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RESUMEN

Introduccion: El cancer de mama es el de mayor incidencia y mortalidad en
mujeres de México y el mundo. Los tratamientos actuales son muy agresivos para
el paciente y su eficacia depende del estadio de la enfermedad, siendo curativos
solamente en estadios tempranos de la enfermedad. Ademas no garantizan la
eliminacién total de las células tumorales, por lo cual la recurrencia de la
enfermedad continta siendo alta. En consecuencia, existe una urgente necesidad
de tratamientos mas efectivos sobre todo en estadios avanzados. La
inmunoterapia es una opcion atractiva debido a la especificidad y la memoria
inmunolégica que potencialmente podria disminuir la tasa de recurrencia. Sin
embargo, la experiencia clinica de diferentes estrategias de tratamiento
inmunolégico como el uso de vacunas a base de células dendriticas ha mostrado
limitados efectos terapéuticos. Se ha postulado que la falla en los tratamientos
inmunolégicos se puede deber en gran medida a la presencia de mecanismos de
supresion inmunoldgica en el sitio de lesion. Esto debido a que se ha observado
que los mecanismos de tolerancia inmunolégica que normalmente protegen contra
el desarrollo de enfermedades autoinmunes pueden ser utilizados por diversos
tumores para evadir la respuesta inmune, obstaculizando con ello el desarrollo de
una inmunidad anti-tumoral efectiva. Por lo anterior es importante identificar y
caracterizar los diferentes mecanismos inmunosupresores que estan presentes en
el ambiente del tumor generando una deficiente inmunidad anti-tumoral y que
pudieran intervenir con terapias inmunoldgicas. La caracterizacion de estos
mecanismos permitira identificar nuevos blancos terapéuticos para modular y
bloquear dichos mecanismos inmunosupresores y que en combinacion con
terapias inmuno-estimulantes como son las vacunas de células dendriticas puedan
permitir la induccién de una eficiente respuesta anti-tumoral.

Objetivo: Identificar los mecanismos inmunosupresores mediados por células
que afectan el desarrollo de una respuesta inmune anti-tumoral en pacientes con
cancer de mama.

Material y métodos: Se realizaron ensayos ex vivo con células aisladas de
tumores de pacientes con cancer de mama para el analisis fenotipico y funcional
de poblaciones de células con capacidad inmunosupresora como son células
Tregs, pDCs, mDCS y MSCs. La principal técnica de analisis fue la citometria de
flujo. Se realizaron cultivos celulares in vitro para los analisis funcionales. Los
datos de citometria de flujo se analizaron mediante el programa Flowjo.
Posteriormente se analiz6 la frecuencia comparativamente entre (sangre y tejido
tumoral de mama) para la busqueda de diferencias significativas de las diferentes
poblaciones leucocitarias a determinar. Estos andlisis se realizaron con el
programa GraphPad utilizando la prueba t-student con datos pareados. Para cada
grupo de datos se realiz6 una prueba de distribucion y de acuerdo al resultado se
aplicaron pruebas paramétricas o no paramétricas en el analisis.



Recursos e infraestructura: La obtencion de datos y muestras clinicas se llevo a
cabo en la Unidad Médica de Alta Especialidad del Hospital de Ginecologia y
Obstetricia No. 3, Centro Médico Nacional la Raza del Instituto Mexicano del
Seguro Social. La unidad estd especializada en el diagndstico, tratamiento y
seguimiento de pacientes con cancer de mama y tumores ginecoldgicos por lo que
cuenta con el equipo necesario para la toma de biopsias y la realizacion de
cirugias para la extirpacion de tumores de los cuales se obtuvieron las muestras
clinicas. El procesamiento de las muestras y su analisis por citometria de flujo se
realiz6 en el laboratorio 7 de inmunologia de la Unidad de Morfologia y Funcién y
el laboratorio 4 de la FES Iztacala UNAM, que cuentan con el equipo necesario
para citometria de flujo y cultivo celular.

Resultados: Se analizaron tumores y sueros de 81 mujeres con cancer de
mama, con una mediana de edad de 56 afios. El carcinoma ductal infiltrante
predominé (63.8%) de las pacientes. Los estadios clinicos tempranos que
predominaron 1A (31.3%) y IIA (33.7%). En por los menos (33.1%) de las
pacientes encontramos afeccién a por lo menos 1 ganglio linfatico axilar por
células malignas en el reporte definitivo de patologia. En la citometria de flujo las
células Dendriticas (DCs): Mieloides (mDCs) y Plasmacitoides (pDCs) en la
frecuencia de ambas poblaciones se observé un claro predominio de (pDCs) en
sangre, mientras que en el tejido tumoral dicha proporcion esta invertida con un
predominio de (mDCs). En el analisis de linfocitos T la proporcién de CD4 y CD8
es muy similar entre ambos compartimientos, en el tumor se observé una mayor
frecuencia de células Tregs con una mediana de 8% y en la sangre periférica una
mediana de 2.5% lo cual denota un microambiente inmunosupresor en el tejido
tumoral. Las células mesenquimales estromales (MSCs) analizadas no se
detectaron en sangre periférica, mientras que su frecuencia en el tejido tumoral fue
de 1 % de las células totales obtenidas en las suspensiones celulares.
Observamos que dependiendo de la afectacibn de los ganglios axilares la
frecuencia de MSCs es significativamente diferente, siendo mayor en los pacientes
con al menos un ganglio afectado en comparacion de aquellos que no presentan
afeccion ganglionar.

Conclusién: En las pacientes con cancer de mama estadios clinicos tempranos
el tejido tumoral tiene una importante proporcion de células leucocitarias que
reflejan la inmunogenicidad de los tumores primarios de cancer de mama. Sin
embargo, el infiltrado leucocitario contiene una frecuencia elevada de células
Tregs y una mayor expresion de CTLA-4 en ambas poblaciones linfocitarias (CD4
y CD8), indicando claramente el estado de inmunosupresion local presente en el
microambiente tumoral. La frecuencia de mDCS en el tejido tumoral tuvo una
correlacion positiva con las células Tregs sugiriendo que las mDCs pueden estar
induciendo la generacion de linfocitos Tregs en el microambiente de los tumores
mamarios. La frecuencia de las DCs en el tejido tumoral y en la sangre pueden ser
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factores prondsticos del desarrollo de cancer de mama, pero requiere ser
confirmado en futuros estudios que incluyan estadios tempranos y avanzados de
la enfermedad.

Se confirmo la presencia de MSCs en los tumores primarios de cancer de mama
en pacientes mexicanas y su frecuencia esta asociada con la afectacion de los
ganglios axilares.

Los datos obtenidos en la presente investigacidn permiten asentar las bases y
justificar la realizacion de futuros estudios para confirmar la implicacion de las
células inmunitarias y MSCs en la patogenia de cncer de mama y su valor
diagndstico y pronostico.

Palabras clave: Cancer de mama, Células dendriticas, Células dendriticas
mieloides, Células dendriticas plasmacitoides, Linfocitos T, células Tregs, Células
mesenquimales estromales.
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ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is the most common cancer and leading cause of
cancer mortality in women in Mexico and worldwide. Current treatments are very
aggressive for patients and their effectiveness depends on the stage of the
disease, being curative only in the early stages of the disease. Furthermore, they
do not guarantee the total elimination of tumor cells, so the recurrence of the
disease continues to be high. Consequently, there is an urgent need for more
effective treatments, especially in advanced stages. Immunotherapy is an attractive
alternative because of the specificity and immunological memory that could
potentially decrease the rate of recurrence. However, clinical experience of
different immunological approaches such as the use of dendritic cell-based
vaccines has shown limited therapeutic effects. It has been postulated that failure
in immunotherapeutic approaches may be due mainly to the presence of
iImmunosuppressive mechanisms in the tumor microenvironment. It has been
observed that immunological tolerance mechanisms that normally protect against
the development of autoimmune diseases can be used by various tumors to evade
the immune response, thereby hindering the induction of effective antitumor
immunity. Therefore it is important to identify and characterize the different
immunosuppressive mechanisms that are present in the tumor environment
generating a deficient anti-tumor immunity and that could intervene with
immunological therapies. The characterization of these mechanisms will allow the
identification of new therapeutic targets to modulate and block these
immunosuppressive mechanisms and that in combination with immunostimulatory
therapies such as dendritic cell vaccines may allow the induction of an efficient
anti-tumor response.

Objective: To identify the cell-mediated immunosuppressive mechanisms that
affect the development of an anti-tumor immune response in patients with breast
cancer.

Material and methods: Ex vivo analysis were performed with cells isolated from
tumors of breast cancer patients. Phenotypic and functional analysis of
immunosuppressive cells such as Tregs, pDCs, mDCS and MSCs were carried out
by flow cytometry. Cell cultures were performed for functional assays. Flow
cytometry data were analyzed using the software Flowjo. Subsequently we
compared the frequency between blood and breast tumor tissue of different
leukocytes to find significant differences. These analyzes were performed using the
GraphPad software using the t-student test with paired data. For each group of
data a distribution test was performed and according to the result parametric or
non-parametric tests were applied in the analysis.
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Resources and infrastructure: The data collection and clinical samples were
carried out in the High Specialty Medical Unit of the Hospital of Gynecology and
Obstetrics No. 3, National Medical Center La Raza of the Mexican Institute of
Social Security. The unit specializes in the diagnosis, treatment and follow-up of
patients with breast cancer and gynecological tumors, so it has the necessary
equipment for biopsies and surgery for the removal of tumors from which the
samples were obtained. The clinical samples were processed and analyzed by flow
cytometry in the laboratory 7 of immunology of the Unit of Morphology and
Function and laboratory 4 of Biomedicine Investigations Unit at FES lztacala
UNAM, which have the necessary equipment for flow cytometry and cell culture.

Results: Tumors and peripheral blood from 81 women with breast cancer, with a
median age of 56 years, were analyzed. Invasive ductal carcinoma was the
predominant form observed in most patients (63.8%). Early clinical stages that
predominated were 1A (31.3%) and A (33.7%). In at least (33.1%) of the patients,
there was at least 1 axillary lymph node affected by malignant cells in the definitive
pathology report. In the flow cytometry analysis a clear predominance of
plasmacytoid dendritic cells (pDCs) was observed in peripheral blood, whereas in
the tumor tissue this proportion is inverted with dominance of myeloid dendritic
cells (mDCs). The proportion of CD4 and CD8 T cells was very similar between the
two compartments, however in the tumor a higher frequency of Treg cells was
observed with a median of 8% in comparison with 2.5% in peripheral blood, these
proportions denotes an immunosuppressive microenvironment in tumor tissue.
Mesenchymal stroma cells (MSCs) were not detected in peripheral blood, whereas
their frequency in the tumor tissue was 1% of the total cells obtained in the cell
suspensions. We observed that, depending of axillary node involvement, the
frequency of MSCs was significantly different, being higher in patients with at least
one affected lymph node compared to those without lymph nodes affected.

Conclusions: In breast cancer patients with early clinical stages the tumor tissues
have a significant proportion of leukocyte cells that reflect the immunogenicity of
primary tumors. However, the leukocyte infiltrate contains a high frequency of
Tregs cells and increased expression of CTLA-4 in both lymphocyte populations
(CD4 and CDB8), clearly indicating the state of local immunosuppression present in
the tumor microenvironment. The frequency of mDCS in tumor tissue had a
positive correlation with Tregs cells suggesting that mDCs may be inducing
generation of Tregs in the microenvironment of mammary tumors. The frequency
of DCs in tumor tissue and blood may be prognostic factors for the development of
breast cancer, but it needs to be confirmed in future studies that include early and
advanced stages of the disease.

We confirmed the presence of MSCs in primary tumors of breast cancer in
Mexican patients and their frequency is associated with axillary lymph node
involvement.



13

The data obtained in the present investigation generated the bases and justify
future studies to confirm the implication of the immune cells and MSCs in the
pathogenesis of breast cancer and its diagnostic and prognostic value.

Key words: Breast cancer, Dendritic cells, Myeloid dendritic cells, Plasmacytoid
dendritic cells, T lymphocytes, Tregs cells, Mesenchymal stroma cells.
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INTRODUCCION

El cdncer en una enfermedad que afecta a un gran niumero de personas a nivel
mundial y constituye una de las principales causas de muerte. Entre las neoplasias
mas importantes se encuentra el cancer de mama, el cual es el de mayor
incidencia y mortalidad en mujeres a nivel mundial. En nuestro pais en afos
recientes el cancer de mama ha sido la principal causa de morbilidad hospitalaria
por tumores malignos en la poblacion mayor a 20 afios, y en mujeres una de cada
tres es hospitalizada por esta causa. En 2013 la incidencia mas alta de neoplasias
mamarias se present6 en las mujeres de 60 a 64 afios (67 casos nuevos por cada
100 mil mujeres del mismo grupo de edad), seguidas por las del grupo de 50 a 59
afios (53 casos nuevos) y de las de 45 a 49 afios (46 casos nuevos) [1]. El tipo
mas comun de cancer de mama es el carcinoma ductal, que comienza en las
células de los ductos galactéforos. El cancer de mama también puede comenzar
en las células de los lobulillos (carcinoma lobular) o en otros tejidos de la mama
con menor frecuencia. El carcinoma inflamatorio es una variante poco frecuente de
cancer de mama muy agresiva que tiene una sobrevida a 5 afios del 40% y afecta
principalmente a mujeres jovenes [2, 3].

El tratamiento para el cancer de mama depende del tipo de cancer y el grado de
diseminacion [4]. En general los tratamientos actuales son muy agresivos para el
paciente y consisten en la remocion quirargica del tumor y de terapias adyuvantes
como radioterapia, quimioterapia y hormonoterapia. La eficacia de los tratamientos
depende en gran medida de un diagndstico temprano que permita la eliminacién
de pequefios tumores a través de métodos quirdrgicos o quimicos. En paises
desarrollados el diagnostico temprano en estadios | y Il ha disminuido la tasas de
mortalidad, en contraste con los paises en vias de desarrollo en donde solo del 20
al 60 % de los pacientes son diagnosticados en dichas etapas [5]. Sin embargo
aun en estadios tempranos el tratamiento no puede garantizar la total remocion de
las células tumorales, lo que provoca una elevada tasa de reincidencia de la
enfermedad. El riesgo de recaidas del cancer de mama viene condicionado tanto
por la extensién del tumor como por las caracteristicas biologicas del mismo. El
estado de afectacion de los ganglios linfaticos es el factor pronésticos de mayor
peso, existiendo una clara correlacion entre el numero de ganglios afectados y el
riesgo de recaidas; 30% a 10 afios cuando no hay ninguno ganglio afectado y mas
del 70% cuando hay mas de 10. El cancer recurrente puede aparecer en el mismo
sitio (recurrencia local), en una zona cercana como la pared toracica y los ganglios
infra o supraclaviculares (recurrencia regional) o en sitios distantes tales como el
higado, pulmon o cerebro (recurrencia distal) [6]. Desafortunadamente, el cancer
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recurrente resulta muy agresivo y de rapido desarrollo limitando en gran medida
las opciones y eficacia de los tratamientos.

En consecuencia, existe una urgente necesidad de tratamientos alternos mas
efectivos. La inmunoterapia es una opcion atractiva debido a la especificidad y la
memoria inmunolégica que potencialmente podria disminuir la tasa de recurrencia.
Sin embargo se ha observado que los mecanismos de tolerancia inmunolégica
gue normalmente protegen contra el desarrollo de enfermedades autoinmunes
pueden ser utilizados por diversos tumores para evadir o suprimir la respuesta
inmune local, obstaculizando con ello el desarrollo de una inmunidad anti-tumoral
efectiva y limitando los efectos terapéuticos de diversas estrategias inmunoldgicas
como el uso de vacunas a base de células dendriticas [7-9]. Ante tal panorama,
para el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento a base de inmunoterapia
es de gran importancia la identificacion y caracterizacion de los diferentes
mecanismos inmunosupresores que estdn presentes en el micro-ambiente del
tumor generando una deficiente inmunidad anti-tumoral y que pudieran intervenir
con terapias inmunoldgicas.

Entre los mecanismos de inmunosupresion que se han descrito en cancer de
mama se encuentran los mediados por linfocitos T CD4+ de tipo Th2, linfocitos T
CD4+FoxP3+ reguladores (Tregs), células dendriticas mieloides (mDCs por sus
siglas en inglés) y plasmacitoides (pDCs). Los linfocitos Th2 producen
interleucinas 4 y 13 (IL-4 e IL-13), que promueven el desarrollo tumoral al inducir
la produccién de factores de crecimiento que aceleran la proliferacion de las
células cancerosas [10]. La generacion de linfocitos Th2 es inducida por mDCs
que han sido condicionadas por el microambiente tumoral y se caracterizan por
expresar OX40L, que es una de las moléculas directamente responsables de la
polarizacion de los linfocitos T CD4+ hacia un perfil Th2 como lo demostramos en
estudios previos [11]. Las mDCs son condicionadas en el microambiente tumoral
por la presencia de TSLP (thymic stromal lymphopoietin), que es secretada por las
células tumorales, y que provoca que las mDCs expresen elevados niveles de
OX40L y no expresen IL-12 [11, 12]. Dicho mecanismo no solo se ha observado
en cancer de mama en humanos si no también en modelos animales [13] y en
cancer pancreatico [14]. Adicionalmente se ha observado que las mDCs
expuestas a TSLP adquieren la capacidad para inducir linfocitos Tregs, que
potencialmente pueden inhibir la respuesta anti-tumoral [15]. Por otro lado, se ha
observado que las pDCs que infiltran los tumores de mama tienen una alta
capacidad para inducir y activar a linfocitos Tregs provocando su acumulacion y
activacion en el sitio de lesion [16]. De hecho, la infiltracion de ambas poblaciones
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celulares en los tumores mamarios se ha asociado con un mal prondstico de la
enfermedad [16, 17]. La presencia de un elevado numero de linfocitos Tregs en
procesos tumorales promueve un microambiente inmunosupresor que inhibe la
generacion de una respuesta anti-tumoral [18-20].

Ademas de células de la respuesta inmunitaria y células cancerosas el
microambiente tumoral esta constituido por células estromales. Un componente
importante del estroma tumoral son las células mesenquimales multi-potenciales
denominadas MSCs por sus siglas en inglés (mesenchymal stem cells or
mesenchymal stroma cells)[21]. Las MSCs que originalmente fueron reportadas en
el estroma de la médula 6sea tienen una fuerte atraccion por el microambiente
tumoral y contribuyen en el desarrollo tumoral[22-25]. Estas células son capaces
de promover el crecimiento de tumores en modelos animales de cancer de mama
y de colon[26-29]. Sin embargo los mecanismos por los cuales inducen el
desarrollo de tumores no se conoce y se ha sugerido que puede ser mediado en
parte por sus propiedades angiogénicas e inmunoreguladoras que se han descrito
in vitro para las células MSC derivadas de medula 6sea[27, 30, 31]. Son células
con el potencial de inducir un microambiente inmunosupresor caracterizado por
células Th2, Tregs y linfocitos CD4 productores de IL-10 [32, 33], ademas de
producir grandes cantidades de TGF- que favorece el desarrollo de células Tregs
y la modulacion de células pDCs y mDCs [34].

La caracterizacion de los mecanismos inmunosupresores presentes en el
microambiente tumoral permitird la identificacion de las principales moléculas y
células responsables de la inmunosupresién observada en dichos pacientes. A
través de dicho conocimiento se podran disefiar estrategias terapéuticas para
modular la respuesta inmune local que eviten o inhiban los mecanismos
inmunosupresores que interfieren con el desarrollo de una respuesta anti-tumoral.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de los avances en el diagnéstico temprano y en los tratamientos el cancer
de mama es el de mayor incidencia y mortalidad en mujeres mexicanas y a nivel
mundial. Los tratamientos actuales pueden ser curativos en etapas muy
tempranas de la enfermedad, sin embargo la taza de recurrencia es elevada y su
eficacia disminuye draméticamente en estadios avanzados o recurrentes. Ademas,
dichos tratamientos resultan muy agresivos para el paciente debido a la toxicidad y
efectos adversos asociados a la quimioterapia y radioterapia. Asi mismo los
procedimientos quirdrgicos para la remocién de los tumores ademas de la limitante
de no remover en su totalidad a las células cancerosas, también tienen
consecuencias psicolégicas importantes. Ante tal panorama es prioritario el
desarrollo de terapias alternas que sean menos agresivas para las pacientes pero
sobretodo que sean mas eficientes en controlar el crecimiento tumoral y disminuir
la mortalidad de la enfermedad o al menos incrementar de forma significativa la
sobrevida de los pacientes y disminuir la tasa de reincidencia. En este contexto la
iInmunoterapia es una alternativa de tratamiento muy atractiva debido a las
propiedades del sistema inmunitario, que en principio es el encargado de
reconocer lo propio de lo extrafio y potencialmente generar memoria contra los
antigenos tumorales. La inducciéon de una respuesta inmunitaria anti-tumoral
permitird que el sistema inmune pueda reconocer los antigenos tumorales y con
ello montar una respuesta en contra de todas las células tumorales que los
expresen. Sin embargo para poder inducir una respuesta anti-tumoral efectiva en
el sitio de lesion es necesario eliminar los mecanismos de inmunosupresion
presentes en el micro-ambiente tumoral que potencialmente pueden inhibir o
disminuir la respuesta inmune anti-tumoral como se ha observado en diferentes
ensayos clinicos donde solo se ha estimulado al sistema inmunitario sin bloquear
los mecanismos de inmunosupresion con resultados clinicos muy limitados.

En el presente proyecto pretendemos caracterizar poblaciones celulares
asociadas con la inmunosupresion presente en cancer de mama y con ello
identificar a posibles blancos terapéuticos como son las moléculas inmuno-
reguladoras expresadas por células supresoras como las células Tregs o a los
mecanismos inductores de dichas poblaciones celulares. Previamente en cancer
hepatico identificamos dos posibles blancos terapéuticos CTLA-4 y GITR que al
ser neutralizados inhiben el efecto supresor de las células Tregs. Asi mismo,
evaluaremos si las células estromales mesenquimales participan en la induccién
de mecanismos inmunosupresores. El conocimiento obtenido podra ser utilizado
para el desarrollo de ensayos clinicos para el establecimiento de nuevos
tratamientos inmunoldgicos en cancer de mama.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cuéles son los mecanismos inmunosupresores mediados por células que
afectan el desarrollo de una respuesta inmune anti-tumoral en pacientes con
cancer de mama?
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JUSTIFICACION

El desarrollo de nuevos tratamientos para el cancer de mama que sean capaces
de impactar la sobrevida de los pacientes y disminuir la recurrencia de la
enfermedad son objetivos primordiales para disminuir la mortalidad asociada a
dicha neoplasia. La caracterizacion de los mecanismos inmunosupresores
presentes en el microambiente tumoral permitird la identificacion de las principales
moléculas y células responsables de la inmunosupresion observada en dichos
pacientes. A través de dicho conocimiento se podran disefiar estrategias
terapéuticas para modular la respuesta inmune local que eviten o inhiban los
mecanismos inmunosupresores que interfieren con el desarrollo de una respuesta
anti-tumoral. Ejemplo de este tipo de manipulacion es el uso de anticuerpos anti-
CTLA-4 (Ipilimumab) en melanoma, que incrementa la respuesta anti-tumoral en
algunos pacientes. El desarrollo de una terapia inmunoldgica integral permitira
disefiar nuevos tratamientos alternos para los pacientes con cancer de mama que
ofrezcan una mayor sobrevida y una menor taza de reincidencia de la enfermedad
sin los efectos téxicos y adversos asociados a los tratamientos actuales de
guimioterapia y radioterapia.

La inmunoterapia es una opcion atractiva para pacientes con cancer de mama
debido a la especificidad y la memoria inmunoldgica. Se ha postulado que la falla
en los tratamientos inmunoldgicos se puede deber en gran medida a la presencia
de mecanismos de supresion inmunoldgica en el sitio de lesién, por lo que en la
presente investigacion se buscara describir cuales son los posibles mecanismos
inmunosupresores que estan involucrados en el microambiente tumoral a través
de la confirmacion de células de Tregs, mDCS, pDCs y MSCs que afectan el
desarrollo de una respuesta inmune anti-tumoral
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OBJETIVO

General:

Caracterizar los mecanismos inmunosupresores mediados por células que afectan
el desarrollo de una respuesta inmune anti-tumoral en pacientes con cancer de
mama.

Particular

1. Determinar la frecuencia y fenotipo de células Tregs, pDCs, mDCsy MSCsy su
posible correlacion en tejido tumoral de pacientes con cancer de mama y
comparar con su contraparte en sangre periférica en donde dichas células no
estan directamente afectadas por el proceso tumoral.
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HIPOTESIS

Postulamos que las células MSCs y Tregs se encuentran infiltrando tumores
humanos de mama y participan de forma activa junto con la DCs (pDCS y mDCS)
en la supresion de la respuesta anti-tumoral. La frecuencia de dichas poblaciones
celulares podria estar asociada con algunas caracteristicas clinicas como el
estadio o la afectacion de los ganglios axilares, que constituye uno de los
principales indicadores prondésticos en cancer de mama.



TIPO DE ESTUDIO

Transversal, prospectivo, descriptivo.
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Serie de casos.

DISENO
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CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusién de pacientes:

Mujeres con cancer de mama confirmado por estudio histopatolégico sin
restriccion de edad.

Las pacientes incluidas fueron de recién diagnostico sin tratamiento previo
para cancer de mama.

Los estadios de los tumores fueron primordialmente tempranos | y Il que
son los estadios que prevalecen en pacientes que no han recibido
tratamiento de quimioterapia o radioterapia y que son candidatas a
tratamiento quirdrgico. Considerando el tamafio de los tumores en cada
estadio, la mayor cantidad de muestras se encontraron en estadio 2. La
utilizacién de estadios | y Il nos permitird observar los cambios tempranos
en la regulacion de la respuesta inmune intra-tumoral para la posible
identificacion de blancos terapéuticos que permitan direccionar la respuesta
y frenar el desarrollo tumoral.

Criterios de exclusién

Pacientes con enfermedades concomitantes que afecten la respuesta
inmune.
Pacientes bajo tratamiento con quimioterapia o radioterapia.
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POBLACION, MUESTRA Y METODO DE MUESTREO

Muestras clinicas:

Muestras de sangre periférica y de tejido tumoral de 80 pacientes. De cada
paciente se obtuvo el consentimiento informado por escrito antes de la donacion
de tejidos. EI nimero de muestras mencionado se determind considerando que es
un estudio de ciencia basica enfocado en determinar los principales mecanismos
inmuno-reguladores causantes del estado de inmunosupresion asociada a
pacientes con cancer de mama, también se considero los recursos presupuestales
y la capacidad de procesamiento de las muestras del personal de laboratorio de
investigacion.

Sangre periférica. Por puncién venosa en el brazo se obtuvieron 10 ml de sangre
en tubos con heparina. Una vez recolectada la sangre en el tubo se mezclé
suavemente para homogenizar con la heparina y evitar la formaciéon de trombos.
Posteriormente se mantuvieron a 4 °C para ser transportada al laboratorio.

Tejido. Las muestras de tejido mamario se obtuvieron por medio de biopsias o de
tejido extraido durante mastectomia terapéutica o cirugia conservadora de la
mama. Se colectdé una muestra de tejido tumoral y el tamafio de la muestra para
tejido postoperatorio dependié de las dimensiones del tumor extraido pero en
condiciones ideales se colectd tejido de 1-3 cm®. El tejido se colocdé en un
recipiente estéril con medio de cultivo RPMI1640 suplementado con penicilina y
estreptomicina y se mantuvo a 4 °C para su transportacion al laboratorio.

Poblacion:
Pacientes atendidas en la UMAE HGO No. 3 del CMN “La Raza” IMSS en el

servicio de Oncologia quirdrgica con diagnostico de cancer de mama en el estudio
transoperatorio.

Método de muestreo:

No probabilistico. Se trato de una serie de casos.
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VARIABLE DE ESTUDIO

DESCRIPCION OPERACIONAL DE LA VARIABLE

Mecanismos inmunosupresores

Definicidn conceptual: Entre los mecanismos de inmunosupresion que se han
descrito en cancer de mama se encuentran los mediados por linfocitos T CD4+ de
tipo Th2, linfocitos T CD4+FoxP3+ reguladores (Tregs), células dendriticas
mieloides (mMDCs por sus siglas en inglés) y plasmacitoides (pDCs). La presencia
de estas células promueven el desarrollo tumoral al inducir la produccién de
factores de crecimiento e interleucinas que aceleran la proliferacion de las células
cancerosas

Definicion operacional: para fines de la presente investigacion se consider6
cOmo mecanismos inmunosupresores en los tumores de pacientes con cancer de
mama la presencia de linfocitos T CD4+ de tipo Th2, linfocitos T CD4+FoxP3+
reguladores (Tregs), células dendriticas mieloides (mDCs por sus siglas en inglés)
y plasmacitoides (pDCs)

Tipo de variable: cuantitativa
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MATERIAL Y METODOS

Se revisaron 80 muestras de tumor y sangre periférica de pacientes con cancer
de mama del 01 de marzo del afio 2016 al 01 de marzo del 2017. Se incluyeron
en el estudio solo aquellas enfermas que reunieron los criterios de seleccion.

Se recabaron los reportes definitivos de patologia de las pacientes y se realizé la
informacion.

Se compararon los resultados con reportes previos de la literatura nacional e
internacional.

Procesamiento.

La sangre fue fraccionada por gradiente de centrifugacion (Lymphoprep). Las
células mononucleares se colocaron en un tubo nuevo de 15 mL y se lavaron con
buffer de fosfatos salino pH 7.4 (PBS). Finalmente las células se resuspendieron
en PBS y se determiné su numero y viabilidad utilizando azul tripan. Las células
obtenidas se utilizaron para citometria de flujo y cultivo celular.

El tejido mamario se cortd en fragmentos pequefios que fueron digeridos con una
mezcla de 0.5 mg/mL de colagenasa y 0.2 mg/mL de DNasa 1 en medio DMEM a
37 °C por 30 minutos. Posteriormente se disgregé el tejido y se removieron los
fragmentos de tejido conectivo por filtracidon en mallas de nylon (70 micras). La
suspension celular se lavé 2 veces con PBS. Posteriormente las células muertas y
eritrocitos fueron removidos por gradiente de centrifugacién. Finalmente se
determind el numero y viabilidad celular con azul de tripan. Las células obtenidas
se utilizaron para citometria de flujo y cultivo celular.

Citometria de flujo. Las suspensiones celulares obtenidas de las muestras clinicas
fueron analizadas por citometria de flujo. La identificacion de células Tregs se
realizo por medio de la expresion de CD3, CD4, FoxP3 y la usencia de CD127.
Las pDCs se identificaron como células CD3-/CD19-/CD20-/CD56-/CD14-/CD16-
/HLD-DR+/CD123+, mientras que las mDCS CD3-/CD19-/CD20-/CD56-/CD14-
/CD16-/HLD-DR+/CD11c. Las MSCs se identificaron como CD45-
CD90+CD44+CD73+CD105+. Las células fueron tenidas con anticuerpos
monoclonales marcados con diferentes fluorocromos durante 10 minutos a
temperatura ambiente protegidos de la luz. Posteriormente se lavaron para
remover el exceso de anticuerpos y se analizaron en un citometro de flujo BD y los
datos se analizaron con el software Flowjo. El panel de anticuerpos se ilustra en
la tabla 1.




Tabla 1. Panel de anticuerpos para citometria de flujo

Fluoro- DCs Tregs1 | Tregs 2 MSCs
cromo
FITC CD3, CD14, GITR CD24
CD16, CD19,
CD20y
CD56
Pe ICOSL CD127 CD105
PercP HLA-DR CD8 CD8 CD44
APC CDllc CTLA-4 | FoxP3 CD90
APC-H7 CD45 CD4 CD4
PeCy7 CD123 CD3 CD3 CD73
V450 CD45 FoxP3 CD45 CD45

28
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ANALISIS ESTADISTICO

Andlisis de los resultados. Los datos de citometria de flujo se analizaron mediante
el programa Flowjo. Posteriormente se analizé la frecuencia comparativamente
entre los diferentes tejidos (sangre y tejido tumoral de mama) para la busqueda de
diferencias significativas de las diferentes poblaciones leucocitarias a determinar.
Estos andlisis se realizaron con el programa GraphPad utilizando la prueba t-
student con datos pareados.




30

RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD.

Nombre: Victor Hugo

Apellido Paterno: Villafafia

Apellido Materno: Vazquez

Nivel Académico: Especialista en Oncologia Quirurgica

Especialidad: Oncologia Quirargica

Institucién: INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Adscripcion: UMAE HGO 3 CMN la RAZA IMSS, servicio de Oncologia quirargica
Pertenece al SNI: NO

Producto que generara: Redaccion de manuscritos y tesis de especialidad
Informacién Relevante: El Dr. Villafafia trabaja en la Unidad Médica de Alta
Especialidad en Ginecologia y Obstetricia Num. 3, Centro Médico Nacional La
Raza relacionado con el diagnostico y tratamiento de pacientes con cancer de
mama.

Actividades Especificas: Supervisara el reclutamiento de los pacientes, la toma de
muestras de sangre y tejido mamario.

Domicilio: Seris y Antonio Valeriano SN col La raza México D.F. 029900

Correo: victor.villafana@imss.gob.mx

Nombre: Alexander

Apellido Paterno: Pedroza

Apellido Materno: Gonzalez

Nivel Académico: Doctor en Ciencias en la especialidad de Patologia Experimental
Especialidad: Inmunologia

Institucion: Universidad Nacional Autbnoma de México.

Adscripcion: Carrera de Médico Cirujano, Facultad de Estudios Superiores
Iztacala.

Pertenece al SNI: Si, Nivel |

Producto que generard: Redaccion de manuscritos para publicacion y tutor de
estudiantes de licenciatura y maestria para obtencion de grado.

Informacién Relevante: El Dr. Pedroza-Gonzalez ha trabajado en el area de
inmunologia del cancer en humanos por mas de 10 afos, nueve de los cuales
fueron en el extrajero (Texas, USA y Rotterdam, Holanda) y ha publicado 16
articulos en inmunologia, 11 de los cuales en cancer.

Actividades Especificas: Supervisara el procesamiento de las muestras y el
analisis de resultados.

Domicilio: Av. De los barrios S/N, Los Reyes lztacala, Tlalnepantla, Estado de
México.

Correo: alexander_pg@yahoo.com.mx

Nombre: Luis Alberto

Apellido Paterno: Solis

Apellido Materno: Castillo

Nivel Académico: Especialista en Ginecologia y obstetricia.
Especialidad: Ginecologia y obstetricia

Institucién: INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
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Adscripcion: UMAE HGO 3 CMN la RAZA IMSS

Pertenece al SNI: NO

Producto que generara: Redaccion de manuscritos y tesis de especialidad
Informacion Relevante: El Dr. Luis Alberto Solis Castillo es residente de tercer
afio en ginecologia oncologica en la Unidad Médica de Alta Especialidad del
Centro Médico Nacional La Raza y en la Division de Ensefianza de dicho Centro.
Tiene publicaciones en el tema de la salud perinatal y materna.

Actividades Especificas: Supervisara el reclutamiento de los pacientes, la toma de
muestras de sangre y tejido mamario.

Domicilio: Seris y Antonio Valeriano SN col La raza México D.F. 029900

Correo: solis_med57@hotmail.com

Recursos: La obtencion de datos y muestras clinicas se llevé a cabo en la Unidad
Médica de Alta Especialidad del Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 3,
Centro Médico Nacional la Raza del Instituto Mexicano del Seguro Social. La
unidad esta especializada en el diagnostico, tratamiento y seguimiento de
pacientes con cancer de mama y tumores ginecoldgicos por lo que cuenta con el
equipo necesario para la toma de biopsias y la realizacién de cirugias para la
extirpacion de tumores. Procedimientos a partir de los cuales se obtuvieron las
muestras clinicas para el presente estudio. Ademas de contar con equipo de
computo que sera utilizado para la generacion de las bases de datos clinicos. El
procesamiento de las muestras y su analisis por citometria de flujo se realizaron
en el laboratorio de inmunologia de la Unidad de Morfologia y Funcion de la FES
Iztacala UNAM, que cuenta con el equipo necesario como centrifuga,
micropipetas, microscopio 6ptico y de fluorescencia, camaras de incubacion, un
micrétomo, un lector de ELISA y equipo para PCR. Asi mismo, cuenta con un
cuarto de cultivo equipado con una campana de bioseguridad tipo Il, dos
incubadoras de células con CO,, un microscopio invertido y materiales accesorios
de cultivo celular como son micropipetas, medios de cultivo y material de cultivo
desechable. La FES lIztacala tiene una unidad de citometria donde se localiza un
citometro de flujo BD FACSAria-Fusion con capacidad para analizar 9 parametros
diferentes y de separacion de poblaciones celulares (cell sorting) que fue utilizado
para el analisis de las muestras.

Financiamiento: El presente proyecto cuenta con financiamiento de la UNAM
(proyecto PAPIIT 1A204515/RA204515: “Modulacion de la respuesta inmune
por células cancerosas y estromales derivadas de tumores humanos”) por 2
anos.

Factibilidad: El grupo de trabajo estuvo constituido por expertos en diferentes
areas que complementaran sus conocimientos permitiendo un adecuado
desarrollo de la investigacion que conlleva aspectos basicos y clinicos. La
experiencia de los investigadores en el manejo y tratamiento de pacientes permitio
una optima recoleccion de muestras clinicas y elaboracion de bases de datos
clinicos que fueron utilizados en el proyecto en el tiempo establecido. La
investigacion clinica estuvo a cargo del cirujano oncoélogos Dr. Victor Hugo
Villafafia Vazquez y el Dr. Luis Alberto Solis Castillo residente de tercer afio de la
especialidad de ginecologia oncologica de la Unidad Médica de Alta Especialidad
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del Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 3, Centro Médico Nacional la Raza
del IMSS. En tanto la investigacion basica e inmunoldgica estuvo a cargo del Dr.
Alexander Pedroza Gonzalez de la FES lztacala, quien tiene una amplia
experiencia en el desarrollo y andlisis de protocolos de investigacion en
inmunologia del cancer lo que garantiza un adecuado desarrollo y analisis de los
experimentos planeados, dichos experimentos seran realizados por estudiantes de
maestria y doctorado que han sido entrenados en las técnicas de laboratorio
necesarias para el proyecto.
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ASPECTOS ETICOS

El estudio de las muestras clinicas es de tipo prospectivo y descriptivo ya que no
se realizé ninguna intervenciéon en las pacientes, y se condujo bajo el reglamento
de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud y la
declaracion de Helsinki de 1975 y sus enmiendas, asi como los codigos y normas
internacionales vigentes para las buenas practicas en la investigacion clinica. Las
muestras de sangre fueron obtenidas al momento de puncionar para la toma de
estudios convencionales o al canalizar la vena para ingreso a cirugia y solo se
tomd un tubo extra con 10 mL de sangre. Las muestras de tejido mamario se
obtuvieron durante los procesos de cirugia terapéutica indicada como parte del
tratamiento y se tom6 una pequefia porcion del tejido extraido que normalmente
es desechado. Es un estudio con riesgo menor al minimo para la paciente ya que
no se requirio de ningun procedimiento extra al cual son sometidas normalmente
las pacientes. Los nhombres de las pacientes seran manejados confidencialmente y
no seran utilizados en ningun reporte o analisis de datos. Solo el médico tratante
conocera dicho dato y se asignara un cédigo de identificacién que sera utilizado en
la investigacion. Se solicitd consentimiento informado para participar en este
estudio. De las muestras biolégicas de tejido se guarddé un pequefio fragmento de
0. 3 cm® por crio preservacion para establecer un banco de tejido de referencia. El
resguardo de las muestras se realiz6 en la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala de la UNAM vy el responsable del resguardo de las mismas sera Dr.
Alexander Pedroza Gonzalez.
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RESULTADOS

Anadlisis de los resultados.

Los datos de citometria de flujo se analizaron mediante el programa Flowjo.
Posteriormente se analizd la frecuencia comparativamente entre los diferentes
tejidos (sangre y tejido tumoral de mama) para la busqueda de diferencias
significativas de las diferentes poblaciones leucocitarias a determinar. Estos
andlisis se realizaron con el programa GraphPad utilizando la prueba t-student con
datos pareados. Para cada grupo de datos se realizdé una prueba de distribucién y
de acuerdo al resultado se aplicaron pruebas paramétricas o no paramétricas en el
andlisis.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Sexo Femenino/Masculino 81/0

Edad 21-83 (mediana de 56)
Carcinoma ductal infiltrante 53

Carcinoma lobulillar infiltrante 10

Adenocarcinoma ductal infiltrante 4

Carcinoma mixto (Ductal y Lobulillar) 3

Carcinoma medular Infiltrante 3

Carcinoma mucinoso 2

Carcinoma tubulo lobullillar 2

Adenocarcinoma lobular infiltrante 1

Carcinoma ductal in situ 1

Carcinoma micropapilar infiltrante 1

Carcinoma Infiltrante Tubulo Lobulillar 1

Ganglios negativos/positivos 47/30 (4 no determinados)
Estadio patologico

Tis 2

IA 27

A 28

1B 16
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Resultados

Células dendriticas.

Una de las poblaciones méas importantes en la induccion y regulacién de una
respuesta inmune son las células dendriticas (DCs). Las principales
subpoblaciones de DCs son las DCs mieloides (mDCs) o convencionales,
caracterizadas por la expresion de CD11c y HLA-DR; y las DCs plasmacitoides
(pDCS) identificadas por la expresion de CD123 y HLA-DR y negativas para la
expresion de marcadores de linajes como CD3, CD16, CD19 y CD56. Ambas
poblaciones han sido identificadas en el infiltrado leucocitario en tumores de
cancer de mama, sin embargo su frecuencia es poco conocida. Por tal motivo
decidimos analizar su frecuencia en el tejido tumoral. Para ellos se realiz6 un
andlisis por citometria de flujo en donde se identificé a las células por medio de
marcadores de superficie como se ha descrito en la literatura. Para ello se
selecciond a las células CD45+ que fueran negativas para CD3, CD14, CD16,
CD19, CD20 y CD56 (Linage) y positivas para HLA-DR. Dentro de esta region de
células se seleccionaron de acuerdo a la expresién de CD11c (mDCs) y de CD123
(pDCs) (figura 1A). Al analizar la frecuencia de ambas poblaciones en sangre y
tejido tumoral, se observd que en la sangre de las pacientes hay un claro
predominio de pDCs, mientras que en el tejido dicha proporcion esta invertida con
un predominio de mDCs (figura 1D-E).
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Figura 1. Frecuencia de células dendriticas en tejido tumoral y sangre.
Suspensiones celulares obtenidas de tejido tumoral y sangre fueron analizadas
por citometria de flujo. A) Estrategia de analisis para identificar a pDCs (CD45+Lin-
HLA-DR+CD123+) y mDCs (CD45+Lin-HLA-DR+CD11c+) en las muestras
clinicas. Proporciones de mDCs y pDCs en sangre (D) y tejido tumoral (E).

Linfocitos T

En el infiltrado leucocitario una fraccion importante corresponde a linfocitos T. Para
determinar las proporciones de células T CD4 y CD8 y la de linfocitos T
reguladores (Tregs) se siguid la estrategia de analisis mostrada en la figura 2,
donde primero se selecciono a la fraccion leucocitaria por la expresion de CD45,
posteriormente se identifico a las células T por la expresion de CD3. En esta
region de analizo la frecuencia de células CD4+ y CD8+. Finalmente dentro de la
region de células CD3+CD4+se identificd la presencia de linfocitos Treg que
fueron FoxP3+y CD127-.
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Figura 2. Estrategia de analisis de las subpoblaciones de linfocitos T
presentes en el tejido tumoral. Las suspensiones celulares de sangre periférica
y de tejido tumoral fueron tefiidas con anticuerpos monoclonales y analizadas de
acuerdo a la expresion de CD45, CD3, CD4, CD8, CD127 y FoxP3.

Como se observa en la figura 3A, hay una mayor proporcion de linfocitos T CD3+
en la fraccion leucocitaria infiltrante del tejido tumoral que la que se encuentra
presente en sangre periférica. Sin embargo la proporcion de CD4 y CD8 es muy
similar entre ambos compartimientos (figura 3B). Cuando medimos la expresion de
CTLA-4, que es una molécula de regulacion negativa se observdé una mayor
expresion en los linfocitos tumorales tanto CD4 como CDS8 (figura 3C).
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Figura 3. Frecuencia y fenotipo de linfocitos T tumorales. Se determino la
frecuencia de linfocitos T CD4 y CD8 en el tejido tumoral y sangre periférica por
citometria de flujo. Frecuencia de linfocitos T CD3+ (A), CD3+CD4+ y CD3+CD8+
(B) en la fraccion CD45 de sangre o tejido tumoral. Expresion de CTLA-4 en
linfocitos T CD4 y CD8 de sangre y tumor (C).

Asimismo, en el tumor se observo una mayor frecuencia de células Tregs (con una
mediana de 8%) que en la sangre periférica (con una mediana de 2.5%) (figura
4A), lo cual denota un microambiente inmunosupresor en el tejido tumoral.
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Interesantemente se observd una correlacion positiva entre la frecuencia de
células Tregs y la de mDCs dentro del tejido tumoral (figura 4B). Contrariamente
no hay correlacion entre pDCs y Tregs.
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Figura 4. Células Tregs y correlacion con mDCs. A) La proporcion de células
Tregs se determind por citometria de flujo en suspensiones celulares derivadas de
sangre o tejido tumoral. Las células Tregs fueron identificadas como
CD45+CD3+CD4+FoxP3+CD127-. B) Correlacion entre la frecuencia de células
Tregy DCs.

Células mesenquimales estromales.

La presencia de MSCs ha sido documentada en modelos animales y en tumores
mamarios humanos, sin embargo no se ha establecido su frecuencia en tejidos
humanos. Por lo anterior decidimos estudiar a dicha poblacién celular de tumores
humanos de cancer de mama y realizar su fenotipo utilizando los marcadores
ampliamente aceptados en la literatura internacional como caracteristicos de esta
poblacién celular.

Con el fenotipo establecido de CD45-CD90+CD44+CD73+CD105+ se realizd el
analisis de suspensiones celulares derivadas de sangre periférica y tejido tumoral
frescos para determinar la frecuencia de las MSCs (figura 5). En sangre periférica
no se detecto la presencia de dichas células, mientras que su frecuencia en el
tejido tumoral fue de 1 % de las células totales obtenidas en las suspensiones
celulares.
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Importantemente, observamos que dependiendo de la afectacién de los ganglios
axilares la frecuencia de MSCs es significativamente diferente, siendo mayor en
los pacientes con al menos un ganglio afectado en comparacion de aquellos que
no presentan afeccion ganglionar (figura 6)
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Figura 5. Analisis fenotipico de MSCs en tumores frescos. Muestras de
tumores de mama frescas fueron analizadas por citometria de flujo para
determinar la frecuencia de las MSCs en el tejido tumoral. Las MSCs fueron
identificadas como CD45-CD90+CD44+CD73+CD105+. Panel superior muestra a
los controles de tincion (anticuerpos controles de isotipo)
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Figura 6. Frecuencia de MSCs y afeccion de ganglios axilares. Analisis de la
frecuencia de MSCs en el tejido tumoral dependiendo del estado de afectacién de
los ganglios linfaticos axilares.

DISCUSION

La presencia de infiltrado leucocitario en tumores primarios de mama ha sido
documentada ampliamente, desde el afio 1997 se describi6 como un factor de
buen pronostico la presencia de leucocitos en el tejido tumoral en pacientes
menores a 40 afos [35]. Sin embargo, se ha observado que la presencia de
leucocitos en el tejido tumoral representa una mezcla muy heterogénea de células
de la respuesta inmunitaria y que dependiendo del tipo celular y de su estado de
activacion pueden tener un significado clinico diferente [36-38], por lo tanto no es
suficiente con determinar la frecuencia de leucocitos totales como una medida
diagnostica o pronostica de la enfermedad. De acuerdo a lo anterior es mas
importante el analisis de poblaciones especificas de leucocitos para determinar el
estado inmunologico y su posible implicacion en la patogenia de la enfermedad.

Una de las poblaciones leucocitarias con mayor repercusion en el desarrollo
tumoral son las DCs, diversos estudios han descrito que estas células son
condicionadas por el microambiente tumoral para inducir un estado de
inmunosupresion local permisivo para el crecimiento de las células cancerosas.
Las DCs estan constituidas por mudltiples subpoblaciones, siendo las mas
abundantes, las células dendriticas mieloides o convencionales y las DCs
plasmacitoides. En el afio 2007 el Dr. Pedroza y colaboradores describieron la
participacion de las mDCs en el desarrollo tumoral en un modelo de ratones



42

humanizados de cancer de mama [10], cuatro afios después el mismo grupo
describié los mecanismos involucrados en dicho proceso en donde las mDCs
infiltrantes del tumor se encuentran expuestas a una citocina llamada linfopoyetina
timica estromal (TSLP, por sus siglas en ingles “thymic stromal lymphopoietin”),
que normalmente se produce en el timo, pero que es producida por las células
tumorales. TSLP induce la expresion de la molécula de co-estimulacion OX40L
sobre las mDCs provocando con ello que los linfocitos T que entran en contacto
con estas DCs se polaricen hacia un fenotipo Th2. Los linfocitos Th2 productores
de IL-4 y IL-13 favorecen el desarrollo tumoral al inducir la produccion de factores
de crecimiento celular en otras células como los macréfagos [11]. Asi mismo, las
células Th2 inhiben la generacion de una respuesta Thl, que es esencial para el
control del crecimiento tumoral. De forma similar un grupo francés en el afio 2015
describié que las pDCs estimuladas con GM-CSF (factor estimulante de colonias
de granulocitos macrofagos) producido en el tejido tumoral también inducen la
generacion de linfocitos Th2 en el microambiente tumoral en estadios avanzados
[39]. En el presente estudio encontramos que ambas poblaciones de DCs estan
infiltrando el tejido tumoral en pacientes que estan en estadios tempranos. La
poblacion predominante fueron las mDCs con una frecuencia de 0.29 + 0.25%, en
tanto que las pDCs estan en menor frecuencia 0.1 + 0.2 %. Contrariamente, en
sangre periférica encontramos un predominio de pDCs, lo cual resulta interesante
debido a que un estudio previo reporta que la frecuencia de pDCs en sangre
constituye un factor pronéstico de la enfermedad [40]. A mayor frecuencia existe
una mayor sobrevida a 5 afios, en tanto que en estadios avanzados la frecuencia
de pDCs disminuye significativamente en sangre periférica. Estas observaciones
concuerdan con nuestros resultados debido a que en nuestros pacientes, que se
encuentran en estadios tempranos, hay un marcado predominio de pDCs sobre
las mDCs en la sangre excepto en tres pacientes (3/18, 16%). Resultaria
interesante poder evaluar a los pacientes en el futuro y verificar si las frecuencias
de pDCs cambian conjuntamente con la evolucion clinica, especialmente en los
tres pacientes con un predominio de mDCs en la sangre.

El analisis de los linfocitos T muestra que la frecuencia de células T CD4-CD8 es
muy similar entre la sangre y el tejido tumoral. Sin embargo, la expresion de la
molécula de regulacion negativa CTLA-4 esta mas expresada en los linfocitos
infiltrantes del tumor. Debido a que la expresion de CTLA-4 est4 asociada con la
desactivacion linfocitaria [41], hace suponer que los linfocitos tumorales estan
siendo inactivados favoreciendo un estado de tolerancia inmunoldgica local. Esto
concuerda con una mayor frecuencia de linfocitos Tregs en el tejido tumoral. Estos
datos son congruentes con estudios previos que describen un microambiente
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inmunosupresor en cancer de mama [42-44]. Al analizar si hay alguna correlacion
entre la frecuencia de DCs y Tregs, encontramos que las mDCs y Tregs presentan
una correlacion positiva dentro del tejido tumoral, mientras no existe correlacion
entre las frecuencias de Tregs y pDCs. Previamente ha sido reportado que las
pDCs contribuyen al desarrollo tumoral al inducir y activar linfocitos Tregs dentro
de los tumores en céncer de mama en estadios avanzados [16, 17]. Estas
observaciones pueden significar que en estadios avanzados las pDCs se
encuentran en mayor proporcion que en estadios tempranos y que contribuyen de
manera importante en la inmunosupresion asociada a dichos tumores, en tanto en
estadios tempranos las mDCs podrian estar desempefiando un papel mas
relevante que las pDCs dada la frecuencia y su correlacion con las células Tregs
observadas en nuestro estudio, donde la mayor parte de las pacientes estan en
estadios | y Il. Estos datos justifican futuros estudios con cohortes de pacientes
que incluyan tanto estadios tempranos como avanzados durante un periodo de
tiempo mayor para poder evaluar aspectos clinicos como recurrencia y sobrevida,
lo cual permitira realizar un andlisis mas completo.

Finalmente, corroboramos la presencia de MSCs en los tumores primarios de
cancer de mama en pacientes mexicanas, puesto que los Unicos reportes
existentes fueron hechos en China y solo analizaron grupos pequefios de
pacientes (n = 9 y 14) [45, 46]. En nuestro cohorte de pacientes las MSCs
estuvieron presentes en 25 de 28 (89%) muestras analizadas de tejido tumoral y
no se detectaron en sangre periférica. La frecuencia fue de 1 % (rango de 0-6.6 %)
de las células totales obtenidas de cada muestra. No existen datos de la
frecuencia de estas células en tejidos tumorales, de hecho los datos de frecuencia
en médula 6sea y en tejido adiposo son indirectos a través de la medicién de
unidades formadoras de colonias con frecuencias menores a las que encontramos
en los tumores, 0.0029 % en médula 6sea y 0.12 % en el tejido adiposo [47]. El
fenotipo es el mismo a las MSCs derivadas de médula 6sea siendo negativas para
CD45 y expresan las moléculas CD90, CD44, CD73 y CD105. La presencia de
MSCs en el tejido tumoral con relativamente elevadas frecuencias y presentes en
mas del 80 % de los tumores analizados sugiere que tienen una participacion
significativa en el establecimiento del microambiente tumoral. Importantemente se
observa que la frecuencia de MSCs es significativamente diferente mas elevada
en los pacientes que tuvieron al menos un ganglio afectado en comparacion de
aguellos que no presentaron afecciones en ganglios. Esto podria sugerir que la
presencia de MSCs favorece la migracion de las células tumorales hacia otros
tejidos como ha sido descrito en algunos modelos in vitro e in vivo [28, 48, 49]. De
todas las poblaciones analizadas en este estudio la frecuencia de MSCs fue la
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Gnica que tuvo asociacion con los parametros clinicos, en especifico con la
afeccion de ganglios que actualmente es uno de los principales factores pronéstico
de la enfermedad [6]. Para confirmar que la frecuencia de MSCs puede ser un
factor pronédstico de la enfermedad se requiere de futuros andlisis incluyendo
pacientes en estadios avanzados y datos clinicos de sobrevida, reincidencia y
metéstasis. Por lo tanto nuestro estudio sienta las bases para futuras
investigaciones que permitan corroborar los hallazgos encontrados y su relacién
con clinica y patogenia de la enfermedad.
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CONCLUSION

La mayoria de los pacientes analizados en este estudio se encontraban en
estadios tempranos (I y Il) de la enfermedad puesto que las muestras las
obtuvimos de pacientes candidatas al tratamiento quirargico curativo. La inclusion
de estadios tempranos permitié detectar los eventos iniciales en el microambiente
tumoral, sin embargo la falta de estadios avanzados fue una limitante para obtener
conclusiones méas determinantes acerca de la implicacion de las poblaciones
analizadas en el desarrollo de la enfermedad.

El tejido tumoral en etapas tempranas tiene una importante proporcion de células
leucocitarias infiltrantes que reflejan la inmunogenicidad de los tumores primarios
de cancer de mama. Sin embargo, el infiltrado leucocitario contiene una frecuencia
elevada de células Tregs y una mayor expresion de CTLA-4 en ambas
poblaciones linfocitarias (CD4 y CD8), indicando claramente el estado de
inmunosupresion local presente en el microambiente tumoral.

En estadios tempranos existe un predominio de mDCs en el tejido tumoral,
mientras que en sangre periférica son las pDCs las células dendriticas
dominantes. La frecuencia de mDCS en el tejido tumoral tuvo una correlacion
positiva con las células Tregs sugiriendo que las mDCs pueden estar induciendo la
generacion de linfocitos Tregs en el microambiente de los tumores mamarios.

La frecuencia de las DCs en el tejido tumoral y en la sangre pueden ser factores
prondsticos del desarrollo de cancer de mama, pero requiere ser confirmado en
futuros estudios que incluyan estadiso tempranos y avanzados de la enfermedad.

Se confirmo la presencia de MSCs en los tumores primarios de cancer de mama
en pacientes mexicanas y su frecuencia esta asociada con la afectacion de los
ganglios axilares.

Los datos obtenidos en la presente investigacion permiten asentar las bases y
justificar la realizacion de futuros estudios para confirmar la implicacion de las
células inmunitarias y MSCs en la patogenia de cancer de mama y su valor
diagndstico y pronostico.
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ANEXOS

Anexo 1. - Carta de consentimiento informado.
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Titulo de la investigacion: rderrtlfcan:mnycaracterlzacmnde celulas INMmuNosUpresoras en
tumores de pacientes con cancer de mama
Mumero de registro: pendignte

For medic de |a presents le estamos invitando a un protocolo de investigacion qus se esta
realizando en el Hospital de Gineco-obstetricia del Centre Medico la Raza del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) en colaboracion con la Universidad Macional Auténoma de
México (UMAMY para analizar Ia funcionalidad de las células del sistema de defensa del
organismao localizadas en tumores de cancer de mama con el ohjetivo de desarrollar nuevos
fratamientos.

Conelfinde realizarel estudio antes mencionadao, le solicitamos nos permita chtener dostubos
adicionales de sangre (10 mL) que equivalen a cuatro cucharadas soperas. Asi mismo le
solicitarnos permiso parautilizar una pequeia porcion de la biopsia o tejido mamario que s&ra
obtenida como parte de su diagnastico wo tratamiento para utilizarla en |a investigacién antes
mencionada. Parte deltejido sera congelado v almacenado para futurcs estudios si usted asi o
acepta. Las muestras seran almacenadas en la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de |3
LIMAM por un pericdo de al menos 10 anos bajo el resguardo del Or. Alexander Pedroza
Gonzalez.

Posibles riesqos v maolestias:

Siusted decide participar en lainvestigacion se le tomara una musestra de sangre adicional qus
notieneriesgos parasu salud, solo podria causarle un poco de dolory un moretén en la zona
de donde setome; deigualformalatoma detejido extra setomara del tejido extraido durante
el procedimiento al cual usted estd programada. lo cual significa que no tiens rigsgos
adicionales.

Posibles beneficios que recibird al paricipar en el estudio:

Mo hay beneficios directos para usted relacionados cop este estudio. Esta investigacion nos
ayuda a aprendermas sobre el sistema de defensa en cancer de mama. En ultima instancia,
esto podria conducir al desarrollo de nuevos tratamientos para esta enfermedad en &l futuro.

Participacion o retiro:

Su participacion &n este estudio es voluntaria v puede retirarse del mismo cuando usted lo
desee. 5iusted decide no participar, esta decision no afsctara su tratamisnto. Usted no esta
ohbligada a participar en este estudic.

Privacidad v confidencialidad:

Sus datos de identificacion personal solamente seran conoddos por personal autorizado. Estos
son los miembros del equipo de investigacion, el personal medico v los miembros del Comité
de Etica Medica. Los datos personales recogidos durante este estudio seran reemplazados por
un codigo, de tal forma gue sus datos confidenciales no serdn utilizados en informes o
publicaciones sobre esta investigacion.
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En caso de dudas o aclaracionas relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable:

Dr. Victor Hugo Villafafia Vazgquez

Unidad Medica de Alta Especialidad del Hospital de Ginecologia v Obstetricia No. 3 del Centro
Medico Macicnal la Raza del Instituto Mexicano del Segurc Social

Tel. 57245900 ext 23726 Cormreo electronico: victor villafana@imss.gob.mx
Colaboradoras:

Dr. Luis Alberto Solis Castillo

qudad Medica de Alta Espedialidad del Hospital de Ginecologia ¥ Obstetricia No. 3 del Centro
Medico Macional la Raza del Instituto Mexicano del Seguro Social

Tel. 5545376243 Correo electranice:solis_med57 @hotmail.com

Dr. Alexander Pedroza Gonzalez

Labaoratorio de Investigacion en Inmunologia Unidad de Morfologia v Funcion. Facultad de
Estudios Superioras [ztacala. UMNARK

Tel. 56231220 Comreo elecironico: alexander_pg@hotmail com

En caso de dudas o aclaraciones scbre sus derechos como paricipante podra dirigirse a:
Comision de Elica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 47 piso
Blogue “B” de la Unidad de Congrasos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono
{55} 56 27 69 00 extension 21230, Cormreo electronico: comitesticainv.imss@gmail.com

[ 5iautorize gque s tome |a muastra solo para este estudio
[1 Siautorize gue se tome la muestra para este £siudio ¥ esudios Tuturos.

Fecha:

Mombre vfirma del sujeto Mombre vfirma de quien obtiens el consentimiento

Testigo 1 Testigo 2

Mombre, direccion, relacion v firma Mombre, direccion, relacion v firma



Anexo 2.- Instrumento de recoleccion de datos

Hoja de Captura de informacidn.

Fecha;

Mombre;

Edad; .

Mumero de identificacion (Asignado por el investigador):

Lugar de nacimiento

Diagnostico

Gradodel fumar

Receptores Positivo/negativo % Células positivas

Intensidad

Estrogenas

Progesterona

Her-2 neu

Ki-67

Estadio

T

Tamano del tumar(es) primariois) _

Gitios de metdstasis

Caracteristicas de metastasis (Numera de lesiones, tamanio, localizacion):

Tratamiento:

Fechadecirugia

Tipode cirugia

Muestras obtenidas y fecha:

tangre (volumen):
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Caracteristicas de metdstasiz (Mumero de lesiones, tamanfo, localizacion):

Tratamiento:

Fechadecirugiz

Tipo de cirugia:

Muestras obtenidasz v fecha:

Sangre (volumen):

Biopsia

Tejida post-operatoria

Tejido normal (Caracteristicas y
tamafial:

Tejida tumoral (Caracteristicasy tamana):

Mumerode células vives chtenidas de _ zangre, tejido mamarionormal____ vtejido
tumoral____

Frecuencia (%) de leucocitos (CO45+]:

Sangre Tejido narmal Tumar

Linfocitos CO3+CDd+

Linfocitos CO3+CDE+

C2lulasTr-1

D=

M5Cs

CE|ulas Tregs




Anexo 3.- Cronograma de actividades.

El estudio se planea desarrollar en

objetivos y las metas anuales:
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2 afos. A continuacion se desglosa los

Aiio Objetivo/Meses [1]2]3]4]5 10 | 11 [ 12
1 Estandarizar las condiciones experimentales para
01-10-2015- | el procesamiento de mestras clinicas.
01-10-2016 | Determinar la frecuencia y fenotipo de células
Tregs mDCs, pDCs y MSCs en sangre y tejido
tumoral de pacientes con cancer de mama y su
posible correlacion.
2 Determinar la frecuencia y fenotipo de células
01-10-2016 | Tregs mDCs, pDCs y MSCs en sangre y tejido
31-03-2017 | tumoral de pacientes con cancer de mama y su

posible correlacién
Escritura de tesis y publicacion
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- R Direccion de Prestaciones Médicas
MEXICO § TSN Unidad de Ecicacion, Investigacion y Politicas de Saiud
—— — WS Coordinacion de lvestigacion en Salud
0 TR e -
15 de febrero del 2016

Ref. 09-B5-61-2800/201600/ 0470

Dr. VILLAFANA VAZQUEZ VICTOR HUGO
DIVISION DE GINECO-OBSTETRICIA
D.F. Norte

Presente:

Informo a usted que el protocolo titulado: Identificacién y caracterizacién de mecanismos
inmunosupresores en tumores de pacientes con cancer de mama. , fue sometido a la consideracion de
esta Comision Nacional de Investigacion Cientifica.

Los procedimientos propuestos en el protocolo cumplen con los requerimientos de las normas vigentes,
con base en las opiniones de los vocales del Comité de Etica en Investgacion v del Comité de
Investigacion de la Comision Nacional de Investigacién Cientifica del IMSS, se ha emitido el dictamen
de APROBADO, con niimerc de registro: R-2016-785-0135.

De acuerdo a la normatividad vigente, deberd informar a esta Comisidn en los meses de enero vy julio de
cada afio, acerca del desarrollo del proyecto a su cargo. Este dictamen solo tiene vigencia de un afio. Por
lo que en caso de ser necesario rcquenra solicitar una reaprobacion al Comité de Etica en Investigacion
de la Comision Nacional gacion Cientifica, al térming de la vigencia del mismo.

Atentamente,

Dr. Fabio Sal
Presidente

Comision Nacional d& Investigacidn Cientifica

Anexo comentarios;
IMSS

ﬁw iah. F-CNIC-2015-154
SEGUMINATE Y SOLIDARTAR SOOLAL
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