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Introducción

La valoración de la capacidad in-
munitaria a nivel celular se ha reali-
zado habitualmente m vivo mediante
el estudio del rechace de trasplantes
de piel' y de la reacción a los antíge-
nos cutáneos2'5 e in vitro con la medi-
ción de la tasa de transformación
blástica de los liníbcitos en presencia
de la fitohemaglutinina6".

Mediante el empleo de estos mé-
todos se han observado anormalida-
des en la respuesta inmune, tanto en
pacientes afectos de enfermedades
linforreticulares'• "• ""como en aque-
llos otros afectos de tumores sólidos
no linfoides2'8-''-2'"1.

La alteración de la inmunidad ce-
lular en pacientes afectos de cáncer
de pulmón, estudiada mediante mé-
todos in v¿vo3-26'" e in vitrci^

s
-"'".

ha sido objeto, en estos últimos años,
de importantes publicaciones.

La mayoría de trabajos revisados
apuntan a la existencia de una rela-
ción entre el estado inmunitario, es-
pecialmente celular, y diversos aspec-
tos clínicos del cáncer de pulmón.
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Entre octubre de 1973 y diciembre
de 1976 hemos estudiado la inmuni-
dad celular mediante el test in vivo
e in vitro en 138 pacientes afectos
de cáncer de pulmón. El propósito
de nuestro trabajo fue observar la
existencia de relación entre la" res-
puesta inmunológica y el resultado
de la quimioterapia.

Material

Entre octubre de 1975 v diciembre de 1976
hemos estudiado \a inmunidad celular median-
te tests in vivo e in vitro en 138 pacientes afec-
tos de cáncer de pulmón.

El diagnóstico de carcinoma primitivo de
pulmón fue realizado mediante procedimien-
tos;

a) Clínicos: anamnesis, exploración física,
radiográficas y humoral, examen seriado de
esputos, broncoscopia y/o fibroscopia.

b) Quirúrgicos: toracotomía y biopsia.
La tabla I muestra la distribución de los pacien-
tes según su edad, sexo y tipo histológico.

En el momento de ser realizada la explo-
ración inmunológica, ninguno de nuestros
pacientes se hallaba sometido a tratamiento
con corticoides citostáticos o había sido irra-
diado previamente.

Métodos

1 ) Sensibilización cuantitativa al dinitroclorobm-
c e n o ( D . N . C . B . )

Para la sensibilización cuantitativa al dini-
troclorobenceno (D.N.C.B.) hemos seguido la
técnica descrita por Catalonaii. Nuestros enfer-

mos han sido sensibilizados con dosis de 2000
y 50 microgramos por 3 cm2 en el brazo.

Los lugares expuestos al contacto con
DNCB han sido examinados a las 24 y 48 horas
para observar la existencia de reacción irrila-
tiva y a los 7 y 14 días para comprobar la pre-
sencia de eritema e induración. En ausencia
de respuesta (eritema e induración) a los 14
días, una dosis de recuerdo 'de 50 microgra-
mos ha sido aplicada en el antebrazo y su lec-
tura realizada a las 24 y 48 horas.

La respuesta al dinilroclorobenceno se
mide en grados:

a) Grado 4: Es cuando la existencia de eri-
tema e induración se producen a la dosis de
2000 y 50 microgramos, a los 14 días o antes.

b) Grado 3: Cuando el eritema e induración
son observados solamente a la dosis de 2000
microgramos, dentro de los 14 días.

c) Grado 2: Cuando la respuesta (eritema e
induración) tiene lugar en la dosis de recuer-
do de 50 microgramos en el antebrazo.

d) Grado 1: Es cuando se observa rea-
ción inflamatoria en los lugares expuestos al
contacto con el dinilroclorobenceno, pero la
biopsia cutánea pone de manifiesto infiltra-
ción linfomonocitaria. En ninguno de nues-
tros casos liemos practicado biopsia.

e) Grado 0; Se produce ante la falta de reac-
ción cutánea e histológica frente al estimulo
antigénico del dinitroclorobenceno.

2) Reacción Cutánea a la Candidina

En nuestro estudio, hemos utilizado la can-
didina procedente del Instituto Pastcur a la
concentración de 1/1000.

La solución fue administrada por via intra-
dérmica y la cantidad inyectada 0,10 mi dé-
la solución. El lugar de inyección, la piel del
antebrazo.

Lectura: Fue realizada a ¡as 48 y 72 horas.

Originales
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Valoración: La respuesta fue valorada como
positiva si la reacción inflamatoria cutánea
(eritema e induración) era mayor de 5 mm de
diámetro.

1) Determinación del número absoluto de linfocitos
por mm

3
 en sangre periférica

Extracción de 10 mi de sangre con hepa-
rina sódica al 5 % (2 gotas por cada 10 mi).
Se mezcla la sangre con 20 mi de PBS, y se
coloca suavemente la mezcla sobre 15 mi de
Ficoll-Pielograf en tubos Falcon 2070 (50 mi).

Centrifugar 20-30 m a 1000 rpm.
Separar los linfocitos y lavarlos 2 veces con

PBS más ác. sódico al 0,2 %, pH 7,3-7,4. Cada
lavado debe durar 7-10 m a 2000 rpm.

Resuspender los linfocitos en 1 mi. de PBS.
más ác. sódico al 0,2 %, y se cuentan enca-
mara Neubauer.

4) Test de transformación Mastica de los linfocitos
«in vitro» en presencia de fitohemaglutina (PHA)

Para su realización hemos utilizado la téc-
nica descrita por Moragas45. Para ello se ex-
trajeron 10 mi. de sangre periférica de manera
estéril a los que se añadió heparina sódica al
5 %. Posteriormente se mezcló la sangre con
20 mi. de PBS y se depositó sobre 15 mi. de una
solución de Ficoll-Pielograf. Tapados los tubos
se centrifugaron durante 25 min a 1800 rpm.
Se separaron los linfocitos de la interfase me-
diante una pipeta Pasteur y se colocaron en
otros tubos estériles. Fueron lavados dos veces
con PBS estéril y al final contados y ajustados
a 10''por0,l mi.

Los test se realizaron de la siguiente manera:
Tubo control. 0,5 mi de suero AB estéril,

1 mi de Medio 199 y 106 linfocitos.
Tubo problema. 0,5 mi de suero AB estéril,

1 mi de Medio 199. 0,025 mi de Htohemaglu-
tinina-M. y 10'linfocitos.

Se incubaron a 37° C durante 96 horas los
controles y durante 72 horas los problemas.
Pasado el tiempo de incubación se centrifu-
garon a 2000 rpm durante 5 min decantando
el sobrenadante y añadiendo 1,5 mi de Carnoy.
Se incubaron durante 30 min a 4 °C. Vueltos
a centrifugar se decantó el sobrenadante, efec-
tuando extensiones con el sedimento celular,
siendo teñidas las preparaciones una vez secas
mediante el método de verde-metil-pironina.

5 ) Test de transformación blástica de los linfocitos
más suero autólogo

La técnica utilizada ha sido la misma que
para el test descrito en el apartado 4, con la
salvedad de que en el tubo problema en lugar
de suero AB se añade suero del paciente can-
ceroso, quedando los tubos completados de
la manera siguiente:

Tubo problema: 0,5 mi de suero del paciente,
1 mi de Medio 199, 0,025 mi de fitohemaglu-
tinina-M. y 10» linfocitos.

Tubo problema: 0.5 mi de suero del paciente.
1 mi de Medio 199, 0,025 mi de fitohemaglu-
tinina-M. y 106 linfocitos.

6) Formación espontánea de rosetas con hematíes
de carnero (SRBC-TE,)

En su preparación hemos seguido la téc-
nica descrita por Wybran-».". Se extraen 10 mi.
de sangre a los que se añade heparina sódica
al 5 %.

La sangre se mezcla con 10 mi. de PBS y
colocada encima de una solución de Ficoll-
Pielograf centrifugándolo a continuación a
1800 r.p.m. durante 25 minutos. Los linfocitos
se separan y se lavan dos veces con PBS más

TABLA I
Distribución de los pacientes según edad, sexo y tipo histológico.

Tipo histológico

C. Epidermoide

Adenocarcinoma

C. Indiferenciado
a) C. pequeñas
b) C. grandes

Total

Edad y sexo

40-49

V

10

2

4

17

H

1

-

1

50-59

V

16

1

6
8

31

H

1

-

1

60-69

V

45

5

2
10

62

H

1

3

1
2

7

> 70

V

15

1

1
3

20

H

-

-

-

Total

88

12

14
24

138

ácido dódico al 0,2 %. Se cuentan en un hema-
tocitometro y se ajustan a 5 x 105.

Preparación de tos hematíes de carnero. Sangre
extraída en 10 % de ACD fue utilizada para
este apartado. 10 mi. de sangre se lavaron
tres veces en suero fisiológico. Del producto
lavado se separó 1 mi del sedimento de hema-
tíes (solución A).

El resto de hematíes se resuspendieron
hasta una concentración final del 2 % (so-
lución B).

Inactivación y absorción del suero de ternera.
Un mi de suero fetal de ternera se inactivo
por calentamiento a 56 °C durante 30 min.
Posteriormente se le añadió 1 mi. de hematíes
de carnero (solución A) y se incubó durante
15 min. a 37 °C. Transcurrido el periodo de
incubación se centrifugó a 2000 r.p.m. a fin de
recoger el sobrenadante (suero inactivado y
absorvido).

Técnica de rosetas. En un tubo de hemolisis
se colocaron: 0,05 mi. de la suspensión de
linfocitos, 0,05 mi. de suero fetal inactivado y
absorbido y 0,1 mi. de hematíes de carnero
(solución B).

Se centrifuga a 1250 r.p.m. durante 5 min.,
y se deja en reposo a temperatura ambiente
durante una hora. Para su lectura se resus-
pende suavemente y se cuenta en un hemato-
citómetro, hallándose la relación % rosetas %
linfocitos sueltos.

7) Valoración de la respuesta

Los criterios para valorar el grado de res-
puesta a la terapéutica citostática fueron:

Remisión completa: Desaparición de todos los
signos y síntomas de la enfermedad.

Remisión parcial: Disminución en un 50 %
o más del tamaño del tumor, expresado en el
largo de sus diámetros perpendiculares, du-
rante uno o más meses.

Resultados

El 84,3 % / 27/32 de los pacientes
que alcanzaron la remisión clínica,
presentaban, antes de la administra-
ción de la quimioterapia, positividad
al dinitroclorobenceno, en tanto
que solamente en el 12,7 % (6/47)
de los enfermos que no mostraron re-
misión, el dinitroclorobenceno fue
positivo. Estas diferencias son estadís-
ticamente significativas (X2, p < 0,001).

El 83,3 % (25/10) de los pacientes
que mostraron remisión a la quimio-
terapia y solamente el 19,5 % (8/41)
de los enfermos en los que no se con-
siguió tal remisión, presentaban posi-

tividad a la candidina, previamente
a la administración de citostáticos.
Estas cifras, valoradas entadística-
mente, mostraron ser significativas
(X 2 ,p< 0,001).

En el 85,1 % (23/27) de los pacien-
tes que alcanzaron la remisión clínica
con quimioterapia y solo el 11,9 %
(5/42) de los enfermos en los que no
se consiguió la remisión, el número
de linfocitos periféricos analizados
antes de iniciar la terapéutica citos-
tática, se hallaban por encima de
1500 elementos por mm3. Estas dife-
rencias estadísticamente calculadas
mostraron ser significativas (X2, p < 0,001).

El 93,75 % (60/64) de los pacientes
que alcanzaron la remisión clínica
con quimioterapia y sólo en el 14,8 %
(11/74) de los enfermos en los que
no se consiguió tal remisión, los por-
centajes de transformación blástica de
los linfocitos «in vitro» en presencia
de fitohemaglutinina, analizados
antes de administrar la terapéutica
citostática, fueron iguales o superiores
a 50 %. La diferencia es significativa
(X 2 ,p< 0,001).

En el 96,6 % (29/30) de los pacien-
tes que lograron la remisión clínica
con quimioterapia y solo en el 11,1 %
(4/36) de los pacientes en los que no
se consiguió tal remisión, el test de
transformación blástica de los linfo-
citos más suero del paciente cancero-
so, practicando antes de la adminis-
tración de citostáticos, presentaba
porcentajes iguales o mayores de
50 %.

Estos datos también fueron sig-
nificativos (X2, p< 0,001).

El 94,5 % (35/37) de los pacientes
que alcanzaron la remisión clínica
de su neoplasia con quimioterapia y
únicamente el 15,6 % (5/32) de los
pacientes en los que no se consiguió
tal remisión presentaban previamente
a la administración de quimioterapia
porcentajes de formación de rosetas
iguales o mayores de 40 %. Estas di-
ferencias fueron significativas (X2,
p<0,001).
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Comentario

Parece ser que una respuesta inmu-
ne positiva, puede asociarse, en la
mayoría de los casos, con una exce-
lente respuesta a la quimioterapia.
En este sentido, nuestros hallazgos,
obtenidos utilizando la sensibiliza-
ción al antígeno químico dinitroclo-
robenceno, concuerdan con los publi-
cados por Brugarolas"-'4.

Aún en la actualidad, la valoración
del diámetro de una reacción cutánea
a la inyección de un antígeno micro-
biano o fúngico, tiene valor pronós-
tico frente a una quimioterapia que
debe ser emprendida. Los resultados
publicados por Brugarolas"- "*, Antho-
ny" Israel36, Micksche'8 y Hersh"
son superponibles a los obtenidos en
nuestro estudio.

Los resultados obtenidos por
Krand1 en 1968, son semejantes a los
obtenidos en nuestro trabajo, en
cuanto al número de linfocitos por
mm3 hallados en periferia y la res-
puesta a la quimioterapia.

Un porcentaje normal o elevado
de linfocitos transformados por la fi-

tohemaglutinina, se asocia según
Brugarolas" '4 y Micksche" con una
buena respuesta a la quimioterapia.
Nuestros hallazgos se superponen con
los obtenidos por estos autores.

La explotación de la inmunidad
celular, en pacientes afectos de cán-
cer de pulmón que posteriormente
han de ser sometidos a una terapéu-
tica citostática, mediante la prueba
de la formación espontánea de rosetas
con hematíes de carnero, publicados
por Brugarolas'"4 Israel y Dellon49

concuerdan con nuestros propios ha-
llazgos,' al encontrar una relación en-
tre porcentajes elevados de linfocitos
T y remisión clínica de la masa tu-
moral.

Resumen

Se estudian 138 pacientes afectos
de carcinoma pulmonar metastásico
en su aspecto inmunológico.

Los estudios in vitro e in vivo de la
inmunidad celular ponen de mani-
fiesto que existe correlación entre
una buena respuesta a la quimiotera-
pia y la existencia de una respuesta

inmune positiva frente a los paráme-
tros estudiados en este grupo de en-
fermos. El 84,3 % de enfermos que
mejoraron clínicamente tenían res-
puestas inmunes positivas, mientras
que únicamente 12,7 % con respues-
tas inmunológicas favorables remitie-
ron clínicamente.

Summary

CELLULAR 1MMUNITY AND RESPONSE TO
CHEMOTHERAPY OF PATIENTS AFFECTED
WITH METASTATIC LUNG CÁNCER

The authors study the cases of 138
patients affected with metastasic lung
cáncer in their immunological aspects.

Studies in vitro and in vivo of the
cellular immunity show that a corre-
lation exists between a good response
to chemotherapy and the existence
of a positive immune respone to the
parameters studied in this group of
patients. Of the patients that impro-
ved clinically, 84.3 % had positive
immune responses, while oniy 12.7 %
with favorable immunological res-
ponses showed clinical remission.
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