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RESUMEN

Introduccion: El cancer de ovario de origen epitelial es el mas letal de todos los canceres
ginecoldgicos. El infiltrado linfocitario en el tumor, la ascitis y la sangre se asocian con la
supervivencia y respuesta terapéutica.

Objetivo: Evaluar la correlacion de la composicion linfocitaria, entre sangre, ascitis y
tejido del tumor en pacientes con cancer de ovario de origen epitelial.

Métodos: Se realiza estudio analitico transversal en el Instituto Nacional de Oncologia y
Radiobiologia (INOR), en la Habana, Cuba, durante el afio 2017. Se estudiaron 33
muestras de sangre, ascitis y tejido tumoral ovarico mediante un panel de citometria de

flujo multiparamétrica y, ademas, fueron estudiadas muestras de sangre de 35 mujeres
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supuestamente sanas. Se evalud la composicion y correlacion entre inmunofenotipos
linfocitarios.

Resultados: Se encontraron cambios en los inmunofenotipos linfocitarios en sangre de
las pacientes en comparacion con los controles. La concentracién de células NK se
presentd significativamente alta, con 12,5 % y 15,8 %, en controles y pacientes
respectivamente. Los andlisis de varianza mostraron que la variabilidad de
concentraciones de linfocitos entre sangre, ascitis y tejido ovarico no se debio al azar. Las
poblaciones de linfocitos citotoxicos, T reguladoras, NKT vy células activadas
describieron una tendencia al incremento en la sangre, ascitis y tejido, mientras que las
NK, linfocitos B y células cooperadoras mostraron una tendencia opuesta. Los
inmunofenotipos activados de T reguladores y linfocitos citotdxicos, tuvieron una
correlacion inversa en ascitis y tejido tumoral con R% 0,70 y 0,45 respectivamente.
Conclusiones: Se evidencidé el incremento de células con funcién citotéxica y T
reguladoras en el tejido y la ascitis junto con linfocitos T reguladores. La correlacion
encontrada en algunos inmunofenotipos homdlogos entre compartimentos, sugiere que se
pueden estimar concentraciones celulares a partir de la sangre. La asociacion entre
fenotipos funcionales demostr6 un ambiente supresor, independiente de las
concentraciones globales de CD8 y T reguladoras.

Palabras clave: cancer de ovario; inmunofenotipo linfocitario; citometria de flujo

multiparamétrica.

ABSTRACT

Introduction: Ovarian cancer with epithelial origin is the most lethal of all gynecological
cancers. The lymphocytary infiltrate in the tumor, the ascites and the blood are associated
with the survival and the therapeutic response.

Objective: Assess the correlation of the lymphocytary composition between blood,
ascites and tissue of the tumor in patients with ovarian cancer of epithelial origin.
Methods: It was conducted an analytical cross-sectional study in the National Institute of
Oncology and Radiobiology (INOR, by its acronym in Spanish), in Havana, Cuba during
2017. 33 samples of blood, ascites and ovaric tumoral tissue were studied through a panel
of multiparameters flow cytometry, and in addition were studied blood samples of 35
supposedly healthy women. It was assesed the composition and correlation among

lymphocytary immunophenotypes
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Results: There were found changes in the lymphocytary immunophenotype in the blood
of patients in comparison with the controls. The concentration of NK cells was found
significantly high, with 12,5% and 15,8% in controls and patients, respectively. The
variance analysis showed that the variability of the lymphocytes concentrations between
blood, ascites and ovaric tissue was not by chance. The population of ciytotoxic
lymphocytes, T regulators, NKT and activated cells described an increasing trend in the
blood, the ascites and the tissue; while the NK, the B lymphocytes and the helper cells
showed an opposite trend. The activated immunophenotypes of T regulators and the
cytotoxic lymphocytes had an inverse correlation in ascites and tumoral tissue with R?:
0,70 and 0,45, respectively.

Conclusions: It was evidenced the increase of cells with cytotoxic function and T
regulators in the tissue and the ascites with T regulators lymphocytes. The correlation
found in some homologous immunophenotypes among sections suggests that can be
estimated cells concentrations from the blood. The relation among functional phenotypes
showed a supressor environment, independently from the global concentrations of CD8
and T regulators.

Keywords: Ovarian cancer; lymphocytary immunophenotype; multiparameters flow

cytometry.

Recibido: 23/03/2020
Aprobado: 11/04/2020

Introduccidén

El cancer de ovario de origen epitelial (COE) ocupa el sexto lugar en incidencia y
mortalidad en mujeres a nivel mundial y es el mas letal de todos los cénceres
ginecologicos. En Cuba ocupa el quinto lugar en incidencia dentro de la poblacién
femenina entre 18 y 45 afios de edad y el séptimo después de los 45 afos. Se
diagnostica de forma tardia (etapas I11/IV) en mas del 75 % de los casos y cursa de
forma indolente mas de la mitad de su historia natural. :2345)

La cirugia citorreductora seguida de quimioterapia basada en platinos y taxanos, es el

tratamiento de eleccién en este tipo de cancer. Sin embargo, en las etapas en que el
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mayor porcentaje es diagnosticado, ya han ocurrido diseminaciones hematdgenas,
linfaticas y transperitoneal. En este escenario la cirugia es multiorganica y altamente
compleja, con reduccion de la supervivencia. En estas condiciones el pronostico de
supervivencia a los 5 afios es menor del 25 %. A este problema se sobreafiaden los
tumores quimiorresistentes, que representan alrededor de 50 % de los casos. Por esto
resulta evidente lograr nuevas estrategias terapéuticas y avanzar hacia el diagnostico
temprano.®®

El COE es uno de los tumores mas inmunogénicos descritos. Existen cohortes de
pacientes de igual estirpe histoldgica, estadio, edad, color de la piel y riesgos
genéticos similares, que muestran respuestas al tratamiento y supervivencias globales
muy diferentes. Luego se ha comprobado que sus infiltrados inflamatorios en el
microambiente del tumor, eran distintos y que sobre estas caracteristicas radica el
fundamento de los destinos diferentes de las pacientes. A partir de estos hallazgos se
comenz6 a profundizar en la caracterizacion del inmunofenotipo leucocitario,
sobretodo linfocitario, para identificar biomarcadores predictores de respuesta
terapéutica y de supervivencia en estas pacientes. (78910

Actualmente se estudia a profundidad la influencia del balance entre los factores
inmunogénicos e inmunosupresores, en el pronéstico y supervivencia del COE. El
franco predominio de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL, por sus siglas en inglés)
citotoxicos sobre los monocitos y neutrofilos, resulta beneficioso, pero el aumento de
células derivadas mieloides supresoras y T reguladoras (Treg) se asocia con
quimiorresistencia y menor supervivencia. En tal sentido estas células y sus nexos se
han convertido en un blanco muy atractivo de la inmunoterapia, que con el nuevo
enfoque de inhibicibn de los puntos de control estd dando beneficios
ostensibles.(7811.12)

El inmunofenotipo por citometria de flujo (CF) de linfocitos asociados al tumor en la
ascitis y circulantes en sangre, se ha convertido en un elemento mas del diagnéstico
integral del COE, en la era del inmunograma del cancer. La inmuno clasificacion de
estos tumores es esencial con relacion al tratamiento y pronostico. Se requiere del
andlisis de los nexos entre poblaciones linfocitarias y entre compartimentos, para
evaluar no solo su cantidad y ubicacion, sino su dinamica de recirculaciéon y

funcionabilidad. En estos dos ultimos aspectos se ha abundado muy poco, lo que
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ayudarian a dilucidar algunos resultados controversiales de los estudios sobre
concentraciones linfocitarias en COE. 8:13:14.15)

Por lo antes expuesto se puede apreciar que el COE como problema de salud de gran
magnitud, tiene asociados nuevos descubrimientos en el area de la inmuno oncologia,
que podran cambiar su curso natural.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la correlacion de la composicion
linfocitaria, entre sangre, ascitis y tejido del tumor, en pacientes con cancer de ovario

de origen epitelial, durante el periodo analizado.

Métodos

Se realiz6 un estudio analitico transversal en el Instituto Nacional de Oncologia y
Radiobiologia (INOR), La Habana, Cuba durante el afio 2017.
En el laboratorio de inmunologia se analizaron 33 muestras provenientes de
pacientes con diagnostico histopatoldgico de COE, atendidas en los servicios de
Ginecologia del INOR y del Hospital Ginecobstétrico “Ramon Gonzalez Coro”
ambos en La Habana, Cuba.
Las pacientes en etapas localmente avanzadas, tributaron a cirugia citorreductora
primaria. Ademas, se estudiaron muestras de sangre de 35 mujeres supuestamente
sanas.

Obtencion de las muestras
De cada paciente se analizaron 2 mL de sangre periféricay 2 mL de liquido ascitico
dispensados en tubos Vacutainer con acido etilendeamino tetracético (EDTA).
Ademas, se obtuvo un fragmento de tejido tumoral (2-5 gramos) que se coloc6 en
tubos conicos estériles de 15 mL en solucion salina al 0,9 %. Las muestras fueron
colectadas durante el acto quirdrgico.
Las mujeres sanas y las enfermas accedieron voluntariamente a participar y firmaron
el consentimiento informado.
Se cumplieron los requisitos emanados de la Declaracién de Helsinki. Se garantiz6
la confidencialidad de los datos obtenidos y su uso con fines exclusivos de la

investigacion.
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El estudio no implico riesgos éticos para las pacientes ya que no fueron sometidas a
experimentacion y estuvo aprobado por los comiteés de ética de las instituciones
involucradas.
Citometria de flujo

Se empled un citometro Beckman Coulter Gallios de 10 colores con software
Gallios v1.2 para la adquisicién de los datos y Kaluza Analysis v1.5% para el analisis
y reporte de resultados.

Para sangre se adquirié un minimo de 50 000 eventos totales. Mientras que para los
otros dos tipos de muestras se determind un minimo de 5000 eventos en la ventana
de seleccion de linfocitos (CD45*/SSC). Los valores de poblaciones linfocitarias se
determinaron de forma porcentual. Se emple6 un panel de cuatro tubos
policroméaticos previamente disefiado y optimizado en el laboratorio de inmunologia
del INOR. Todos los anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos

empleados fueron Beckman Coulter, Francia.

1. anti-CD45 KRO (Clon J33), anti-CD19 PC7 (Clon 89B.B4), anti-CD3 FITC
(Clon UCHT1), anti-CD4 PB (Clon 13B8.2), anti-CD8 AA700 (Clon B9.11) y anti-
CD56 PE (Clon N901) (NKH-1).

2. anti-CD45 KRO (Clon J33), anti-CD19 PC7 (Clon 89B.B4), anti-CD20 FITC
(Clon BOE9), CD25 PC5.5 (Clon B1.49.9) y anti-HLA-DR PE (Clon Immu-357).

3. anti-CD45 KRO (Clon J33), anti-CD3 PC5 (Clon A07749), anti-CD4 PB (Clon
13B8.2), anti-CD8 AA700 (Clon B9.11), anti-CD56 PE (Clon N901) (NKH-1) y
anti-CD16 FITC (Clon 3G8).

4. anti-CD45 KRO (Clon J33), anti-CD3 FITC (Clon UCHT1), anti-CD4 PB (Clon
13B8.2), anti-CD8 AA700 (Clon B9.11), anti-HLA-DR PE (Clon Immu-357) (NKH-
1) y CD25 PC5.5 (Clon B1.49.9).

Métodos de tincion
La sangre se procesé por el método de lisis sin lavado. Se adicionaron los
voliumenes de los conjugados en tubos de citometria, se afladieron 50uL de sangre,
se incubd a temperatura del laboratorio en cadmara oscura por 15 minutos, se

adicionaron 500uL del buffer de lisis VersaLyse (Beckman Coulter, Francia). Se
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incubo en iguales condiciones por 30 minutos. Se procedio realizar lectura por el
citometro.

Liquido ascitico: se realizé un lavado de los 2 mL del liquido ascitico con 2mL de
bufer de lavado compuesto por: solucion salina al 0,9 % (SF), suero fetal bovino
inactivado (BSA, por sus siglas en inglés) al 1 % y EDTA al 1mM. Después se
centrifug6 a 400g y se elimind el sobrenadante por decantacion. Se resuspendio en
ImL del bufer de lavado, con ayuda de agitacion por Vortex durante cuatro
segundos. La tincion fue realizada con los conjugados previamente retitulados en
una suspension de 50uL de células, en tubos de citometria de 12 x 75mm (Beckman
Coulter, Francia). Se incub6 en cdmara oscura a temperatura de laboratorio por 20
minutos. Después se adicionaron 2mL de bufer de lavado y se aplico Vortex por
cuatro segundos seguido por centrifugacion a 400g. Posteriormente se eliminé el
sobrenadante por decantacion y se realizd otro paso de lavado igual al anterior.
Finalmente se reconstituyeron las células de cada tubo en 150uL de bufer de lavado.
Previo tamizado de la muestra con filtros de 100 um, se analizé inmediatamente en
el citdmetro.

Tejido tumoral ovarico: Se tomaron entre 2 - 5 gramos y se le realiz6 disgregacion
mecanica con bisturi no. 22 sobre placas de cultivo estériles. Una vez disgregado se
le adicionaron 10mL del bafer de lavado antes descrito. Esta suspension fue
transferida a través de un filtro de 100 um a un tubo cénico de 15mL. Se centrifugo
a 400 g y se elimin6 el sobrenadante por decantacion. Después se resuspendio en
1mL de bufer de lavado. Se aplico agitacion por tres pasos de Voértex de cuatro
segundos cada uno. Se dispensaron los conjugados en los tubos de citometria
(Beckkman Coulter, Francia) con los volimenes previamente retitulados. Después se
les adicionaron 100uL de las células resuspendidas a cada uno. La incubacion fue en
camara oscura a temperatura de laboratorio por 20 minutos. Posteriormente se
realizaron dos pasos de lavado con bufer de lavado como se describio para el liquido
ascitico. Finalmente, se resuspendieron las células de cada tubo de citometria en
150uL de bafer de lavado. Se filtr6 nuevamente con 70um y se procedio a analizar

inmediatamente en el citbmetro.
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Procesamiento estadistico
Los valores de poblaciones linfocitarias obtenidos pasaron el test de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov. Se utilizaron la media, como medida de tendencia central y la
desviacion estandar como medida de dispersion. Para comparar las medias de las
poblaciones en cada muestra (sangre, ascitis y tejido ovarico) de forma pareada, se
utilizé el analisis de varianza para datos repetidos (ANOVA) de una via y el post-
hoc de Tukey de comparaciones multiples. El valor de significacion se fijo en p <
0,05. Para analizar las asociaciones entre poblaciones linfocitarias, se aplicd una
matriz de correlacién y se seleccionaron las correlaciones con significacion

estadistica, para aplicarles un modelo de regresion lineal como analisis bivariante.

Resultados

Se realiz6 en inmunofenotipo de linfocitos B, T, NK en los tres compartimentos, asi
como algunas de sus subpoblaciones, que poseen un rol descrito en la
inmunopatogenia del cancer de ovario, entre las que se encuentran: Linfocitos T
cooperadores, T citotoxicos, T reguladores (Treg), T dobles negativos (TDN) vy
dobles positivos (TDP) para CD4 y CD8, NKT, NK secretoras y citotdxicas, asi
como linfocitos activados Ty Treg.

Diferencias entre controles y pacientes en la composicion de
inmunofenotipos linfocitarios en sangre
Las medias de las subpoblaciones linfocitarias inmunofenotipadas en sangre

periférica pacientes con COE, mostraron una concentracion significativamente
mayor de linfocitos B, T activados con expresién del marcador HLA-DR y los TDP.
Resultaron con diferencias altamente significativas las subpoblaciones NK, TCD3*
activadas con expresion del marcador CD25 y las Treg con inmunofenotipo
CD3*/CD4*/CD25%"°, Estos resultados sugieren que las portadoras de este tipo de
neoplasia, poseen modificaciones del sistema inmune como consecuencia de su
enfermedad (Tabla 1).
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Tabla 1 - Distribucidon de frecuencias relativas del inmunofenotipo de poblaciones linfocitarias en
sangre venosa entre controles sanos y pacientes con COE

(%) Media £DE

Inmunofenotipo Controles Paciontes Valor de p
(n=35) (n=11)
CD3* 71,8 £11,6 70,2 £5,3 0,6474
CD3*/CD4* 44,7+9,9 43,7546,9 0,7785
CD3*/CD8* 22,8+6,2 25,3+5,5 0,2899
CD3*/CD8*/HLA-DR*f 9,4+3,8 8,8+2,0 0,6190
CD3*/CD8/CD4 2,8+1,5 3,3+1,8 0,4929
CD3*/CD8*/CD4* 1,3+11 2,517 *0,0266
CD19*/CD20* 9,449 13,242,6 *0,0407
CD3/CD16*/CD56M° 12,545,9 15,8+4,4 ****< 0,0001
CD3/CD16b4i°/CD564! 4,8+3,4 2,5+1,3 ****< (0,0001
CD3*/CD56* 4,624 5,1+2,3 0,5935
CD3*/HLA-DR* 11,9+34 16,5+5,4 **0,0072
CD3*/CD25* 3,318 8,6+2,2 ****< (0,0001
CD3*/CD4*/CD253 15+11 41+1,4 **x*< 0,0001
CD3*/CD4*/CD25¥°/HLA-DR*+ 21,8+6,6 26,9+9,7 0,0924
Indice CD4*:CD8* 2,1+0,9 1,8+0,4 0,2349

DE: Desviacion estandar. 1: % de células activas sobre total de sus homélogas. p: Nivel de significacién.
Prueba t. Significativo < 0,05, p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p<,0,0001 (****).

La variabilidad de los inmunofenotipos entre el microambiente del tumor, la ascitis y la
sangre no se debid al azar.

El 100 % de las pacientes tuvo un infiltrado linfocitario mixto en el tejido tumoral y la
ascitis. Se encontraron diferencias significativas entre las medias pareadas para los tres

compartimentos, de acuerdo al test de ANOVA para medidas repetidas (Tabla 2).
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Tabla 2 - Variabilidad entre as frecuencias relativas de las subpoblaciones linfocitarias en los tres
tipos de compartimentos estudiados del organismo
N Tejido
Sangre Ascitis
Muestra/Inmunofenotipo tumoral ANOVA

Media +DE Media xDE Media +DE

CD3* 70,2453 77,0¢35 76,8+4,1 **0,0040
CD3*/CD4* 43,75+6,9 39,6+5,2 34,8+4,9 ke 0,0001
CD3'/CD8* 25,3455 34,576 38,354 k< 0,0001
CD3*/CD8*/HLA-DR*t 8,8+2,0 18,9+4,1 62,8+7,9 %< 0,0001
CD3*/CD8/CD4" 3,318 2,8+15 3,8+2,0 =0,306
CD3'/CD8*/CD4* 2,5¢1,7 2,814 3,2¢35 =0,542
CD19*/CD20* 13,2426 5,62,9 3,6+1,0 %< 0,0001
CD3/CD16*/CD564° 15,8+4,4 1,240,7 0,3+0,4 %< 0,0001
CD3/CD16%/CD568 2,513 97435 1,6£1,0 ke 0,0001
CD3'/CD56" 5,123 8,16,0 10,3%3,9 ** 0,0062
CD3*/HLA-DR* 17,845,0 29,2+10,3 34,1+14,6 *0,0214
CD3*/CD25" 8,6+2,2 11,8+3,7 3524125 %< 0,0001
CD3*/CD4*/CD258 4114 9,5+3,6 12,7+3,9 **0,0081
CD3'/CD4*/CD25%"/HLA- | 26,9+9,7 41,9+12,2 60,3+13,6 %< 0,0001
DR*#

indice CD4*:CD8* 1,8+0,4 1,240,3 0,90,2 %< 0,0001

DE: Desviacion estandar. f: % de células activas sobre total de sus homélogas. p: Nivel de significacién.
ANOVA: andlisis de varianza. p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).

Al aplicar el post-hoc de Tukey, se hall6 que las diferencias significativas predominaron
en las comparaciones entre sangre y ascitis y entre sangre y tejido. Cabe resaltar que no
fueron significativas para las concentraciones de CD3", CD8", DN, DP, NKT ni NK
citotoxicas entre la ascitis y el tejido tumoral. Lo cual propone que, para las células con

funciones antitumoral, la ascitis y el tejido constituyen un microambiente similar (Fig. 1).
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p <0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), NS: no significativo.

Fig. 1 - Distribucién de poblaciones linfocitarias entre sangre, ascitis y tejido tumoral. A-C.
inmunofenotipo de linfocitos T. D. inmunofenotipo de linfocitos B. E-F. inmunofenotipos NK
citotoxicos y secretores, respectivamente. G. inmunofenotipo NKT y H-I. inmunofenotipos T

dobles negativos y dobles positivos para los marcadores CD4 y CD8, respectivamente. Se
muestra la significacion estadistica del post-hoc de Tukey, p < 0,05 (*), p < 0,01 (**),
p < 0,001 (***), NS: no significativo.

Las poblaciones de linfocitos B y NK citotoxicas mostraron una tendencia a la
disminucion de su concentracion en el sentido de la sangre, ascitis al tejido tumoral y de
forma maés suave los linfocitos CD4" (Fig. 1B, 1D y 1E). Los linfocitos CD8" marcaron
una tendencia contraria en ascenso (Fig. 1C), mientras que las poblaciones con menor
concentracion en los tres compartimentos: NKT, DN y DP, evidenciaron una dispersién
de sus valores que no definid un patron de tendencia entre compartimentos y si una
variabilidad interindividual mayor.

Las concentraciones de los inmunofenotipos CD8* y Treg se acumularon mayormente en
el tejido tumoral seguido por la ascitis y en menor medida en la sangre.

Se evidencio una tendencia al aumento de la frecuencia de ambas células en sentido de la

sangre, ascitis al tejido. Es valido destacar que en el 45 % de las pacientes con células
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Treg dentro de los valores normales, se encontré un mayor porcentaje de activacion, por
encima del 70 %, mientras que sus contrapartes CD8" activadas estuvieron por debajo del
15 %. Lo cual sugiere que el grado de activacion puede compensar la relativa normalidad
de las Treg, evidenciar concordancia con la menor activacion de las CD8" y dar como

resultado un predominio supresor en el microambiente del tumor (Fig. 2).
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p <0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****), NS: no significativo.

Fig. 2 - Subpoblaciones CD8+ y Treg. Concentraciones de inmunofenotipos con funciones
opuestas en relacién a la respuesta antitumoral, en los tres compartimentos estudiados. A)
Frecuencias de CD8+. B) frecuencias de Treg con inmunofenotipo CD3+/CD4+/CD25alto. C
y D) Los mismos inmunofenotipos con expresiéon del marcador de activacion HLA-DR. Se
muestra la significacion estadistica del post-test de Tukey.

Los inmunofenotipos de linaje CD4*, CD8", NK y Treg se correlacionaron positivamente
entre compartimentos.

En los modelos de regresion se tomaron como variables independientes las
concentraciones relativas de los linfocitos a nivel del tejido tumoral (Fig. 3A, y D-E),
mientras que en otros casos a nivel de la ascitis (Fig. 3B y C). Todas las asociaciones
fueron en sentido positivo y las que tuvieron mayor intensidad fueron las relaciones entre

las concentraciones de células CD4", donde el 56 % de su concentracién en sangre se
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asocié con el incremento de las del tejido tumoral (R?= 0,56). Las concentraciones
relativas en sangre de NK citotoxicas se correlacionaron en un 62 % con las
concentraciones de sus homologas de la ascitis (R?= 0,62). Entre las NK secretoras de la
sangre y la ascitis los incrementos de sus valores en sangre se asociaron con los
incrementos en la ascitis en un 54 % (R?>= 0,54). Las células CD8+ y Treg se
incrementaron en la ascitis en un 40 % y 39 % respectivamente en la medida que se

incrementaron las Treg del tejido tumoral.
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Fig. 3 - Correlacion entre fenotipos de linaje. A) correlacion entre las concentraciones de
linfocitos CD4+ del tejido tumoral y la sangre, B) entre células NK citotoxicas de la ascitis y la
sangre, C) entre NK secretoras de la ascitis y la sangre, D) entre Treg del tejido tumoral y los
linfocitos CD8+ de la ascitis y E) entre Treg del tejido y las Treg de la ascitis. Lineas de puntos:
intervalos de confianza al 95 %. Estadistico F, Significativo p< 0,05. R?: coeficiente de
determinacion.

Existié una correlacion inversa entre inmunofenotipos activados con funciones opuestas
en la Rl antitumoral.

Las correlaciones encontradas entre Treg y CD8" con inmunofenotipos activados fueron
inversas y con buena intensidad. Es importante destacar que la disminucion de CD8*
activadas en los tres compartimentos, estuvieron explicadas en buena medida por la
elevacion de las concentraciones de Treg activadas en esos mismos compartimentos, en

un 50 %, 70 % y un 45 % respectivamente (Fig. 4A, C-D). En la asociacion entre las Treg
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y las CD8" activadas a nivel de la ascitis, hubo el mejor ajuste a la recta con la intensidad
mas fuerte de todas las correlaciones estudiadas, R?= 0,70 (Fig. 4C). Curiosamente se
encontré que en la medida que se incrementaron las CD8* activas en el microambiente
del tumor disminuyeron un 42 % en las ascitis (Fig. 4B). Estos hallazgos sugieren que la

evidencia de actividad funcional se correlaciona mejor que los inmunofenotipos de linaje.
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Fig. 4 - Correlaciones entre inmunofenotipos funcionales. A) Correlacion entre las
concentraciones de las Treg activas y CD8" activas a nivel de la sangre, B) entre CD8" activas del
tejido y sus homologas de la ascitis, C) entre las Treg activas y las CD8" activas en la ascitis y D)

entre las Treg activas y las CD8" activas del tejido. Lineas de puntos: intervalos de confianza al
95 %. Estadistico F, Significativo p< 0,05. R?: coeficiente de determinacion.

Discusion
Los canceres son un grupo de enfermedades de gran heterogeneidad, que se manifiestan
con carécter interindividual y también intraindividual. Este fendmeno refleja el amplio
rango de posibilidades de respuestas terapéuticas y cursos clinicos que pueden observarse
en una misma localizacion, como el CO. Por tal motivo tanto la respuesta terapéutica
como la evolucion clinica no pueden explicarse solamente por la clasificacion de la
Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO), ni por su tipo

histoldgico.t6:17)

(ec) ENRTE Esta obra estéd bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES

14


https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES

Revista Cubana de Obstetricia y Ginecologia. 2020;46(4):e511

La inmuno escala se ha creado para caracterizar el infiltrado linfocitario que acompana al
tumor y ajustar el diagnostico y prondstico segin su gradacion. Esto ha conducido a la
sustitucion de los criterios RECIST por los inmuno relacionados (irRECIST). Si bien esto
se realiza a nivel del tumor, en el COE se evaltua también la ascitis que aparece en
muchos casos, la cual es considerada una extension del microambiente del tumor.
Ademas, la repercusion sistémica es de vital importancia al evaluar el sistema inmune en
estas pacientes. Ante este escenario se requiere evaluar la composicién inmunofenotipica
a tres niveles: tumor, ascitis y sangre.(16:17:18.19.20,21)

Las poblaciones linfocitarias seleccionadas en el presente trabajo, poseen un rol definido
en el COE. Los reportes en la literatura revisada coinciden en que los linfocitos B, los
TCD8", las NK y las NKT y las TDN, TDP contribuyen a la respuesta antitumoral en
diferentes medidas, mientras que las Treg son netamente supresoras. En este sentido las
diferencias significativas encontradas entre controles y pacientes en la mitad de las
poblaciones celulares estudiadas, indican que las modificaciones en las concentraciones
relativas de linfocitos en las pacientes se deben a la presencia de la enfermedad. Estos
resultados concuerdan con estudios previos referenciales.®22022 No obstante, existen
otras estirpes celulares con funciones supresoras relacionadas con el curso y pronostico
de la enfermedad, no abordadas en este trabajo.

Existen fundamentos cientificos que explican en parte, la dindmica de recirculacion y
reclutamiento de linfocitos entre la sangre, la ascitis y el tumor en el CO y se sabe que
existe cierto grado de dependencia entre compartimentos, en cuanto a la concentracion
celular y su funcionalidad.(%2®

En el presente trabajo se encontraron resultados concordantes con los reportados
previamente, donde algunas poblaciones como los linfocitos CD3", los CD8" y las NK
citotoxicas no muestran diferencias significativas entre la ascitis y el tumor, ya que se
considera este fluido como una extension del microambiente del tumor y es en estos
compartimentos donde se concentran mayormente. 202324

En la actualidad al incremento de las células NK en pacientes con cancer no siempre se
asocia con buen pronostico, como ha sido preconizado clasicamente. En el presente
estudio en la sangre predominaron las citotdxicas, pero en la ascitis y el tejido tumoral
predominaron las secretoras y dentro de éstas, el subfenotipo CD3/CD562°/CD16" a las

cuales se les ha adjudicado un rol regulador y angiogénico con baja citotoxicidad y en
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resumen protumoral. Estas células son similares a las deciduales pueden expresar CD9,
no evaluado en la presente investigacion.

El incremento de este subtipo de NK secretoras se describen en otras localizaciones como
mama, colon y melanomas,® asi como en cancer de pulmon de células no pequefiasy se
asocian con progresion.®®)

Los reportes previos demuestran que en mas de 90 % de los casos el tumor contiene
distintas combinaciones de linfocitos B, T y NK y alrededor de un 10 % de los casos solo
CD8". Los estudios de Kroeger y otros estimaron la supervivencia en relacion al tipo de
infiltrado linfocitario del tumor de ovario y muestran ventaja de supervivencia de forma
significativa, cuando existe una celularidad mixta (CD8", CD4", CD20" y células
plasmaticas), a diferencia de los tumores con CD8" como unicos TIL. De esta forma se
evidencia una vez mas la importancia de la evaluacion integral del inmunofenotipo en
cada paciente.”

En los ultimos afios se estudian con especial interés, algunas poblaciones con menor
concentracion en los compartimentos que se analizaron como son: las DP, DN y NKT,
pues tienen un rol cada vez mas definido en la inmunopatogenia del cancer y su
pronostico. No existen muchos reportes en relacién a DP y DN en COE.

Los resultados de la presente investigacion, en cuanto al aumento de los linfocitos DP,
coinciden con un estudio pionero realizado por Matsuzaki y otros, que demostraron el
aumento de una poblacion de linfocitos TDP de tipo clonal, con especificidad para el
neoantigeno NY-ESO-1 y resulta un blanco atractivo para las terapias celulares en el
COE.%® Normalmente esta subpoblacion linfocitaria se encuentra por debajo de 5 % y su
elevacion se asocia a infecciones cronicas y autoinmunidad principalmente.°30:3)

Sin embargo, en cuanto a los linfocitos DN postmaduros que su rol esta mejor definido en
la autoinflamacion, autoinmunidad y el trasplante de 6rganos, en el caso del cancer estan
menos explicados y tienden a estar disminuidas. Se le adjudican funciones antitumorales
en las cuales se involucran mecanismos de Fas/FasL. En pacientes con cancer de pulmoén
de células no pequefias estas células se encuentran disminuidas significativamente en
sangre, en comparacion con los controles sanos. El presente estudio evidencio resultados
similares, pero no significativos, quizas debido al reducido tamafio de la muestra.%32)
Las NKT tuvieron mayor concentracion en los sitios efectores periféricos y esta tendencia
concuerda con estudios previos similares. Obviamente se requiere discriminar entre las de

tipo 1 o 11, con sus roles antitumoral y protumoral respectivamente.®®
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En los estudios de correlacion para analizar la dinamica entre inmunofenotipos celulares
y entre compartimentos se comprobaron diferentes tendencias, que sugieren proseguir
con nuevos estudios en esta linea de investigacion. El valor clinico del andlisis de la
correlacion entre los compartimentos evaluados radica en que, los modelos lineales
pueden ofrecer estimadores que determinen la concentracién de un linaje celular
determinado en los tejidos tumorales o la ascitis, a partir de sus valores en sangre.
La sangre es mucho maés accesible que el tejido tumoral o la ascitis, aunque esta ultima es
a su vez, mas accesible que el tejido. En este sentido los estudios realizados por Wicherek
y otros demuestran que la eliminacion del tumor de ovario, conlleva a la reduccién del
namero de células Treg circulantes en sangre periférica. Estos resultados reflejan la
pertinencia y factibilidad de evaluar modelos de regresion con las concentraciones de las
Treg del tejido como variable independiente, pues sugieren nexos evidentes en la
dinamica del trafico linfocitario entre compatimentos.®¥
Uno de los elementos que reduce las contradicciones existentes en resultados de
investigaciones previas es la evaluacion de inmunofenotipos funcionales.
En el presente trabajo se determinaron y correlacionaron fenotipos activados con
funciones opuestas que evidenciaron una dinamica que explica el predominio de un
ambiente supresor a pesar de existir un incremento de la concentracion ambas
poblaciones CD8" y Treg, en un mismo compartimento efector. Esto es congruente con
las evidentes y fisiologicas funciones de control que ejercen las Treg sobre las CD8".
Ademas, un estudio de clonalidad de linfocitos T propone que la variedad de antigenos
tumorales en el COE es reducida para estas dos poblaciones celulares y un tanto que
compiten por los mismos antigenos, clones un mismo antigeno y con funciones opuestas.
Este planteamiento también es sugerido por los resultados de los estudios de Bonertz y
otros en el cancer de colon, donde al eliminar las Treg se expandian los linfocitos T
especificos para los mismos antigenos que reconocian las Treg. (1435

Conclusiones
Se evidencio6 el incremento de células con funcion citotoxica y T reguladoras en el tejido
y la ascitis junto con linfocitos Treg. El tipo de correlacion encontrada en algunos
inmunofenotipos homologos entre compartimentos, como en linfocitos CD4", CD8", NK
y Treg, y entre fenotipos funcionales opuestos, como CD8 y Treg activadas, sugiere que

se pueden estimar concentraciones celulares a partir de la sangre. La dinamica de
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asociacion entre estos fenotipos funcionales demostr6 un ambiente supresor

independiente de las concentraciones globales de CD8 y Treg.
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