fuente de informacién primaria, para lo que se tuvo en cuenta
la bibliografia revisada y el criterio de expertos, se incluyeron variables como el tipo
histolégico de tumor, la presencia de linfocitos T en el tumor y la intensidad del marcaje
mediante los AcM anti CD3, anti CD4 y anti CD8.

Formulario

Caracterizacion de los linfocitos T en la respuesta inmune celular de variedades
histolégicas de tumores malignos de mamas.

Tipo histoldgico

1-Ductal infiltrante convencional

2-Comedocarcinoma

Lobulillar infiltrante Presencia de linfocitos
1-cb3 Si _ No __

2Cb4 Si__ No __

3-CD8 Si No

Intensidad del marcaje para CD3, CD4 y CDS8.
1-Débil

2-Moderado

3-Intenso

4-Negativo

Operacionalizacion de las variables, muestras de tejido y técnicas

Las muestras del tejido mamario se obtuvieron por exéresis o extirpaciéon quirdrgica del

tumor o glandula mamaria, con diagnéstico positivo de carcinoma de mama, en mujeres de



mas de 30 afios de edad, las muestras se tomaron dentro de las seis primeras horas

posteriores a su extirpacion quirdrgica.

De los tejidos mamarios obtenidos se tomaron fragmentos con un tamafio de 1 x 1 cm. Un
corte del fragmento de cada paciente se examiné por un histdlogo, se utilizé la coloracion
de hematoxilina y eosina, método que se aplica en los laboratorios de anatomia patolégica

del pais.

Se procedié de igual forma a realizarle a los cortes de cada paciente, la técnica
inmunohistoquimica (IHQ) de inmunofluorescencia indirecta (IFl), por el método
convencional para identificar la presencia de linfocitos T infiltrados en el tumor, se
utilizaron los anticuerpos monoclonales anti linfocitos T (anti CD3, anti CD4 y anti CD8) y
un segundo anticuerpo marcado con fluoresceina, que evidencié la uniéon del anticuerpo

monoclonal con el antigeno del linfocitos T correspondiente.

Las preparaciones se observaron en un microscopio de inmunofluorescencia, lo que
permitié la identificacion cualitativa de estos linfocitos en los tejidos en estudio y la
intensidad del marcaje se informé a través del sistema de cruces: (+) débil, (++)

moderado, (+++) intenso y (-) para el negativo.

RESULTADOS

En cuanto al diagnéstico histologico realizado a las 41 pacientes estudiadas se aprecié que
el carcinoma ductal infiltrante se encontré en 37 pacientes, para un 90,24 % vy el tipo mas
representado fue el convencional. Con respecto a la variedad histolégica el mayor por
ciento correspondié a los carcinomas ductales infiltrantes convencionales (78,04 %), el
resto fueron comedocarcinomas infiltrantes (12,20 %) vy lobulillares infiltrantes (9,76
%). Tabla 1

Respecto a la relacion entre el tipo histolégico de neoplasia mamaria y la intensidad del
marcaje de los linfocitos T con los anticuerpos monoclonales estudiados, se observd que la
mayor intensidad del marcaje lo tuvo el comedocarcinoma, para los tres anticuerpos (80
%), es de sefialar que los por cientos de marcaje fueron iguales para CD3 y CD4, no asi
para CD8 donde la variedad carcinoma ductal infiltrante convencional se presenté en menor

por ciento (68,7 %). Tabla 2, 3, 4

DISCUSION

Diariamente, se generan en el organismo células con transformaciones potencialmente

malignas que son identificadas y destruidas rapidamente por el sistema inmune debido a un



proceso denominado “imnunovigilancia”, teoria que fue propuesta por Thomas y Burned en

el afio 1957.8

Una evidencia clinica de este fendmeno es la alta frecuencia de tumores malignos que se
desarrollan en personas inmnunodeficientes, otras evidencias clinicas y experimentales,
muestran la presencia de infiltrado de linfocitos en algunos tumores, esto es asociado a un

mejor prondstico en comparacion con tumores histolégicamente similares sin infiltrado.® ®

Azzopardi y Hartmann'®, en la clasificacién histolégica adoptada por la OMS, mencionan que
la frecuencia de carcinoma ductales infiltrantes de tipo convencional se encuentra entre un
75 % a un 85 %, los de tipo comedocarcinoma entre el 5 % y el 10 % Yy los lobulillares
infiltrantes se encuentran entre el 8 % y el 10 %, los resultados de esta investigacion

coinciden con los obtenidos por estos autores.™*

Tanto las células CD3, CD4 como las células CD8 tienen capacidad para inducir resistencia
contra el crecimiento tumoral, aunque por mecanismos distintos. Las células CD8 ejercen un
efecto antitumoral directo, debido a la capacidad citotoxica de éstas, mientras el efecto
mediado por CD3 y CD4 se debe a la produccién de citocinas. Buttler *° resalta la importancia
de la utilizacién de anticuerpos monoclonales para la detecciéon de infiltrados linfocitarios y de
otros marcadores bioldgicos en el cancer de mama, mediante técnicas inmunohistoquimicas
(inmunofluorescencia directa e indirecta).*? 4

En una investigacion multicéntrica realizada en lllinois, Estados Unidos, se identificaron CD4 y
CD8, entre otros marcadores, en neoplasias mamarias, se concluyé que estos fueron factores
diagnosticos y predictores de relevancia del carcinoma intraductal, sobre todo en la variedad
comedocarcinoma, resultado similar a la presente investigacion en lo que respecta a los
anticuerpos monoclonales (CD4 y CD8) que se utilizaron en el estudio y lo explican debido a
su histologia, grado de diferenciaciéon y por ciento de necrosis, entre otros. *® Otros
investigadores refuerzan estos hallazgos y sefialan que los mismos (CD8) inhiben Ila

tumorogénesis, la invasion linfatica y por tanto aumentan la sobrevida de esta oncopatia. *°

Willerfod **, en una investigaciéon randomizada que incluydé 1 444 pacientes portadoras de
cancer de mama, detecta frecuencias inferiores de CD3, CD4, y CD8, lo cual justifica lo
planteando, o sea, que la presencia de estos es inversamente proporcional a la agresividad
histolégica del tumor (comedocarcinomas infiltrantes, mixtos, inflamatorio, entre otros) y

al grado de diferenciacion celular.

| ¥ en un meta-andlisis realizado en Estados Unidos de Norteamérica el cual

Camp et a
incluyd 2 345 pacientes con enfermedades mamarias, también detect6 elevados por cientos

de infiltrados linfocitarios de CD3 y CD8, sefalan, ademas, que el primero de estos se



observé con frecuencias mas elevadas en las enfermedades mamarias malignas (). Otras
publicaciones internacionales detectaron resultados similares, aunque ademas de incluir la
deteccién de los anticuerpos CD3, CD4 y CD8 utilizaron otros anticuerpos monoclonales con

fines terapéuticos, el primero usé el CD40 y el segundo el CD95 (18).

CONCLUSIONES

Entre las muestras escogidas se hallaron tres variedades histolégicas, carcinoma ductal
infiltrante convencional, carcinoma ductal tipo comedocarcinoma y carcinoma lobulillar

infiltrante, el mas frecuente fue el de tipo convencional.

En la mayoria de las muestras se identific6 el infiltrado linfocitario, que evidencié una
respuesta inmune celular frente al tumor. La intensidad del marcaje del linfocito T fue

ligeramente mayor para CD3 y CD4 y menor para el CD8.

No se encontro diferencia de la respuesta inmune celular en ninguno de los tipos histoldgicos,
al no detectarse cambios notables en el marcaje frente a los diferentes hallazgos

histopatolégicos.
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