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GLOSARIO

TNM = Tumor, node, metastasis

PBMC = Células mononucleares de sangre periférica

SCMT = Suspension celular de muestra de tejido

M1/M2 = Macrofagos tipo 1y 2

MT = Microambiente tumoral

CD (CDm, CDp) = Células dendriticas (mieloides, plasmacitoides)
TAM = Macréfagos asociados a tumor

OMS = Organizacién Mundial de la Salud

FNA = Aspiracién con aguja fina

IHC = Inmunohistoquimica

RE = Receptor de estrégenos

RP = Receptor de progesterona

HER-2 = Receptor del factor de crecimiento epidermal humano 2
Th = Linfocito T helper

NK = Natural Killer

TIL = Linfocitos infiltrantes de tumor

IL = Interleuquina

HBSS = Sales de Hanks

SBF = Suero bovino fetal

PBS = Buffer fosfato salino

CBA = Cytometric Bead Array
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RESUMEN

El cancer de mama es el tipo de cancer mas prevalente en la poblacion femenina a nivel
global y en el Perd. Hay muchos factores que pueden determinar la gravedad del cancer,
pero desde el punto de vista inmunolégico, el microambiente tumoral (MT) puede definir
la progresion de la enfermedad y sus componentes celulares y proteicos pueden resultar
en excelentes predictores del curso del cancer. Entre las células inmunocompetentes con
roles importantes en cancer estan los macréfagos asociados a tumores (TAM), que estan
implicados en el comportamiento y el desarrollo del cancer, constituyendo hasta el 50%
del componente celular en el MT. Esta poblacion celular, junto con otras células del
sistema inmune, responden de una manera polarizante en presencia de un tumor,
generando efectos anti-tumorales o pro-tumorales. Las respuestas asociadas a un perfil
Th1 son esenciales para combatir el cancer, mientras que un perfil Th2 puede ser de mal
prondstico. Asimismo, se ha descrito que el perfil de citoquinas en el MT es capaz de
modular positiva o negativamente la respuesta inmune del huésped. Todos estos
elementos inmunocompetentes deben haber transitado por la circulacion sanguinea
previamente y aunque es posible que cambien sus propiedades inmunomoduladoras al
llegar al MT, su evaluacién en sangre podria dar informaciéon importante que podria
usarse como indicador del estado del paciente. En el Per(, no se conoce a detalle el perfil
inmunoldgico de las pacientes diagnosticadas con cancer de mama. Este estudio tuvo
como objetivo evaluar la polarizacion de macrofagos M1/M2, el nimero de linfocitos, y
de células dendriticas y el perfil de citoquinas th1/th2/th17 en sangre periférica y en
biopsias de pacientes peruanas con cancer de mama en diferentes estadios. Se encontrd
que la principal diferencia en los pardmetros inmunoldgicos en los distintos estadios se
da entre tipos de muestras (sangre y tejido), lo cual es un hallazgo novedoso. Ademas se
encontré que a medida que progresa la enfermedad hay una polarizacion M2 y una

tendencia a una respuesta Th2, tipicas de un mal pronostico de la enfermedad.

Palabras clave: Células inmunocompetentes, cancer de mama, citoquinas Th1/Th2/Th17,

linfocitos, células dendriticas, macrofagos.



ABSTRACT

Breast cancer is the most prevalent type of cancer in the female population globally and
in Peru. Many factors can determine the severity of the cancer, but from the
immunological point of view, the tumor microenvironment (TM) can define the
progression of the disease, and its cellular and protein components can result in excellent
predictors of the course of cancer. Among the immunocompetent cells with important
roles in cancer there are tumor-associated macrophages (TAM), which are involved in
the behavior and development of cancer, constituting up to 50% of the cellular component
in the TM. This cell population, along with other cells of the immune system, respond in
a polarizing manner in the presence of a tumor, generating anti-tumor or pro-tumor
effects. The responses associated with a Th1 profile are essential to fight cancer, whereas
a Th2 profile may be of poor prognosis. Likewise, it has been described that the cytokine
profile in the TM is capable of positively or negatively modulate the immune response of
the host. All these immunocompetent elements must have previously traveled through the
bloodstream and although it is possible that they change their immunomodulatory
properties upon reaching the TM, their evaluation in blood could give important
information about a basal behavior that could be used as an indicator of the patient's
condition. In Peru, the immunological profile of the patients diagnosed with breast cancer
is not known in detail. The objective of this study was to evaluate the polarization of
M1/M2 macrophages, the number of lymphocytes, and dendritic cells and th1/th2/th17
cytokine profile in peripheral blood and in biopsies of Peruvian patients with breast cancer
in different stages. It was found that the main difference in the immunological parameters
in the different stages occurs between types of samples (blood and tissue), which is a
novel finding. It was also found that as the disease progresses there is a M2 polarization

and a tendency to a Th2 response, typical of a poor prognosis of the disease.

Key words: Immunocompetent cells, breast cancer, Th1l/Th2/Th17 cytokines,

lymphocytes, dendritic cells, macrophages.
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I. INTRODUCCION

El cancer es un problema de salud de impacto mundial, cuyos registros de victimas
constituyen una amenaza. A pesar de los constantes avances en tecnologia y medicina, el
cancer no ha dejado de representar un reto para los especialistas en salud. Es la segunda
causa principal de muerte globalmente; 1 de cada 6 muertes es debida al cancer segun la
OMS (1). Estadisticas de cancer reportadas por Siegel et al 2018, indican que solo en
Estados Unidos, el nimero de casos de cancer en varones ha disminuido en 2%, mientras
que los casos en mujeres se han mantenido constantes (2). El tipo de cancer que mas
afecta a la poblacion femenina es el cancer de mama, que es incluso el segundo tipo de
cancer mas comun en general, entre hombres y mujeres. De acuerdo a los datos
recientemente actualizados de la GLOBOCAN 2018, el cancer de mama es el cancer de
mayor prevalencia en el mundo y ocupa el segundo puesto en incidencia, con una

diferencia minima con respecto al cancer de pulmon (Fig. 1) (3).

Numero estimado de casos a nivel mundial, ambos sexos, todas las edades.
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Figura 1. Incidencia y prevalencia de cancer a nivel mundial, en ambos sexos y todas las edades, en los
ultimos 5 afios. Fuente: GLOBOCAN 2018 (4).



En el Perd, el cancer de mama solia ocupar el segundo puesto entre los tipos de cancer
que maés afectaban a las mujeres, precedido solo por el cancer de cérvix. Hoy en dia, el
cancer de mama es el de mayor incidencia y figura en el segundo lugar en cuanto a tasas
de mortalidad (4). Existe un plan nacional para la prevencion y control del cancer de
mama donde se especifica que hay una brecha de equipamiento y hace falta mejorar los
registros de informacion y la cobertura de los tamizajes (5). Sin embargo, es posible
realizarse una auto-evaluacién y es importante conocer los factores de riesgo para

evitarlos.

Dentro de los factores de riesgo, hay algunos modificables y otros no modificables. Pero,
tener uno o varios de estos factores no es sindbnimo de que la enfermedad se desarrollarg,
asi como también, aunque raro, se puede desencadenar la enfermedad sin factores de
riesgo aparentes. La edad es uno de los factores que no se puede cambiar, la mayoria de
los canceres de mama son detectados en mujeres mayores de 50 afios (6). Las mutaciones
genéticas heredadas tampoco son modificables, las mujeres que tengan mutaciones en el
gen BRCAL o BRCAZ2 tienen mas probabilidades de adquirir el cancer. Otros factores no
modificables son: la historia familiar del cancer de mama, la raza (mujeres blancas son
mas propensas), lesiones mamarias previas, tratamientos con radiacion, tener una elevada

densidad mamaria, entre otros (7).

En general, pero sobre todo para aquellas mujeres que ya tengan factores de riesgo
innatos, es recomendable evitar los factores de riesgo modificables. Mantener un nivel
aceptable de actividad fisica, no tener sobrepeso y no tomar bebidas alcohdlicas son
algunas de las cosas que se pueden hacer para disminuir las probabilidades de tener
cancer. Se sabe que el uso de pastillas anticonceptivas u otras terapias hormonales
aumentan el riesgo; asi mismo, el no tener hijos y no dar de amamantar también puede

tener un efecto negativo (7).

Como se vio anteriormente, la edad es un elemento importante para tomar en cuenta.
Existen distintas organizaciones que hacen recomendaciones sobre cuando hacerse
chequeos o examenes de despistaje oncoldgico; la mayoria estipula que a partir de los 50
afios se deberian realizar estos examenes cada 2 afios, pero mujeres mayores de 40 pueden

decidir hacerse las pruebas consultando con sus médicos (8). Es necesario saber que las



mamografias pueden tener beneficios, pero también perjuicios. Lgberg y colaboradores
reportaron que de una poblacion de 1000 mujeres, en el Reino Unido, 200 tuvieron un
diagnostico falso positivo y 30 incluso se sometieron a una biopsia por un resultado
erroneo (9). Una revision sistematica sobre la misma materia, hecha por Myers y
colaboradores, concluye que el “screening” (prueba de despistaje) disminuye
aproximadamente el 20% de la mortalidad asociada al cancer de mama (10). Estudios
mas recientes, afirman que la mortalidad debido al cancer de mama disminuye hasta 40%
en mujeres que participan en screening cada 1 a 2 afios (11). La tecnologia va mejorando
y con ello la capacidad de deteccion del cancer. No obstante, las mujeres deben tener la

informacion completa a disposicion para elegir.

Ademas de las mamografias, el diagnostico de cancer de mama se puede comprobar con
otros exdmenes como: ultrasonido, resonancias magnéticas y en Gltima instancia una
biopsia que da mayor informacion sobre las caracteristicas de la lesion, cualquiera sea la
naturaleza (12) (13). La evaluacion patoldgica requiere del analisis del tejido afectado,
que se puede obtener por escision quirargica, biopsia core (centro) o por aspiracion con
aguja fina (FNA). Un estudio hecho en modelo de raton demostré que las biopsias core
del cancer de mama pueden incrementar las metéstasis distantes (14). Afios después,
Sennerstam y colaboradores reportaron que en humanos, las biopsias core también estan
asociadas a tasas mas altas de metéastasis distante que las biopsias por FNA (15). Sin
embargo, las biopsias core son las mas utilizadas y las que dan informacion sobre los

marcadores predictivos del tumor, a través de la inmunohistoquimica.

Son 3 los indicadores prondstico que se buscan en toda prueba inmunohistoquimica (IHC)
para cancer de mama: los receptores de estrogeno (RE), progesterona (RP) y el receptor
del factor de crecimiento epidermal humano 2 (HER-2) (16). Conocer el estado de estos
3 indicadores es esencial para la decision de la terapia que seguira el paciente. La mayoria
de los canceres son positivos para los receptores hormonales, en un 70% para el RE y
hasta 65% para el RP (17). Las personas que presenten estos parametros pueden ser
beneficiadas de las terapias endocrinas. Por otro lado, el HER-2 es detectado en 15-20%
de los canceres de mama (18), dando opcion a terapias blanco para esta proteina. Segun

los 3 factores ya mencionados y de acuerdo al nivel de la proteina Ki67, que determina la



rapidez con la que crecen las celulas cancerigenas, se puede dividir el cancer de mama en
5 subtipos moleculares o intrinsecos (19). A continuacion se muestra una tabla resumen
que presenta los distintos estados de la prueba inmunohistoquimica y los subtipos de

cancer correspondientes.

Tabla 1. Subtipos intrinsecos 0 moleculares del cancer de mama. Tabla extraida de “Breast cancer
intrinsic subtype classification, clinical use and future trends” (20).

Luminal A [RE+|RP+] HER2-KI67- 1|2 Bueno 23.7%
Luminal B [RE+|RP+] HER2-KI67+ 2|3 Intermedio 38.8%

[RE+|RP+] HER2+KI67+ Malo 14%
HER-2 positivo [RE-RP-] HER2+ 2|3 Malo 11.2%
Basal o triple [RE-RP-] HER2-, 3 Malo 12.3%
negativo marcador basal+

Similar a la [RE+|RP+] HER2-KI67-  1|2|3 Intermedio 7.8%
mama normal

(normal-like)

El grado de un tumor hace referencia a la similitud que tienen las células cancerigenas a
las células normales; un grado mas alto evidencia que las células del cancer se alejan mas
en apariencia de las células normales (21). De este modo, un tumor de grado 1 esta
conformado por células bien diferenciadas, parecidas al tejido mamario normal. En el
grado 2 hay células moderadamente diferenciadas y en el 3, las células estdn pobremente
diferenciadas. El grado del tumor también indicara la velocidad con la que se puede
expandir el cancer y va en relacion directa con el nUmero, mientras mayor sea el grado

mayor serd la rapidez de expansion.

Como se vio anteriormente, el estado de los receptores en la prueba IHC es importante
para definir el tratamiento. Los canceres de subtipo luminal son los mas frecuentes y
suelen tener mejor pronostico que los demas por contar con positividad para los receptores
hormonales (20). EI cancer HER-2 positivo no tiene buen prondstico, a pesar de los
avances en medicamentos como el trastuzumab (22) (23); su mecanismo mas complejo

esta asociado directamente con una mayor invasion o metastasis (24). El subtipo de cancer
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mas peligroso es el triple negativo, llamado asi por su falta de expresion de los 3
receptores principales, lo cual limita en gran medida las terapias a utilizar (25).

1.1. Células inmunoldgicas implicadas en el cancer de mama

Ademas de las caracteristicas ya mencionadas, y las caracteristicas comunes en todo
cancer descritas por Hanahan y Weinberg (26), esta enfermedad también posee en muchos
casos un patron inflamatorio que facilita el progreso de las células cancerigenas (27). El
microambiente tumoral juega un rol importante en el comportamiento y el desarrollo del
cancer; y dentro de este microambiente las células del linaje mieloide son una de las
principales. Las células del sistema inmune que hayan generado una respuesta antitumoral
tienen la habilidad de eliminar células tumorales, pero por otro lado también pueden
reclutar células que favorezcan el desarrollo del tumor (28). Los macrofagos asociados a
tumores (TAM) son aquellos componentes que, a través de la comunicacion bidireccional
con otras céelulas inmunes por medio de citoquinas, logran mantener o activar respuestas
en el ambiente tumoral. Este efecto es gobernado por el tumor, que lo utiliza como

estrategia de evasion del sistema inmune.

Los macrdfagos son células efectoras importantes que actan contra patdgenos y células
tumorales. Clasicamente, se dividen en dos subpoblaciones definidas; y, dependiendo del
tipo de activacion se diferencian en inmunofenotipos en base a: la funcion, las citoquinas
producidas, los marcadores celulares e incluso la morfologia celular. Los macréfagos tipo
M1 son los llamados “clasicos” o pro-inflamatorios. Por otro lado, los M2 son
“alternativos” o antiinflamatorios (29). Esta respuesta opuesta de los macr6fagos M1 y
M2 se denomina polarizacion, y es un fenémeno asociado con inflamacidn, implicado en
el cancer. Los M1 son activados por las células Thl, NK y Th17, producen citoquinas
pro-inflamatorias como IL-12 pero producen escasa IL-10 o TGF-beta (30); se
caracterizan por tener la molécula de superficie CD68 vy el receptor de quimioquinas
CCR2 o CD192. Presentan una alta actividad de fagocitosis y de procesamiento de
antigenos, ademas promueven la defensa con su actividad tumoricida (31). En contraste,
los M2 producen citoquinas antiinflamatorias en alta proporcién como IL-10 y por el
contrario muy poca IL-12; tienen receptores tipo scavenger o CD163 y receptor de tipo
manosa 0 CD206, inhiben la actividad antitumoral (32). Dadas estas caracteristicas, es
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facil comprender por qué generalmente las células extraidas de un tumor presentan un
fenotipo M2 (33). Pero, un ambiente tumoral no solo activa M2; segiin Sdnchez-Reyes y
colaboradores, las células tumorales pueden cambiar el fenotipo de M1 a M2 como es el
caso en cancer de cérvix (34). Un estudio en carcinoma oral de células escamosas
encontrd una diferencia en los niveles de M2 entre la muestra diagndstico y la pieza
tumoral; el dafio causado por la biopsia estaria favoreciendo una polarizacion hacia M2 y

con ello se acelera la progresion del tumor (35).

En el colon, que es uno de los 6rganos con mayor abundancia de macréfagos, la
polarizacién M2, normalmente, es esencial para mantener la homeostasis. Sin embargo,
en un ambiente tumoral los M2 promueven el crecimiento y la metéastasis del tumor (36).
La clave esta en que la polarizacion se puede dar en condiciones fisiologicas normales,
pero también patoldgicas (37) y las funciones desempefiadas en un estado u otro son
contrarias. Muchos ensayos clinicos muestran una asociacion entre una alta presencia de
TAM y malos pronosticos en cancer hepatocelular, cervical, de ovario y en cancer de

mama (38).

En el cancer de mama, los macr6fagos son uno de los componentes principales y pueden
llegar a ocupar més del 50% de la masa tumoral. Se sabe que los M2 son mas abundantes
en el microambiente tumoral y promueven directamente el crecimiento del tumor debido
a la secrecion de mitdgenos tumorales y factores angiogénicos (39). Es por esto que los
macréfagos son considerados como buenos elementos para evaluar la evolucion del
cancer, donde una mayor infiltracion de macréfagos M2 en tumor esta asociado con un
prondstico menos favorable. Ademas, los M2 estan implicados en la metéstasis (40) (41)
y en el aumento de la resistencia a la quimioterapia (42) (43). En los Gltimos afios se han
convertido en blancos Utiles para la creacion de nuevas terapias oncoldgicas, incluyendo

el cancer de mama (44) (45).

En un modelo de ratén al que se le inyect6 células tumorales intraductales, se demostrd
que en estadios tempranos de la enfermedad hay mayor cantidad de citoquinas asociadas
a M1. Por otro lado, a medida que progresa el cancer hay un incremento considerable de
las citoquinas asociadas a M2 (46). Se encontrd un resultado similar en un estudio hecho

en sangre periférica de humanos; el porcentaje de M2 era significativamente mas alto en



estadios més avanzados del cancer de mama. Ademas, se menciona que hay una mayor

cantidad de M2 en pacientes con cancer de mama en comparacion a pacientes sanas (47).

Otros de los componentes celulares que mas participan en el cancer de mama son las
células Natural Killer (NK), los linfocitos T citotoxicos (CD8+) y los linfocitos T helper
(CD4+). Las células NK son parte del sistema inmune innato, estan en la primera linea
de defensa del cuerpo y se encargan de la inmunovigilancia (48) (49). Tienen una
actividad citotdxica que actta contra células infectadas por virus o células cancerigenas
(50), e incluso producen respuestas contra bacterias y hongos (51). Pueden ser
identificadas en lesiones cancerosas tempranas, pero su funcién se ve afectada a medida
que avanza la enfermedad (52). Es justamente esta pérdida de funcionalidad la que esta
asociada con un progreso del cancer; en estadios mas avanzados del cancer de mama se
muestra una actividad reducida de las NK (27). En experimentos con ratones, se ha
demostrado que las células NK activadas e infiltradas pueden inducir la muerte de las
células tumorales. En humanos, se encontré que la mayoria de tumores tienen un nivel
bajo de infiltracion de células NK y aquellos con mayor infiltracidn estan asociados con
mejores pronosticos y menor recurrencia del cancer (53). Estas células también estan
siendo estudiadas para utilizarse como blancos para terapias, especialmente en leucemias

ya que las NK son més abundantes en sangre (54).

Como parte de la inmunidad adaptativa, entran a escena los linfocitos T, tanto citotdxicos
como helper. Ambos tienen un rol importante en el impedimento del desarrollo del
cancer; aungue sus funciones son complejas de dilucidar. En promedio, los linfocitos
infiltrantes de tumor (TIL) estan presentes en la masa tumoral mamaria en un 26%, pero
pueden llegar hasta un 50% (55). Algunas pacientes con cancer de mama muestran signos
de inmunosupresion con niveles mas bajos de linfocitos y células NK en sangre (56). Se
ha demostrado que los niveles de expresion de los linfocitos CD4+, CD8+ y las células
NK estan relacionados con el prondstico de pacientes con cancer colorrectal (57). En
cancer de mama, se ha visto la importancia de las mismas células, con énfasis en las
CD8+, en relacion con la sobrevivencia de las pacientes. Pacientes que presentan niveles
bajos de linfocitos CD8+ y CD4+ tienen pronostico mas desfavorable y estan asociados
incluso con la expansion de la enfermedad (58). Sin embargo, se ha visto que los linfocitos

CD4+ promueven la metastasis del cancer de mama hacia el pulmén, mientras que los
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linfocitos CD8+ la limitan (59). Estos eventos, que pueden parecer contradictorios son
explicados por los dos fenotipos distintos que tienen las células T helper (CD4+). Dentro
de estas subpoblaciones se tienen a las células Thl que cooperan con las CD8+ y tienen
actividad tumoricida y las células Th2, que son la contraparte y por lo tanto tienen la
funcion contraria (60). También existen las células Th17 que expresan IL-17 y aunque
tienen un rol en la inflamacion autoinmune también son importantes en la respuesta contra
tumores. Se han descrito otras subpoblaciones de TIL como Th9, Th22 y Thf (foliculares)
las cuales no parecen tener un rol importante en cancer (61). Un estudio hecho por Mao
y colaboradores, reporta que los TIL solo tienen valor pronéstico en ciertos subtipos de
cancer de mama (62) (63). Otros autores sugieren que seria interesante estudiar el cancer
de mama dividiéndolo en TIL+ y TIL- para observar las diferencias y posibles

implicancias (64).

Otras células del sistema inmune que encontramos en menor medida son los linfocitos B
y las células dendriticas (CD), que estan interactuando con las demaés células y también
cumplen una funcién en el cancer. Las células dendriticas son las presentadoras de
antigenos por excelencia y son las principales reguladoras de la respuesta inmune
adaptativa (65). Se encargan de endocitar las células neopléasicas y el debris celular para
transportar los antigenos tumorales hacia las células T y activarlas (66) . Existen distintos
tipos de celulas dendriticas segun su ubicacion, pero las principales son las células
dendriticas convencionales o mieloides (CDm) vy las células dendriticas plasmacitoides
(CDp) (67). Las CDp estan predominantemente en sangre, pero su presencia en tumores
esta relacionada con pronosticos malos (68). Por otro lado, las CD estan siendo usadas
como blancos para terapias; las vacunas de CD tienen el potencial de inducir respuestas
citotoxicas especificas antitumorales, con buenos resultados y no tan buenos resultados
(69) (70). Se requiere mas que la simple presentacion de antigenos, es decir se requieren

sefiales coestimuladoras y citoquinas capaces de activar a las poblaciones linfocitarias.

Los linfocitos B forman parte de la inmunidad humoral, secretan anticuerpos, pero
también colaboran con la presentacion de antigenos y dan sefiales coestimuladoras para
las células T (71). No obstante, su rol en el microambiente tumoral es materia de
controversia por los datos y/o reportes variables (72) (73). Por un lado, los linfocitos B

son considerados como una poblacién pro-tumoral, que activa células inflamatorias y
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promueve la angiogénesis. Por el otro lado, se ha demostrado que estas células pueden
ser inducidas o moduladas para generar respuestas anticancerigenas de las células T (74)
(75). En un estudio hecho por Colluru y McNeel, en conjunto con vacunas de ADN, las
células B probaron ser eficaces en promover las células CD8+ en un modelo ex vivo y
ademas generaron una respuesta Th1 que tiene un efecto anti-tumoral (76). El estudio de
Tsuda y colaboradores concluy6 que, aunque altamente variable, las pacientes con cancer
de mama tienden a presentar una mayor cantidad de linfocitos B que los controles

negativos (77).

De esta manera, las distintas células inmunocompetentes estan interactuando a nivel
sistémico y local generando las respuestas pro y anti tumorales. Los macrofagos son las
células que mas influencia tienen sobre las demas; los TAM M2 pueden bloquear la
accion de las células CD4+ y CD8+, y suprimen la produccion de IL-12 por las CD (78).
En relacion con las NK, los TAM M1 pueden colaborar para inducir una respuesta
anticancerigena, mientras que los TAM M2 impiden la citotoxicidad de las NK. Las
células B también estan interactuando con las NK, ayudando en la actividad citotoxica
(51). Pero, toda esta comunicacién celular es posible gracias a las citoquinas, los factores
clave para desencadenar muchas de las funciones. EI IFN—y, producido por las Thly las
CD8+, es una de las citoquinas mas importantes para prevenir y suprimir el cancer. Otras
de las citoquinas producidas por las Thl son la IL-12, IL-2 y TNF-a. Las Th2, por su
parte, producen IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (79). Por dltimo, las Th17, que han probado
tener un efecto antagonista a las Thl, producen IL-17 e IL-6 (80). Consecuentemente, se
ha encontrado que la IL-6 contribuye a la progresién del cancer, la IL-4 esta asociada a

mortalidad y la IL-10 e IL-17 estan asociadas a un mal pronostico de la enfermedad (81).

Cada una de las células del sistema inmune viene siendo estudiada para evaluar su

potencial de convertirse en blanco de terapias novedosas contra el cancer.

1.2. Inmunoterapia

Por mucho tiempo, los pilares para el tratamiento del cancer eran: la radioterapia, la
quimioterapia y la cirugia. El cancer de mama no era una excepcion, pero la generacion

de resistencia hacia las terapias hormonales llevé a los cientificos a crear nuevos métodos
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de tratamiento. La inmunoterapia se basa en la estimulacion del propio sistema inmune
para reforzar su accién (82). Hoy en dia es un campo muy prometedor que ya ha dado
frutos. EIl premio Nobel 2018 de fisiologia y medicina fue otorgado a dos cientificos por
el descubrimiento de las moléculas activadoras e inhibidoras de los linfocitos T
(checkpoints) que promovié el uso de anticuerpos monoclonales como inmunoterapia

contra el cancer (83).

Actualmente existen varios tipos de inmunoterapias como: la terapia celular adoptiva
(ACT), los tratamientos con citoquinas y la inhibicion de las llamadas moléculas
checkpoint. Para este Gltimo tipo de inmunoterapia, que es uno de los tratamientos mas
utilizados, existen varias opciones; una de ellas es utilizar anticuerpos que se unen a PD1
(Programmed cell death-1), molécula que se encuentra en la superficie de las células
citotoxicas (CD8+), para evitar que estas se desactiven (84) (85). EI CTLA-4 (Cytotoxic
T-lymphocyte antigen-4) también es un blanco estudiado que, al ser bloqueado, ayuda a
las células T helper a reclutar a otras células antitumorales (86). El uso de las células
CART (chimeric antigen receptor T cell), que permite la manipulacion genética del
receptor del linfocito T para dirigir respuestas antigeno especificas (87), es otra de las
inmunoterapias que estan surgiendo, aunque el acceso a la misma alin es costoso y

demanda un tratamiento personalizado.

A pesar de los avances, la inmunoterapia tiene ain mucho por desarrollar y un mejor

entendimiento de la inmunologia del cancer aportaria en la realizacion de este objetivo.

1.3. Estadios del cancer de mama vy la clasificacion TNM (Tumor, Node,

Metéstasis)

Para determinar el estadio en el que se encuentra el cancer de mama es necesario hacer
un analisis de un conjunto de caracteristicas. La clasificacion TNM, que es la aceptada
internacionalmente, se encarga de dar un valor a cada una de estas caracteristicas con el
fin de uniformizar los datos clinicos y acto seguido otorgarle un estadio al cancer en

cuestion. El sistema TNM esta detallado en un manual realizado por la “American Joint
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Committee on Cancer” (AJCC), el cual es actualizado cada cierto tiempo en nuevas
ediciones (88) (89).

El sistema TNM, segln sus siglas, se basa en el tamafio del tumor (T), en la cantidad de
ganglios a los que se haya diseminado el cancer (N que viene del inglés “node”) y la

presencia o ausencia de metéstasis (M).

Alaletra T se le otorga un valor del 0 al 4, aunque existe la denominacién Tis que quiere
decir “in situ”; se usa cuando el cancer no ha invadido el tejido circundante. Hay 3 tipos
de cancer de mama in situ: el carcinoma lobulillar in situ (LCIS, por sus siglas en inglés),
el carcinoma ductal in situ (DCIS) y la enfermedad de Paget, que ataca las células
cutaneas del pezon (90). La clasificacion TO significa que no hay rastros de tumor en la
mama. El T1 es subdividido hasta en 3 grupos (T1a, T1b y T1c) segun el tamafio del
tumor, para mayor detalle; pero en términos generales, son aquellos tumores que miden
menos de 20 mm o 2 cm en su dimensién mas grande. Se clasifica como T2 aquellos
tumores que miden entre 2-5 cm y T3 aquellos que miden mas de 5 cm. Los T4, al igual
que los T1, estan subdivididos en 3 grupos pero en relacién al area de su extension. Un
tumor T4 puede ser un tumor de cualquier tamafio, pero que tiene una extension directa a
la pared torécica (T4a), a la piel (T4b) o0 a ambas (T4c) (91).

En el caso de la N se hace referencia a los ganglios linfaticos regionales, ubicados en: la
zona axilar, arriba y debajo de las claviculas y debajo del esternon. La N recibe un valor
de 0 a 3 de acuerdo a la cantidad de ganglios que han sido alcanzados por las células
cancerigenas. Cabe resaltar que las clasificaciones nodal clinica y patoldgica son distintas
(92); la clasificacion clinica se da en base a estudios de imagenes o0 una examinacion
clinica. Por otro lado, la clasificaciéon patoldgica se determina con una confirmacion
histoldgica post-quirdrgica donde hay una escision de ganglios o una biopsia del ganglio
centinela (primer ganglio al que se disemina el cancer) en conjunto con una clasificacién
patoldgica del tumor primario (variable T). Una clasificacion patoldgica es mas compleja
y tiene una nomenclatura diferente, empezando porque lleva una “p” antes de la N (Ej.:
pN2a). Sin embargo, para definir los grupos de estadios anatomicos se usa la

nomenclatura convencional de 0 a 3.
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NO denota que no hay ganglios regionales comprometidos. N1 significa que hay de 1 a 3
ganglios a los que se ha diseminado el cancer o segun la posicién hace referencia a una
metastasis ipsilateral (del mismo lado del tumor) en los ganglios de la zona baja (nivel I)
o media (nivel I1) de la axila. La clasificacion N2 se da cuando los ganglios alcanzados
por el cancer estan en el rango de 4 a 9. Se subdivide en dos grupos: N2a cuando los
ganglios linféticos afectados se encuentran en la zona baja y media de axila, pero estan
fijados 0 en contacto unos con otros; N2b cuando la metéstasis ocurre en los ganglios
mamarios internos, pero no hay afeccion en la zona axilar. La denominacion N3
corresponde a un compromiso de 10 0 méas ganglios, se divide en 3 grupos. N3a cuando
hay una metastasis infraclavicular, considerada como zona axilar alta (nivel I1I), con o
sin compromiso de ganglios afectados en las otras zonas axilares (niveles I y I1). N3b se
define como una metastasis en los ganglios mamarios internos y axilares. Por ultimo, se
considera N3c a una metéastasis supraclavicular, con o sin compromiso de los ganglios

mamarios internos o axilares.

La dltima sigla M refleja si hay una metastasis a distancia, en otro 6rgano. Solo se le

otorga dos valores segun la negatividad (MO) o positividad (M1) de esta variable.

A continuacion se muestra una tabla predictiva de los estadios del cancer de mama segun

el sistema ya mencionado.
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Tabla 2. Grupos pronéstico/estadio anatémico del cancer de mama. Tabla extraida de la 7ma edicién
de “Breast Cancer Staging”, AJCC (92). *Incluye T1mi (tumor < 1 mm en su dimensién mas grande). **No
incluye N1mi (micrometastasis nodal).

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA  T1* NO MO
T0 N1imi | MO
T1* Nimi | MO
Estadio IIA | TO N1** MO
T1* N1** | MO

Estadio IB

T2 NO MO

T2 N1 MO

Estadio 1B
T3 NO MO
T0 N2 MO
Estadio T1* | N2 MO
A T2 N2 MO

T3 N1 MO
T3 N2 MO
Estadio T4 NO MO
1B T4 N1 MO

T4 N2 MO

Estadio

T N3 MO
I1HIC
EstadiolV | T N M1

Como se puede observar en la tabla, segun la clasificacion TNM se obtiene un estadio
especifico que va de 0 a IV. Cada estadio contara con las caracteristicas dadas por cada
uno de los factores tomados en cuenta.

Mientras mayor sea el estadio, mayor serd el riesgo que representa para la salud de la

paciente y para su recuperacion.
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De acuerdo a la Sociedad Americana de Cancer hay varios factores para elegir el
tratamiento de una paciente con cancer de mama, siendo el mas importante el estadio de
éste. Otros factores incluyen la salud general, el tipo de cancer y la edad del paciente (93).
Tener un adecuado conocimiento de los parametros inmunolégicos de las pacientes al
momento del diagndstico daria un enfoque mas profundo sobre su enfermedad y
permitiria determinar si son candidatas a terapias mas especificas como la inmunoterapia
(94).

Bajo la premisa de que un estadio avanzado de céncer es de mal pronostico, surge la
pregunta sobre una posible asociacién con una polarizacion M2 y una respuesta de tipo
Th2. En este estudio descriptivo se evaluo la polarizacion M1-M2 en muestras de tejido
y sangre de pacientes peruanas con cancer de mama en diferentes estadios. Ademas, se
analizaron las citoquinas Th1/Th2/Thl7 y la presencia de otras células
inmunocompetentes que dan una idea sobre el tipo de respuesta inmune que se

desencadena en cada estadio de cancer analizado.
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Il. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existen cambios en la respuesta de macréfagos, linfocitos, células dendriticas y/o
citoquinas Th1/Th2/Th17 en relacion al estadio de cdncer de mama en muestras de tejido

mamario y/o sangre periférica?

I11. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General

Evaluar cambios en las poblaciones de macréfagos, linfocitos, células dendriticas y/o
citoguinas Th1/Th2/Th17 en muestras de tejido mamario y sangre de pacientes peruanas

con cancer de mama en diferentes estadios.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar los porcentajes poblacionales de linfocitos T helper (CD4+) y
citotoxicos (CD8+); linfocitos B (CD19+); linfocitos NK (CD56+/CD16+);
macréfagos M1 (CD68+) y M2 (CD163+) y células dendriticas mieloides
(CD11c+) y plasmacitoides (CD11c-) en muestras de tejido y sangre de pacientes
con cancer de mama de estadios II, 111y V.

e Determinar el perfil de citoquinas Thl (IFN-,, TNF-a, IL-2), Th2 (IL-10, IL-6,
IL-4) y Thl7 (IL-17A) en sobrenadante de cultivo de las muestras de tejido y

sangre de pacientes con cancer de mama de estadios I, 11y V.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Criterios de inclusién y exclusion de donantes

En este estudio se incluyeron mujeres mayores de 18 afios, 20 con carcinoma mamario
sin terapia sistémica preoperatoria y 6 controles negativos para cancer o cancer negativo
(CN), sin neoplasias malignas ni benignas (Anexo 1). Los criterios de exclusion para este
estudio fueron: mujeres embarazadas o inmunocomprometidas (con enfermedades que

alteran el sistema inmune).

4.2. Obtencion de muestras

En el marco del Circulo para la Investigacion de Agentes Infecciosos Endémicos
Causantes de Céancer en el Perd, del cual forma parte este proyecto de tesis, todas las
muestras fueron proporcionadas por el Departamento de Investigacion del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN). No hubo una estimacion de tamafio de
muestra de acuerdo a un poder estadistico, la donacion de las muestras estuvo sujeta a un
convenio que dependia de la disponibilidad del area clinica. Por tanto, el nimero de
muestras fue una limitacion del estudio. Se realizd un muestreo por conveniencia
obteniéndose 24 muestras de sangre (18 con carcinoma mamario y 06 sin cancer) y 23
muestras de tejido (20 con carcinoma mamario y 03 sin cancer) (Ver Tabla 4). A las
pacientes captadas se les pidié que lean y firmen un consentimiento informado INEN 16-
29, aprobado por el Comité Revisor de Protocolos del Departamento de Investigacion del
INEN (Anexo 2), y luego se procedio a la toma de muestras de sangre (en ayunas) en 2
tubos Vacutainer® de 7mL con anticoagulante (Fig. 2). Asimismo, se tomaron muestras
de biopsias de tejido mamario, como parte del proceso diagnéstico (<1g), que fueron
colocadas en recipientes conteniendo un medio de transporte RPMI-1640 completo
(medio RPMI + 5% SBF + 1% P/S/A) (Fig. 3). En ambos casos las tomas de muestras
estuvieron a cargo del personal técnico entrenado de INEN. Posteriormente ambos tipos
de muestras fueron enviadas en un lapso no mayor a 4 horas al Laboratorio de

Inmunologia # 108, laboratorio de Investigacion y Desarrollo de la Universidad Peruana
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Cayetano Heredia, para lo cual se contd con un formato que permitia hacer un
seguimiento del tiempo desde la toma de muestra hasta su recepcion (Anexo 3). Las
muestras de sangre se transportaron a temperatura ambiente, mientras que las biopsias se
trasportaron en recipientes con refrigerante. Este estudio fue hecho en ciego, los analisis
inmunologicos se realizaron en paralelo con el diagnéstico que se conocio al finalizar los
ensayos. Cada muestra tenia un codigo de reconocimiento con el cual se hizo el
seguimiento clinico de la paciente para conocer su estadio. Se tuvo acceso a todo el
historial clinico de las pacientes segun base de datos proporcionada por el Departamento
de Investigacion de INEN, software SISINEN.

Figura 3. Microtubo con muestra de
biopsia en medio de transporte. Se
uso6 <1g de tejido transportado en
medio RPMI-1640 completo.

Figura 2. Tubo Vacutainer® con
muestra de sangre. Se uso 2 tubos
Vacutainer® de 7cc con EDTA por
donante.

4.3. Procesamiento de muestras
Todos los procedimientos se realizaron bajo condiciones estériles, en una cabina de flujo

laminar clase 1A en el Laboratorio de Inmunologia, LID, UPCH (95). Para todos los

ensayos se realizaron mediciones Unicas.

17



4.3.1. Procesamiento de Muestras de Sangre

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC):

La muestra de sangre de la paciente fue transferida desde los tubos de toma de muestra
hacia un tubo Falcon de 50 mL. Se mezclé la sangre obtenida (14mL) con PBS en partes
iguales y se procedio a agregar esta mezcla lentamente en otro tubo Falcon que contenia
Histopaque®, manteniendo la proporcion sangre:Histopaque® de 2:1. Después de
centrifugar la muestra a 1800 rpm por 30 minutos (sin freno) se separd el anillo de células
mononucleares (PBMC) o “buffy coat” colocandolas en otro tubo vacio. Se completo el
volumen del tubo con PBS (aprox. 40mL) para realizar dos lavados por centrifugacion a
2500 rpm por 10 minutos. Luego, se retird el PBS del ultimo lavado y el precipitado de
celulas se resuspendio en 1 mL de RPMI completo. Luego se procedi6 al conteo celular
y determinacion de la viabilidad celular con el colorante Trypan Blue usando una camara

de Neubauer. Se considerd que la viabilidad fuese mayor a 90% para utilizar las células.

4.3.2. Procesamiento de biopsias de tejido

Obtencion de la muestra de tejido (biopsia):

Todas las muestras de tejido para este estudio provinieron de un proceso diagnéstico por
biopsia core, la cual permite obtener muestras del centro de la lesion sospechosa. Una vez
localizada la zona de la lesién, mediante un equipo de ultrasonido o un ecdgrafo, se
anestesia localmente con una aguja fina (96). Luego, se hace una pequefia incision (5 mm
aprox.) por donde se coloca el agua gruesa para tomar la muestra. Una vez extraido el
tejido se cubre el area con un vendaje estéril. Para determinar el peso de la biopsia, se
colocé el tejido en un tubo con medio de cultivo previamente pesado y tarado en una

balanza analitica.
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Obtencion de una suspension celular de muestra de tejido mamario (SCMT):

Las SCMT fueron obtenidas siguiendo los protocolos de Lozada-Requena et al (97) y
Kahn (98) con algunas modificaciones. Brevemente, se descarto el medio de cultivo de
las biopsias a traves de un lavado por filtracion (70 pum). El tejido fue transferido a un
tubo Falcon de 50 ml que contenia 10 ml de HBSS sin CaClz, MgCl», pero con antibiético
y EDTA (HBSS-1) (99). Se dejé incubando a 37°C por 30 minutos, agitando
constantemente. Posteriormente, el contenido del tubo fue lavado por filtracion (70 um)
para separar el tejido y colocarlo en HBSS con CaCl, y MgCl> (sin EDTA) (HBSS-2),
por 10 minutos a temperatura ambiente en agitacion. Nuevamente, se separd el tejido y
se coloco en un tubo de 1.5 ml con una solucion de digestion a base de medio RPMI-1640
(ImL), antibiotico (PSA, 10uL), SBF (10uL), colagenasa tipo | (10uL) y cloruro de calcio
(10uL) (100).

Este primer paso de digestion se realizd por 45 minutos con pipeteo 0 agitacion
intermitente. Luego, el tejido pasd por una disgregacion mecanica usando laminas de
borde rugoso. Tras la disgregacion, el tejido fue incubado a 37°C por 15 minutos. El
contenido del tubo fue filtrado y centrifugado a 1400 rpm para la obtencion del pellet
celular. El pellet se resuspendié en RPMI completo para su posterior conteo y uso en los
ensayos de marcaje celular y medicion de citoquinas segun se especifica en el punto 4.4
y 4.5 (Fig. 4).

Incubacién en Incubacién en
Biopsia de tejido EIEHGENLS sales Hanks Lavado por
mamario (HBSS-1) (30min) (HBSS-2) (10min) filtracion

Digestion con Di o
colagenasa tipo | lsgrelga.aon Incubacién Filtracién y
(45') ISGEIAEE) 372C x 15min centrifugacion

Obtencion de Conteo Ensayos de citometria:
pellet celular celular marcaje de superficie y
medicidon de citoquinas

Figura 4. Esquema para el procesamiento de la muestra de tejido (biopsia)
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4.4. Citometria de Flujo para poblaciones celulares de PBMCy SCMT

Se realizé el marcaje celular de superficie utilizando paneles de anticuerpos (101) que

permiten identificar las poblaciones de interés, segun la siguiente tabla:

Tabla 3. Panel de anticuerpos monoclonales usados para el marcaje de células inmunocompetentes
en muestras de sangre y tejido.

Poblacién celular | Siglas Panel de Anticuerpos*

Linfocitos T**, B | TBNK Coctel TBNK

y NK CDA45-PerCP; CD3-FITC; CD19-APC; CD16-
CD56-PE

LT CD4y CD8 CD4/CD8 | Coctel CD4/CD8
CD45-PerCP; CD3-FITC; CD4-APC; CD8-PE

Macrofagos M1 CD14-PE; CD68-FITC; CD192-Alexa Fluor 647
M2 CD14-PE; CD163-PerCP Cy5.5; CD206-FITC
Células CD CD11c-APC; HLA-DR-PerCP; Lin-1-FITC

dendriticas*** )
Coctel Lin-1 = CD3, CD14, CD16, CD19, CD20,

CD56

*Todos los anticuerpos usados son de la marca Becton Dickinson. **Para el analisis de las subpoblaciones
de linfocitos T solo se consider6 el coctel CD4/CD8. *** La poblacién de CDp se definié como CD11c-
(102).

Nota: El nimero de eventos adquiridos para el anlisis celular cambia en funcion del tipo de célula y segln
el tipo de muestra (sangre o tejido). Por ejemplo, en sangre, ciertas células como los linfocitos se encuentran

en mayor proporcion que los macrofagos. Para cada caso se indica el nimero de eventos obtenidos.

4.4.1. Determinacion de linfocitos T, B y NK totales y LT CD4 y CD8 en sangre y
tejido.

Para la determinacion de linfocitos se utilizaron 1x10° PBMC 0 0.2x106 SCMT, los cuales
fueron agregados en tubos para citometria, uno para TBNK vy otro para CD4/CD8. Los
anticuerpos para determinar TBNK y CD4/CD8 son reactivos conformados por cocteles
de anticuerpos (Tabla 3). Se agreg6 a cada tubo 10 pL del respectivo panel, TBNK o
CD4/CDS8, y se incubaron los tubos por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente,

se lavaron los tubos con ‘stain’ buffer (PBS 1% SBF) por centrifugacion a 1500 rpm por
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5min. Las células se resuspendieron en buffer ‘cell fix’ (PBS 1%Paraformaldheido) y
luego de hacer la adquisicion en el citometro de flujo se obtuvieron los archivos FSC para
realizar el analisis en el software FlowJo segun las estrategias de determinacion de las

poblaciones en estudio que se mencionan a continuacion.

Estrategia para la determinacion de linfocitos TBNK y linfocitos CD4 y CD8.

Mediante el analisis con el software FlowJo version X.07 se realiz0 la siguiente estrategia,
aplicada para ambos tipos de muestras (sangre y tejido). Mediante la gréfica de density
plot de SSC vs. CD45 se seleccioné la poblacion de linfocitos con escasa granularidad y
positivos para el marcador CD45 para leucocitos. A partir de esta seleccion se realiz6 otra
grafica representando a SSC vs. CD3, donde se seleccionaron las células CD3+,
correspondientes a los linfocitos T totales, y las células CD3-. A partir de las CD3- se
representd una nueva grafica de CD16-56 vs. CD19 que representan a los linfocitos NK

y B totales, respectivamente (Fig. 5y 6).
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Figura 5. Determinacion de linfocitos T, B y NK en sangre. Se marcaron 1x10® PBMC con el coctel
TBNK, se adquirieron 15000 eventos en un citémetro FACSCalibur BD Biosciences y el analisis fue
realizado en el software FlowJo vX.07. La grafica es una muestra representativa de una donante y se
muestran los porcentajes poblacionales de linfocitos T, B y NK.
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Figura 6. Determinacion de linfocitos T, B y NK en tejido canceroso. Se marcaron 0.2x106 SCMT con
el coctel TBNK, se adquirieron 15000 eventos en un citometro FACSCalibur BD Biosciences y el analisis
fue realizado en el software FlowJo vX.07. La gréafica es una muestra representativa de una donante y se
muestran los porcentajes poblacionales de linfocitos T, B y NK.

En el caso del andlisis de linfocitos T CD4 y CD8 se realiz6 la siguiente estrategia para
ambos tipos de muestras (sangre y tejido). Mediante la grafica de SSC vs. CD45 se
selecciond la poblacion de linfocitos con escasa granularidad y positivos para el marcador
CD45 para leucocitos. A partir de esta seleccion se realizé otra gréfica representando a
SSC vs. CD3, en la que se seleccionaron las células CD3+ correspondientes a los
linfocitos T totales. A partir de la poblacién CD3+ se representé una nueva grafica de
CD8 vs. CD4 donde los LT citotoxicos ubicados en el cuadrante superior izquierdo
corresponden a la poblacion CD4-CD8+ y los LT helper ubicados en el cuadrante inferior
derecho corresponden a la poblacién CD4+CD8-, respectivamente (Fig. 7 y 8).
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Figura 7. Determinacion de subpoblaciones de LT en sangre. Se marcaron 1x106 PBMC con el coctel
CD4/CD8, se adquirieron 15000 eventos en un citdmetro FACSCalibur BD Biosciences y el analisis fue
realizado en el software FlowJo vX.07. La grafica es una muestra representativa de una donante y se
muestran las poblaciones de LT: Helper (CD4+CD8-) y Citotoxicos (CD4-CD8+).
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Figura 8. Determinacién de subpoblaciones de LT en tejido canceroso. Se marcaron 0,2x10® SCMT
con el céctel CD4/CD8, se adquirieron 15000 eventos en un citometro FACSCalibur BD Biosciences y el
analisis fue realizado en el software FlowJo vX.07. La grafica es una muestra representativa de una donante
y se muestran las poblaciones de LT: Helper (CD4+CD8-) y Citotoxicos (CD4-CD8+).
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4.4.2. Determinacion de macrofagos (M1/M2) en sangre y tejido.

Tanto para las muestras de PBMC como para las muestras de SCMT se sigui6 el mismo
procedimiento que en 4.4.1, con la diferencia que se utilizd el panel de anticuerpos
correspondiente a macrofagos M1y M2 (Tabla 3), y con la salvedad de que se usaron dos

tubos de citometria, uno para los macro6fagos M1 y otro tubo para los macréfagos M2.

Estrategia para la determinacion macroéfagos M1y M2,

Para determinar las poblaciones de macréfagos M1/M2, mediante el andlisis con el
software FlowJo version X.07, se realiz6 la siguiente estrategia para ambos tipos de
muestras (sangre y tejido). Mediante la grafica de FSC vs. SSC se selecciono la poblacion
de monocitos-macrofagos con tamafio y granularidad intermedia. A partir de esta
seleccion se realizé otra gréafica representando a SSC vs. CD14, en la que se seleccionaron
las células CD14+ correspondientes a los macréfagos totales. A partir de la poblacion
CD14+ se representd una nueva grafica de CCR2 vs. CD68 que representa a los
macrofagos M1 como CD68+CCR2+ (Fig. 9y 11). En el caso de los macrofagos M2, a
partir de la poblacion CD14+ se represent6 una nueva grafica de CD206 vs CD163 que
muestra a los macréfagos M2 como CD163+CD206+ (Fig. 10 y 12).
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Figura 9. Determinacidn de la poblacion de macréfagos M1 en sangre. Se marcaron 1x10® PBMC con
anticuerpos especificos seguin panel M1 (Tabla 3), se adquirieron 10000 eventos en un citbmetro
FACSCalibur BD Biosciences y el analisis fue realizado en el software FlowJo vX.07. La grafica es una
muestra representativa de una donante y se muestran las poblaciones de macréfagos M1: CD68+CCR2+.
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Figura 10. Determinacion de la poblacion de macréfagos M2 en sangre. Se marcaron 1x10% PBMC con
anticuerpos especificos segin panel M2 (Tabla 3), se adquirieron 10000 eventos en un citometro
FACSCalibur BD Biosciences y el andlisis fue realizado en el software FlowJo vX.07. La gréafica es una
muestra representativa de una donante y se muestran las poblaciones de macr6fagos M2: CD163+CD206+.
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Figura 11. Determinacion de la poblacién de macréfagos M1 en tejido canceroso. Se marcaron 0,2x10°
SCMT con anticuerpos especificos segun panel M1 (Tabla 3), se adquirieron 10000 eventos en un citbmetro
FACSCalibur BD Biosciences y el andlisis fue realizado en el software FlowJo vX.07. La gréafica es una
muestra representativa de una donante y se muestran las poblaciones de macréfagos M1: CD68+CCR2+.
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Figura 12. Determinacion de la poblacién de macrdfagos M2 en tejido canceroso. Se marcaron 0,2x10°
SCMT con anticuerpos especificos segin panel M2 (Tabla 3), se adquirieron 10000 eventos en un citbmetro
FACSCalibur BD Biosciences y el anlisis fue realizado en el software FlowJo vX.07. La grafica es una
muestra representativa de una donante y se muestran las poblaciones de macréfagos M2: CD163+CD206+.

4.4.3. Determinacion de células dendriticas (CD) en sangre y tejido.

Tanto para las muestras de PBMC como para las muestras de SCMT se sigui6 el mismo
procedimiento que en 4.4.1 con la diferencia que se utilizé el panel de anticuerpos
correspondiente a células dendriticas (Tabla 3). A un tubo de citometria conteniendo la
muestra se agregaron 5uL de anticuerpos anti-CD11c y anti-HLA-DR y 7uL del coctel
de anticuerpos Lin-1. Las subpoblaciones de CD se diferenciaron en base a la presencia
0 ausencia del marcador CD11c; positivo para CD mieloides y negativo para las CD

plasmacitoides (102).

Estrategia para la determinacion de células dendriticas

Para determinar las poblaciones de células dendriticas mieloides (CDm) y plasmacitoides
(CDp) , mediante el analisis con el software FlowJo version X.07, se realizé la siguiente

estrategia para ambos tipos de muestras (sangre y tejido): mediante la grafica de FSC vs.
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SSC se selecciond la poblacion de Linfocitos-Monocitos con tamafio y granularidad baja
e intermedia, respectivamente. A partir de esta seleccion se realizd otra grafica
representando a HLA-DR vs. Linl, en esta grafica se seleccionaron las células HLA-
DR+Linl-. En este caso el céctel de anticuerpos Linl permite la deteccion y
discriminacion de un grupo de poblaciones celulares entre las que se encuentran linfocitos
T (CD3+), macrofagos (CD14+), linfocitos NK (CD16/CD56+) y linfocitos B
(CD19/CD20). Con ello se genera un area de interés que es la poblacion de células HLA-
DR+Lin1, las que corresponden a células que expresan el antigeno HLA-DR 0 MHC-II
y ademas no son LT, macréfagos, NK ni LB. A partir de esta poblacidn se representd una
nueva gréfica de CD11c vs. HLA-DR que muestra a las células dendriticas mieloides
como CD11c+HLA-DR+. Ademas, se aprovechd el andlisis para identificar a la otra
subpoblacion de CD, es decir las plasmacitoides, las cuales se presentan como CD11c-
HLA-DR+ (Fig. 13 y 14) (102).
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Figura 13. Determinacion de la poblacién de CD en sangre. Se marcaron 1x10% PBMC con anticuerpos
especificos segun panel CD (Tabla 3), se adquirieron 100000 eventos en un citémetro FACSCalibur BD
Biosciences y el analisis fue realizado en el software FlowJo vX.07. La gréafica es una muestra
representativa de una donante y se muestran las poblaciones de células dendriticas mieloides (CDm):
CD11c+HLA-DR+ y plasmacitoides (CDp): CD11c-HLA-DR+.
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Figura 14. Determinacion de la poblacion de CD en tejido canceroso. Se marcaron 0,2x10® SCMT con
anticuerpos especificos segun panel CD (Tabla 3), se adquirieron 100000 eventos en un citbmetro
FACSCalibur BD Biosciences y el analisis fue realizado en el software FlowJo vX.07. La gréafica es una
muestra representativa de una donante y se muestran las poblaciones de células dendriticas mieloides
(CDm): CD11c+HLA-DR+ y plasmacitoides (CDp): CD11c-HLA-DR+.

4.5. Medicién de citoquinas Th1/Th2/Th17

En tubos de citometria estériles se dejaron incubando 1x10° PBMC o0 0.2x10® SCMT por
24 horas sin ningun tipo de estimulo. Al término de este periodo se centrifugaron los tubos
y se recogieron los sobrenadantes de cultivo, los cuales fueron almacenados a -70 °C hasta

el momento de la medicidn.

Se utilizd la técnica de CBA (cytometric Bead array) y todos los procedimientos se
realizaron de acuerdo al manual de instrucciones del fabricante (BD: Becton Dickinson).
Brevemente, la técnica consiste en medir moléculas solubles (citoquinas) por medio de
citometria de flujo, usando beads o particulas fluorescentes (aloficocianina, APC) como
soportes para la captura de las citoquinas a través de anticuerpos de captura adheridos a

estos beads. Al agregar las muestras conteniendo las citoguinas se genera una reaccién
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antigeno-anticuerpo que posteriormente es evidenciada por otro anticuerpo especifico
contra la misma citoquina pero unido a un fluorocromo (ficoeritrina, PE). Toda esta
reaccion es leida en un citdmetro de flujo a través de sefiales de fluorescencia que luego
seran transformadas a unidades de concentraciones de citoquinas (pg/mL) mediante
extrapolacion de la intensidad de fluorescencia media en curvas estandar y utilizando el
software FCAP Array v3 (Becton Dickinson). Para el ensayo se prepar6 el mix de los
beads de captura usando 10 ul de cada uno (un bead por citoquina). Se prepar6 los
estandares de las citoquinas haciendo diluciones seriadas usando una concentracion alta
en diluyente de ensayo para obtener curvas estandar por cada citoquina (Anexo 5). Luego,
se agrego6 50 uL de los beads de captura por tubo; 50 pL de las diluciones del estandar o
50 uL de las muestras (sobrenadante de cultivo) a los tubos correspondientes y ademas
50 pL del reactivo de deteccion (Anticuerpo unido a PE) a todos los tubos. Todos los
tubos se incubaron por 3 horas a temperatura ambiente, protegidos de la luz. Luego se
agregd 1 ml de buffer de lavado y se centrifugaron a 1400 rpm por 5 minutos. Se
descartaron los sobrenadantes y los beads se resuspendieron en 300 ul de buffer de lavado
para dar comienzo a las lecturas con el citometro. Antes de iniciar la adquisicion en el
citometro este fue configurado con la ayuda de una plantilla proporcionada por el
fabricante que permite establecer la ubicacién de los beads y verificar la compensacion
de los fluorocromos utilizados. El kit permite medir las citoquinas: IL-17A, IFN-,, TNF-
a, 1L-10, IL-6, IL-4, IL-2.

Estrategia para la determinacion de citoquinas Th1/Th2/Th17.

Se utiliz6 una plantilla de adquisicién apropiada para un equipo con dos laseres (dual-
laser instrument). Se configurd el nimero de eventos a ser leidos durante la adquisicién
a 2100 en el gate o seleccidn de los beads. Esto asegura que el archivo de cada muestra
tenga aproximadamente 300 eventos por bead de captura. La lectura empieza con el
control negativo (Opg/mL), usando la gréafica de FSC vs SSC se ubican los beads en su
respectiva region (Fig. 15A) y se inicia la adquisicion en modo High (velocidad alta).
Inmediatamente después, se corren los tubos con los estandares y luego los que contienen
las muestras. Graficamente los estandares y muestras se pueden representar de dos
formas: en un caso se muestra la grafica de dot-plot de FL4-APC vs FL2-PE que muestra

la intensidad de fluorescencia de los beads en el canal APC, la cual se representa mediante
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un degrade de fluorescencias para el fluorocromo APC o aloficocianina, donde cada
grupo de dots o puntos corresponden a los beads de captura de cada citoquina; mientras
que en el canal FL2-PE se representa la intensidad de fluorescencia media de cada una de
las citoquinas capturadas, la cual serd convertida luego a unidades de concentracion (Fig.
15B). En el otro caso se muestra una gréfica de histogramas en la cual se representa la
intensidad de fluorescencia media en el canal FL4-APC que muestra la intensidad de

fluorescencia media de los beads para cada una de las citoguinas (Fig.15C).
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Figura 15. Determinacion de citoquinas Th1/Th2/Thl7. Se obtuvieron sobrenadantes de cultivo de
PBMC o SCMT, se adquirieron 2100 eventos en un citometro FACSCalibur BD Biosciences y el analisis
fue realizado en el software FCAP Array v3. La gréfica es una muestra representativa de una donante y se
muestran las poblaciones de beads (A); las citoquinas en una gréfica de FL2-PE vs FL4-APC (B) y una
grafica de histograma para FL4-APC (C).
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4.6. Analisis de resultados

En este estudio se hizo un muestreo por conveniencia. Las gréaficas representan la media
porcentual + el error estdndar de la media (SEM). La expresion de los marcadores

celulares y la expresion de citoquinas fueron analizadas utilizando el software FlowJo.

Previo al analisis estadistico de los pardmetros inmunoldgicos se realizo el test de
Regresion Robusta y Remocion de Valores Atipicos (outliers). Se utilizo la estrategia mas
estricta (Q=0.1%) de modo que se eliminan solo los valores atipicos definitivos (se tiene
menos poder para detectar valores atipicos reales, pero también menor posibilidad de

definir falsamente un punto como valor atipico) (103).

Las comparaciones entre pacientes de distintos estadios de cancer se analizaron con las
pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis para multiples grupos y el test de Mann-
Whitney en caso de comparar entre dos grupos en especifico. Ademas, se hizo una
comparacion de los ratios tejido/sangre de cada poblacién celular entre los distintos
estadios.

El paquete estadistico utilizado fue Prism V 6, GraphPad (San Diego, CA, USA). Las
probabilidades de p<0.05 fueron consideradas como estadisticamente significativas.

4.7. Aspectos éticos

La toma de muestra se llevo a cabo siguiendo los principios éticos para la investigacion
médica que involucra a sujetos humanos, estipulados en la Declaracién de Helsinki 2014.
Esta tesis fue aprobada por el Comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, bajo el nombre: “Evaluacion de células inmunocompetentes y perfil de
citoquinas Th1/Th2/Th17 en sangre periférica y biopsias de pacientes con cancer de
mama”, con codigo SIDISI 102764, mientras que el consentimiento informado utilizado
para la toma de muestras forma parte del proyecto: “Circulo para la investigacion de
agentes infecciosos endémicos causantes de cancer en Peri”, el cual fue aprobado por el
Comité Revisor de Protocolos del Departamento de Investigacion del INEN (INEN 16-
29) (Anexo 2).
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V. RESULTADOS

5.1. Recopilacion de los datos clinicos

En total se obtuvieron 23 muestras de biopsias y 24 de sangre periférica distribuidas segun
lo indicado en la Tabla 4. En el caso de las muestras de pacientes con carcinoma mamario,
estas se clasificaron seglin el estadio de la enfermedad basado en el diagnéstico
histopatoldgico del tejido canceroso (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucién de muestras incluidas en el estudio.

Estado Tejido Sangre

Carcinoma mamario

IN=6;111=10;IV=4* IN=6;111=8;,IV=4*

Sin cancer

N = nimero total de muestras. * Distribuciéon de muestras por estadio.

Todas las muestras siguieron un sistema de codificacion creado por INEN. Como se
menciono en 4.2, la informacion clinica fue extraida de la base de datos SISINEN (Tabla
5). A continuacion se muestra una tabla resumen sobre los datos clinicos obtenidos de las
pacientes con carcinoma mamario (N=20). En algunos items los pacientes no llegan a 20
debido a campos en blanco encontrados en la base de datos original.
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Tabla 5. Resumen de la data clinica de las pacientes provenientes del INEN.

Caracteristicas

Edad (rango)*** 52.5 (32-88)
Estado RE * Positivo 9 (60%)
Negativo 6 (40%)
Estado RP ** Positivo 9 (56.3%)
Negativo 7 (43.7%)
Estado HER-2 ** Positivo 3 (18.7%)
Negativo 13 (81.3%)
Grado del tumor * Grado 1 1 (6.7%)
Grado 2 3 (20%)
Grado 3 11 (73.3%)
Tamarnio del tumor *** <2.cm 0 (0%)
2-5cm 9 (45%)
>5cm 11 (55%)
Grado de extension a O 3 (25%)
ganglios linfaticos # 1 5 (41.7%)
2 1(8.3%)
3 3 (25%)
Metastasis *** Positivo 4 (20%)
Negativo 16 (80%)
Antecedentes de cancer Positivo 9 (52.9%)
H#H Negativo 8 (47.1%)
Estadio *** ] 6 (30%)
1 10 (50%)
v 4 (20%)

Nota: En algunos casos no se pudo contar con la informacién completa de la donante debido a que no se
habian completado sus datos durante el ingreso al software SISINEN. * n=15 donantes; ** n=16 donantes;
*¥** n=20 donantes; # n=12 donantes; ## n= 17 donantes.

5.2. Determinacién de poblaciones linfocitarias

Los resultados muestran que no existen diferencias significativas entre las poblaciones

linfocitarias (LB y NK) de los distintos estadios del carcinoma mamario y el grupo CN
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(Fig. 16). Cuando se evalud los grupos por estadio se encontrd que los porcentajes de LB
en el tejido eran significativamente menores que en sangre en los estadios I, 11y IV; y
también el porcentaje de NK en el tejido de los estadios Il y IV (Fig. 16A y B). Sin
embargo, la comparacion de los ratios tejido/sangre entre los estadios no mostro

diferencias significativas para ninguna de las poblaciones linfocitarias analizadas.
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Figura 16. Porcentajes poblacionales de LB y NK entre pacientes sin cancer y los distintos estadios
de pacientes con carcinoma mamario, en muestras de sangre y/o tejido. Se obtuvieron 1x10 PBMC y
0,2x10% SCMT y luego se marcaron con 10uL de un coctel de anticuerpos especificos para linfocitos TBNK
para después ser adquiridas en un citometro de flujo (FACSCalibur BD Biosciences). A: LB= Linfocitos
B; B: NK= Linfocitos Natural Killer. Test de Mann Whitney * p<0,05, ** p<0,01.

En las subpoblaciones de LT CD4 y CD8, tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los distintos estadios de carcinoma mamario y los controles sin cancer;
sin embargo, en el grupo estadio Il se encontr6 un menor valor estadisticamente
significativo del porcentaje de LT CD4 de sangre con respecto al tejido (Fig. 17A).
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Figura 17. Porcentajes poblacionales de LT CD4 y CD8 entre pacientes sin cancer y los distintos
estadios de pacientes con carcinoma mamario, en muestras de sangre y/o tejido. Se obtuvieron 1x10°
PBMC y 0,2x108 SCMT vy luego se marcaron con 10uL de un céctel de anticuerpos especificos para
linfocitos CD4 y CD8, para después ser adquiridas en un citometro de flujo (FACSCalibur BD

Biosciences). A: CD4 =L T CD4 o Helper; B: CD8=LT CD8 o citotdxicos. Test de Mann Whitney **
p<0,01.

Cuando se comparé la relacion entre CD4/CD8 entre los distintos estadios del carcinoma
mamario y los controles sin cancer, asi como la comparacion segln tipo de muestra

(sangre/tejido) para cada grupo no se encontraron diferencias significativas (Fig. 18).
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Figura 18. Relacion de LT CD4/CD8 entre pacientes sin cancer y los distintos estadios de pacientes
con carcinoma mamario, en muestras de sangre y/o tejido. Los datos fueron obtenidos de la division de
los porcentajes de LT CD4y LT CD8. CD4 =LT CD4 o Helper; CD8=LT CD8 o citot6xico.

Se encontro que la poblacién de LT CDA4+ es significativamente mayor que la poblacion
de LT CD8+ en las muestras de sangre periférica en el grupo CN como en los estadios Il
y IV (Fig. 19 A, B y D). Por otro lado, como se describio en la Fig. 17A se evidencio que
la poblacion de LT CD4+ en el estadio Il era significativamente mayor en sangre en
comparacion con tejido (Fig19C).
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Figura 19. Comparacién de porcentajes poblacionales de LT CD4 y CD8 por grupos y por tipo de
muestra. Se obtuvieron 1x10® PBMC y 0,2x10® SCMT y luego se marcaron con 10uL de un cdctel de
anticuerpos especificos para linfocitos CD4 y CD8, para después ser adquiridas en un citometro de flujo
(FACSCalibur BD Biosciences). A: CN=Grupo Céncer Negativo; B: Grupo Estadio II; C: Grupo Estadio
I11; D: Grupo Estadio 1V; Test de Mann Whitney * p<0,05; ** p<0,01.
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5.3. Determinacion de poblaciones de macrofagos M1y M2

El Unico parametro inmunolodgico evaluado que en el test de “valores atipicos” presentd
un valor demasiado elevado fue una poblacion de M2 provenientes de PBMC, por lo que
fue retirado de la evaluacion. En el anélisis de las poblaciones de macréfagos no se
hallaron diferencias significativas entre los distintos estadios de carcinoma mamario y las
pacientes sin cancer tanto en sangre como en tejido; sin embargo, en todos los grupos, los
porcentajes poblacionales de macrofagos M1y M2 son significativamente mayores en las
muestras de tejido en comparacion a las muestras de sangre, aproximadamente 11% M1
y 63,5% M2, respectivamente (Fig. 20). Las comparaciones de los ratios tejido/sangre no
presentaron diferencias significativas entre los estadios.
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Figura 20. Porcentajes poblacionales de M1y M2 entre pacientes sin cancer y los distintos estadios
de pacientes con carcinoma mamario, en muestras de sangre y/o tejido. Se obtuvieron 1x106 PBMC y
0,2x10% SCMT y luego se marcaron con 10uL de un coctel de anticuerpos especificos para macréfagos M1
y M2, para después ser adquiridas en un citometro de flujo (FACSCalibur BD Biosciences). A: M1 =
Macrdfagos clasicos; B: M2 = Macréfagos alternativos. Test de Mann Whitney * p<0.05, ** p<0.01, ****
p<0.0001
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Cuando se evalué por grupo (CN o estadio) y por tipo de muestra se encontrd que en
todos los grupos las poblaciones de macréfagos M1y M2 son significativamente mayores
en muestras de tejido comparado a las muestras de sangre periférica (Fig. 21) y siempre
se observa un mayor porcentaje de M2 que M1, 11% versus 63,5% (Fig. 19 y 21).
Interesantemente, se encontro en los estadios I1, 111y IV una poblacidn significativamente
mayor de macrdéfagos M2 con respecto a la poblacién de macrofagos M1 en las muestras
de tejido, caso que no ocurre en el grupo sin cancer (Fig. 21B,C y D). Adicionalmente, se
encontré un porcentaje de macréfagos M2 significativamente mayor con respecto a
macrofagos M1 en sangre periférica de los estadio 11y IV (Fig. 21C y D).
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Figura 21. Comparacion de porcentajes poblacionales de macréfagos M1y M2 por grupos y por tipo
de muestra. Se obtuvieron 1x10® PBMC y 0,2x10% SCMT y luego se marcaron con 10uL de un cdctel de
anticuerpos especificos para macréfagos M1 y M2, para después ser adquiridos en un citometro de flujo
(FACSCalibur BD Biosciences). A: CN=Grupo Cancer Negativo; B: Grupo Estadio Il; C: Grupo Estadio
I11; D: Grupo Estadio 1V; Test de Mann Whitney * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.
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5.4. Determinacion de poblaciones de células dendriticas CDm y CDp

Con respecto a la evaluacion de las poblaciones de células dendriticas, no hubo
diferencias significativas entre los distintos estadios de carcinoma mamario y las
pacientes sin cancer. Cuando se hace la comparacién dentro de cada grupo y por tipo de
muestra (sangre y tejido) se encontré que el tejido presentaba un porcentaje
significativamente menor de la subpoblacion de CDm en el estadio |1l y un porcentaje
significativamente mayor de la subpoblacion de CDp en el grupo CN en comparacion a
la sangre (Fig. 22 A y B). Los ratios de tejido/sangre no presentaron diferencias

significativas entre los estadios, en ninguna de las células dendriticas.
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Figura 22. Porcentajes poblacionales de CDmy CDp entre pacientes sin cancer y los distintos estadios
de pacientes con carcinoma mamario, en muestras de sangre y/o tejido. Se obtuvieron 1x10® PBMCy
0,2x10%° SCMT vy luego se marcaron con 10uL de un coctel de anticuerpos especificos para células
dendriticas CDm y CDp, para después ser adquiridas en un citémetro de flujo (FACSCalibur BD
Biosciences). A: CDm = Células dendriticas mieloides; B: CDp = Células dendriticas plasmacitoides. Test
de Mann Whitney * p<0,05.
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Cuando se evalud por grupo (CN o estadio) y por tipo de muestra se encontr6 que el grupo
sin cancer presentaba mayor porcentaje de CDp en tejido que en sangre (Fig. 22B y 23A).
En el grupo de estadio Il se encontré6 menor porcentaje significativo de CDm en las
muestras de tejido; también se encontré que en los grupos estadio 11y 111 existian mayores
porcentajes significativos de CDp que CDm en tejido (Fig. 23 B y C). Finalmente en
muestras de sangre del grupo estadio 11 se encontr un mayor porcentaje estadisticamente
significativo de CDp que CDm (Fig. 23C).
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Figura 23. Comparacion de porcentajes poblacionales de células dendriticas CDm y CDp por grupos
y por tipo de muestra. Se obtuvieron 1x10% PBMC y 0,2x10% SCMT y luego se marcaron con 10uL de un
coctel de anticuerpos especificos para células dendriticas, para después ser adquiridos en un citémetro de
flujo (FACSCalibur BD Biosciences). A: CN=Grupo Céancer Negativo; B: Grupo Estadio Il; C: Grupo
Estadio I11; D: Grupo Estadio 1V; Test de Mann Whitney * p<0.05, ** p<0.01.
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5.5. Andlisis del perfil de citoquinas

Para el estudio de citoquinas se utilizaron sobrenadantes de cultivo de las muestras
indicadas en la tabla 4; sin embargo, de las 20 muestras de tejido de donantes con
carcinoma mamario se procesaron solo 11 sobrenadantes debido a la escasa cantidad de
tejido para los ensayos y de las 18 muestras de sangre de donantes con carcinoma
mamario se procesaron 17 muestras debido a la perdida de una muestra, quedando

distribuidas como se indica en la Tabla 6.

Tabla 6. Distribucion de muestras de sobrenadante obtenido de células provenientes de sangre y
tejido para el estudio del perfil de citoguinas.

Tejido Sangre

Carcinoma mamario

N=2;11=51vV=4* =6 1M1=7,1V=4*

Sin cancer

N = nimero total de muestras. * Distribucién de muestras por estadio.

Los perfiles de citoquinas Th1/Th2/Th17 fueron medidos en células provenientes de
sangre periférica (PBMC) y tejido (SCMT) sin adicionar ningun tipo de estimulo luego
de su obtencion, por lo que se muestran las concentraciones de estas citoquinas (pg/mL)

en su estado natural.

Los datos obtenidos fueron analizados con el test para identificar valores atipicos, con el
cual se encontraron mediciones que fue necesario eliminar. Los resultados indican que no
hubo diferencias significativas entre los perfiles de citoquinas Th1/Th2/Th17 del grupo
sin cancer con respecto a los grupos de estadios I, 111 y IV. Asimismo, la comparacién
intragrupo tampoco evidencié diferencias significativas, mostrandose solo tendencias.
Aungue las concentraciones de las citoquinas en cada uno de los grupos tuvieron
variabilidad, interesantemente encontramos en sobrenadantes de cultivo de PBMC que el
IFN-y (citoquina Th1l) tenia un valor mas elevado en el grupo sin cancer y luego
practicamente desaparece en los grupos de los distintos estadios del carcinoma mamario
(Fig. 24A). En el caso del grupo estadio Il hay una tendencia a una mayor concentracion
de las citoquinas IL-6 y IL-10 (citoquinas Th2) que la citoquina TNF-o (citoquina Thl)
(Fig. 24 B, D y F). De manera similar, los sobrenadantes de cultivo de PBMC del grupo
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estadio 11l también mostraron el perfil anterior, una mayor cantidad de citoquinas Th2
que Thl (Fig. 24 B, D y F). Cuando evaluamos el perfil de citoquinas en el sobrenadante
de cultivo de SCMT encontramos gque aungue a concentraciones bajas, la IL-6 (citoquina
Th2) mostraba una tendencia a una mayor concentracion que el resto de citoquinas Thl
(Fig. 24F). En el caso de las citoquinas IL-2 (Th1), IL-4 (Th2) y IL-17 (Th17) presentaron
concentraciones por debajo de los 4pg/mL, lo que no representaria una respuesta
significativa a nivel fisiologico (Fig. 24 C, Ey G).
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Figura 24. Comparacion del perfil de citoquinas Th1/Th2/Th17. Se cultivaron por 24 horas 1x10°
PBMC y 0,2x10® SCMT vy se obtuvieron los sobrenadantes para medir las citoquinas con la técnica
Cytometric Bead Array en un citometro de flujo (FACSCalibur BD Biosciences). A: IFN-y= Interferon
gamma; B: TNF-a = Tumoral necrosis factor alfa; C: IL-2 = Interleuquina 2; D: IL-10 = Interleuquina 10;
E: IL-4 = Interleuquina 4; F: IL-6 = Interleuquina 6; G: IL-17 = Interleuquina 17.
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VI. DISCUSION

El objetivo del presente estudio ha sido evaluar las principales poblaciones de células
inmunocompetentes (linfocitos, macréfagos y células dendriticas) y el perfil de citoquinas
Th1/Th2/Th17 a nivel sistémico y en biopsias de tejido mamario de donantes peruanas
sin cancer y con carcinoma mamario de estadios Il, 11l y IV provenientes del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN). Ello con el fin de determinar si existen
diferencias en los parametros inmunoldgicos entre los diferentes estadios de cancer en
comparacion a las pacientes sin cancer y ademas entre los tipos de muestras utilizados
(sangre y tejido). Cabe mencionar que la evaluaciéon conjunta de sangre y tejido de
pacientes con cancer de mama es algo novedoso. No se encuentran estudios previos que
evallen ambas variables en humanos. Es un campo nuevo que puede ser explorado de
tener buenos resultados. Sobre todo en Per(, ampliar el conocimiento del perfil
inmunoldgico de las pacientes en los distintos estadios y tanto del &mbito local como
periférico (tejido y sangre) puede ser beneficioso para el desarrollo de nuevos

tratamientos.

Los resultados no muestran diferencias significativas de las poblaciones
inmunocompetentes (linfocitos, macréfagos y células dendriticas) y el perfil de citoquinas
Th1/Th2/Th17 entre los estadios Il, 111 y IV de carcinoma mamario y los controles sin
cancer. Sin embargo, cuando se hizo la evaluacion por tipo de muestra encontramos
claramente una mayor proporcion de macréfagos M1 y M2 en el tejido mamario de
controles sin cancer y en los estadios Il, 11l 'y IV en comparacion con las muestras de
sangre periférica (PBMC) de estas mismas donantes. Aungue ambas poblaciones de
macréfagos en tejido son siempre elevadas es importante destacar que siempre la
proporcién de macrofagos M2 fue superior a los M1, incluso existié una tendencia a
incrementar conforme se pasaba del grupo sin cancer hasta el estadio 1V (Fig. 20 y 21).
Cuando se evalu6 los macr6fagos M1 y M2 del grupo sin cancer se observo un mayor
porcentaje de ambos fenotipos en el tejido mamario en comparacion a sangre, lo que se
mantuvo en los estadios I, 111 'y IV. La polarizacion de macréfagos M2 en dicho tejido
se evidencié de manera significativa en los estadios I, I11'y IV (Fig. 20); mientras que la
polarizacion de macréfagos M2 en sangre recién se hace significativa en los estadios 11
y IV (Fig. 21 C y D). Es importante indicar que los porcentajes poblacionales de ambos
fenotipos fueron inferiores al 1,8% en el estadio 1V (Fig.21D).
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Aras et al 2017 (41) y Chih-Hsing et al 2018 (47) han demostrado que en varios tipos de
cancer existe una alta proporcion de macrdéfagos y una polarizacién de tipo M2, la cual
es pro-angiogeénica y pro-tumoral. Nuestros resultados confirman los hallazgos por Ward
et al 2015 (39), que indican que los macrofagos M2, o también conocidos como TAM
(macrofagos asociados al tumor), son los mas abundantes en el microambiente tumoral
del cancer de mama donde son promotores del crecimiento neoplésico debido a la
secrecion de factores mitogénicos y angiogénicos. Por ello los M2 son asociados con un

pobre pronostico en pacientes con cancer de mama.

De manera anecdoética en nuestro caso encontramos que los controles sin cancer
presentaban un mayor porcentaje de células M1 y M2 en tejido; sin embargo, no existe

una polarizacion como si se aprecia en los estadios.

Asimismo, nuestros resultados demuestran que la polarizacion M2 ocurre en tejido
canceroso de pacientes que se encuentran el estadio 1l y 111 de la enfermedad (Fig. 21B y
C respectivamente). Una posible explicacién es el hecho de que las células sanguineas
son direccionadas hacia el microambiente tumoral. Esta informacion es util para el
abordaje del tratamiento de estos pacientes cuando se quiera modificar la polarizacion
M2 hacia M1 como lo sugieren y demuestran investigadores como Ngambenjawong et al
2017 (44).

Otro resultado interesante se observé a nivel de las poblaciones de linfocitos. Cuando se
evaluaron las subpoblaciones de LT provenientes de PBMC aislados de sangre se
encontrd que las CD4+ estaban incrementadas significativamente comparadas a las CD8+
en los grupos sin cancer, estadio Il y IV (Fig. 18A, B, D); mientras que en el estadio 111
las CD4+ estaban incrementadas significativamente pero con respecto a las CD4+ de
tejido (Fig. 18C). EI mayor porcentaje de CD4+ que CD8+ en sangre en los estadios Il 'y
IV representa un escenario negativo para las pacientes ya que las CD8+, citotoxicas, son
las que beneficiarian una accion anti-tumoral. Al respecto, Engin et al 2013 (57)
realizaron un estudio con poblaciones linfocitarias sanguineas de pacientes con carcinoma
mamario no metastasico e hipotetizaron que el aumento de LT CD4+ se deberia al
incremento de la molécula HLA-DR en LB, es decir los LB actuarian como células
presentadoras de antigenos tumorales. En nuestro caso, si bien encontramos ambas
poblaciones sanguineas el porcentaje de LB en todos los estadios es inferior al porcentaje

de LT totales y en vista que no se ha medido ninguna molécula relacionada con la
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presentacion de antigeno o activacion linfocitaria sélo podriamos indicar que existe una
diferencia porcentual entre ambas poblaciones. Adicionalmente, Engin et al 2013 (57)
concluyen que estas poblaciones linfocitarias serian buenos marcadores pronosticos, lo
que en nuestro caso se deberia complementar con la medicidn adicional de marcadores
de activacion como moléculas coestimuladoras (CD28, CTLA-4), de memoria
(CD45R0+) o de células naive (CD45RA+). Tipicamente los linfocitos que llegan al
microambiente tumoral son llamados TIL (linfocitos infiltrantes de tumor); en nuestro
caso la Unica poblacion que demostrd un porcentaje significativamente menor en el tejido
tumoral fue la poblacién de LT CD4+ en el estadio 111 (Fig.17A y Fig.19C). Los LT CD4+
son un tipo de TIL que realiza funciones extremadamente importantes para la defensa
anti-tumoral. Por lo tanto el hecho de que se encuentren en baja proporcion en el tejido
de pacientes con carcinoma mamario estadio Il resulta en mal pronostico de la
enfermedad. Sin embargo, también seria importante que se pueda evaluar el grado de

activacion o funcionalidad de estas células en estudios futuros.

En el caso de los linfocitos B, se encontrd que el porcentaje fue significativamente mayor
en sangre que en tejido en los estadios II, 111 y IV. Al respecto, Tsuda et al 2017 (77), al
evaluar los LB en sangre de pacientes con carcinoma mamario demostré que los LB
estaban incrementados en relacién a las pacientes sin cancer; sin embargo, deja abierta la
posibilidad de que existiria una alta variabilidad como por ejemplo en nuestro caso en el
que no encontramos diferencias entre los LB sanguineos de ambos grupos de donantes
(Fig. 16A). Ademas, Tsuda et al 2017 (77) demostré que una alta proporcion de los LB
de estos pacientes serian del fenotipo de LB de memoria, lo que en nuestro caso podria

ser similar a pesar de que no se midieron marcadores de memoria.

Tsuda B et al 2018 y otros investigadores declaran que la inmunidad contra el cancer esta
principalmente relacionada a los linfocitos Natural Killer (NK) y a los linfocitos NK-T
de la inmunidad innata; mientras que los LT CD4+, CD8+ y LB de la inmunidad
adaptativa serian las mas representativas. En el caso de nuestro estudio sobre las NK,
observamos que los porcentajes poblacionales de NK no varian cuando se comparan entre
el grupo sin cancer y los grupos de los estadios Il, Il 'y IV (Fig. 16C). Este resultado es
similar al encontrado por Verma et al 2015 (53), quien evalu6 25 pacientes con cancer de
mama grande (>3cm) y localmente avanzado pero que recibieron terapia neoadyuvante

(Capecitabina, Doxetaxel, Doxorubicina y Ciclofosfamida). Por tanto, seria interesante
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comprobar estos resultados en nuestros pacientes luego del tratamiento al que sean
sometidos. Ademas, cuando se hizo la comparacion por tipo de muestra se vio una
diferencia significativa del porcentaje de NK en sangre comparada con tejido tanto en el
estadio Il como en el estadio IV y aunque en el estadio Il también se observé esta
diferencia, el p fue ligeramente mayor a 0,05 (p=0,051) (Fig.16C). En sangre, resulta
siendo anecddtico que los porcentajes de NK sean mayores dependiendo de la condicién
desde el grupo sin cancer y pasando por los estadios I1, I11'y IV; sin embargo, la estadistica
no mostré diferencias significativas (Fig.16C). Estos ultimos resultados sobre las NK en
nuestro estudio estarian de acuerdo con lo declarado por Pahl et al 2017 (52), quien indica
que altos numeros de NK y LT CD8+ se asocian con un mejor prondstico. Se sabe que
las NK montan mejores respuesta para tumores hematoldgicos que contra tumores solidos
como el del carcinoma mamario, por tanto las NK (y los LT CD8+) frecuentemente se
agotan como consecuencia del proceso de inmunoedicion del cancer que ejecuta para
defender al sistema inmune. De acuerdo a esto es altamente probable que las actividades
funcionales estén reducidas en ambos ambientes (sangre y tejido). Esto ultimo no ha
podido ser demostrado por nuestro estudio ya que solo se midieron porcentajes

poblacionales.

Tanto la respuesta innata como la adaptativa son importantes para la inmunidad contra
los tumores y existe un grupo de células caracterizadas por constituir un enlace o union
entre ambas inmunidades: las células dendriticas, consideradas las presentadoras de
antigeno profesionales (CPA). Ellas se dividen dos principales subpoblaciones
caracterizadas por su rol en respuestas genéricas o convencionales (células dendriticas
mieloides) y respuesta contra agentes virales e incluso con algun rol en la respuesta
antitumoral (células dendriticas plasmacitoides). En nuestro estudio encontramos que las
CDm solo demostraron un mayor porcentaje significativo de su poblacién en sangre con
respecto a tejido en el estadio Il (Fig. 22A); mientras que en los grupos sin cancer y
estadios Il y IV, a pesar de que se ve una diferencia similar, no existe diferencia
significativa (Fig.22A). Por otro lado, las CDp en el grupo sin cancer de tejido,
presentaron un porcentaje significativamente alto con respecto a la muestra de sangre
(Fig.22B). Al respecto, Treilleux et al 2004 (104) encontraron en el tejido primario de
pacientes con carcinoma mamario un incremento en la poblacion de CDp (medida por
IHC) que constituia aproximadamente el 13% del infiltrado celular, razon por la cual

concluyen que su presencia es un factor de mal prondstico en cuanto a la supervivencia
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de estos pacientes. En nuestro caso, se confirmaria esta hipotesis dado que hemos
encontrado cerca del 60% de CDp en ambos tipos de muestras y en los estadios I, 111y
IV, incluso estos porcentajes son superiores a los de las CDm o convencionales (Fig.22B).
Sin embargo, resulta anecdético que el grupo sin cancer tenga menos CDp en sangre, lo
cual podria ser explicable por el hecho que ain no han recibido ningln estimulo en las
donantes sin cancer. En el analisis de ambas subpoblaciones de CD por estadios, se
observo que en los estadios |1y 111 la proporcion de CDp es significativamente mayor que
la proporcién de CDm en tejido, lo que confirmaria el mal factor prondéstico declarado
por Treilleux et al 2004 (104) (Fig. 23B y C). Esta diferencia poblacional también se
encontrd6 en muestras de sangre del grupo estadio Il (Fig. 23C), lo que también

demostraria que el estadio es un factor influyente.

Ademas de los parametros celulares relacionados a la respuesta inmune, en este estudio
también se evalué pardmetros solubles que en muchos casos son producidos por estas
células, como es el caso de las citoquinas, que gobiernan gran parte de los mecanismos
de defensa y en especial contra los tumores, pues son proteinas que inmunomodulan la
actividad celular y cuyo perfil puede ser modificado incluso por los tumores para
favorecer su progresion. En ese sentido en este estudio se hizo una evaluacion de las
citoquinas Thl/Th2/Thl7 a partir de PBMC (sangre) y SCMT (tejido), pero en
condiciones basales, es decir, sin la intervencién de ningln estimulo que provoque su
aumento o disminucién en condiciones de cultivo. Esto suele ser un tanto complicado de
evaluar pues en muchos casos los niveles de citoquinas no pueden ser detectables por las
técnicas empleadas; sin embargo, el punto a favor es que se puede observar una condicién

real en un determinado estadio del cancer de mama o de sujetos sin cancer.

Segun lo evaluado en resultados para las citoquinas Th1/Th2/Th17 y a pesar de que no
existen diferencias significativas, los valores de concentracion de cada una de las
citoguinas nos muestran una tendencia hacia una polarizacion de tipo Th2 donde destacan
los niveles de IL-10 en sangre, una citoquina inmunoreguladora y anti-inflamatoria, y los
niveles de IL-6 incluso en tejido, una citoquina pro-inflamatoria. Para muchas de las otras
mediciones de citoquinas los valores fueron muy bajos o imperceptibles lo cual se puede
explicar por la ausencia de estimulos. Se midieron los niveles basales de citoquinas de las

pacientes.
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En varios canceres humanos las células malignas y las células infiltrantes del huésped
expresan y secretan un amplio rango de citoquinas Th1/Th2/Th17 y ademaés estas pueden
ser mejoradas o suprimidas por citoquinas reguladoras (Por ej. TGF-$) en el ambiente de
la respuesta antitumoral (105). En su articulo de revision, Carvalho et al 2014 (60) indican
que algunos mecanismos de la respuesta inmune como la polarizacion Th2 pueden
promover el desarrollo y progresion del tumor. Este balance entre la respuesta protectora
citotoxica y la respuesta perjudicial humoral o Th2 puede ser regulada sisteméaticamente
por el estatus inmune del individuo. Kaewkangsadan et al 2018 (105) demostraron la
presencia de una polarizacion Th2 en los nodulos linfaticos axilares con metéastasis,
encontrando un alto nivel de expresion de la citoquina supresora IL-10 y un bajo nivel de
expresion de las citoquinas Thl inflamatorias, IFN-y e IL-2. Estos resultados son
similares a los encontrados en este estudio, a pesar de que en nuestro caso no se pudo
lograr la diferencia estadistica debido a la gran variabilidad que existia entre donantes;
sin embargo, los valores promedio de las concentraciones de citoquinas muestran las

diferencias antes mencionadas.
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VII. CONCLUSIONES

o Se observo una polarizacion de macrofagos M2 en el microambiente tumoral del
tejido mamario, la cual llega a superar el 60% en los estadios I, Il y IV; mientras
que el fenotipo M1 no supera el 20%. Asimismo, en sangre periférica también se
observé una polarizacion M2 pero a partir de estadios avanzados (Il y 1V); sin
embargo, la frecuencia porcentual no supera el 20%.

¢ No se encontraron diferencias significativas entre la frecuencia celular y el nivel
de citoquinas entre los grupos sin cancer y los estadios I, 111 y IV del carcinoma
mamario. Sin embargo, si se observaron diferencias significativas cuando se
evaluo el tipo de muestra, siendo la sangre periférica el lugar donde existe una
mayor frecuencia porcentual de linfocitos T CD4+ (estadio I11, >40%), linfocitos
B (estadios II, 11 y 1V, >20%) y linfocitos NK (estadios Il y 1V, >40%) en
comparacion con el microambiente tumoral del tejido mamario.

e El porcentaje de la subpoblacion de linfocitos T en sangre periférica LT CD4+
fue significativamente mayor que el de LT CD8+ en los estadios Il y IV. En el
estadio Il se observo esta misma tendencia, aunque no fue estadisticamente
significativa.

e A pesar de que en el estadio Il se encontré una mayor frecuencia porcentual de
CDm (32%) en sangre periférica que en tejido, los porcentajes de CDp son o
tienden a ser mayores que los porcentajes de CDm en los estadios II, 111y 1V,
tanto en sangre como en tejido.

e Aungue no se encontro significancia estadistica existiria una tendencia hacia la
polarizacion de citoquinas Th2 en sangre periférica en los estadios Il y I11, donde
las concentraciones de 1L-6 (Th2) representan 100 veces méas que TNF (Th1l).
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VIiIl. RECOMENDACIONES

Una de las principales limitaciones de este estudio fue el escaso nimero de muestras.
Seria recomendable trabajar con un nimero mas grande de muestras para lograr tener una
mayor representatividad en cada uno de los estadios de céncer estudiados. Ademas,
también es importante incrementar el nUmero de muestras negativas para cancer que
puedan ser incluidas como controles (pacientes sanas). En un proyecto de dimensiones
mas grandes, incluir todos los estadios estratificados por subtipos de cancer, podria dar
mas luz en el tema de los cambios inmunoldgicos que se desarrollan a medida que avanza
la lesion.

Finalmente, recomendamos el uso de marcadores celulares que permitan evaluar la

funcionalidad, maduracion y activacion.
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Anexo 1: Tabla de pacientes sin cancer

Cddigo Diagnéstico Estado N° de Bebe Fuma Antecedentes
Civil hijos alcohol familiares
con cancer
CAS Tejido Soltera 1 No No Si
mamario con
fibrosis y focal
infiltrado
inflamatorio
crénico
czT Mastitis Soltera 1 Si Si Si
cronica
granulomatosa
CAF Mastitis Soltera 0 No No Si
cronica
granulomatosa
CAA Mamografia Casada 2 No No No
negativa
EMP Mamografia Soltera 2 No No No
negativa
GPG Mamografia Casada 3 No No No
negativa
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Anexo 4: Codigos y tipos de muestra

Caodigo Tipo de | Estado Civil N° de | Bebe Fuma | Antecedentes
muestra hijos | alcohol familiares
con cancer
MVM-3941 | Tejido Soltera 4 No No No
MVM3940 | Sangre
LQM-4024 | Tejido | Soltera 1 No No Si
Sangre
AJM-4025 | Tejido Casada 2 Si No Si
Sangre
MAC-4058 | Tejido | Viuda 5 Si No No
MAC-4057 | Sangre
CTC-4239 | Tejido Casada 2 No No Si
IHV-4250 Tejido Casada 0 No No No
IHV-4251 | Sangre
SPC-4253 | Tejido Casada 2 No No Si
SPC-4254 Sangre
BRS-4265 | Tejido Soltera 5 No No No
BRS-4266 | Sangre
ORM-4263 | Tejido Conviviente |3 No No -
ORM-4264 | Sangre
CAS-4311 | Tejido | Soltera 1 No No Si
CAS-4312 | Sangre
EAC-4316 | Tejido | Casada 1 No No Si
EAC-4317 | Sangre
DMC-4318 | Tejido Soltera 8 No No No
DMC-4318 | Sangre
NCM-4334 | Tejido | Soltera 10 No No Si
ECG-4350 | Tejido Conviviente |3 No No -
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ECG-4349 | Sangre
CRT-4367 | Tejido Casada 1 No No Si
CRT-4368 | Sangre
LGC-4374 | Tejido | Casada 0 No No Si
LGC-4375 | Sangre
CZT-4385 | Tejido Soltera 1 Si Si Si
CZT-4387 Sangre
MPA-4392 | Tejido Soltera 2 No No No
MPA-4393 | Sangre
CAF-4423 | Tejido Soltera 0 No No Si
CAF-4424 | Sangre
ECA-4448 | Tejido | Soltera - No No -
ECA-4447 | Sangre
LDZ-4485 | Tejido Casada 3 No Si No
LDZ-4486 | Sangre
ECM-4492 | Tejido | Viuda 13 No No Si
ECM-4493 | Sangre
GVP-4494 | Tejido Soltera - No No No
GVP-4495 | Sangre
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Anexo 5: Curvas de calibracion para el analisis de citoquinas Th1/Th2/Th17

A continuacion se muestras las curvas de calibracion de cada una de las citoquinas:
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