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LA INMUNIDAD CELULAR Y LA RESPUESTA
A LA QUIMIOTERAPIA EN PACIENTES
AFECTOS DE CANCER DE PULMON METASTASICO

E. Simo-Camps*, J. M.? Vich, y F. Manresa**

Introduccion

La valoracién de la capacidad in-
munitaria a nivel celular se ha reali-
zado habitualmente in vivo mediante
el estudio del rechace de trasplantes
de piel!y de la reaccion a los antige-
nos cutaneos?® e in vitro con la medi-
ciéon de la tasa de transformaciéon
blastica de los linfocitos en presencia
de la fitohemaglutinina .

Mediante el empleo de estos mé-
todos s¢ han observado anormalida-
des en la respuesta inmune, tanto en
pacientes afectos de enfermedades
linforreticulares ™ * ' como en aque-
llos otros afectos de tumores solidos
no linfoides >+,

La alteracion de la inmunidad ce-
lular en pacientes afectos de cancer
de pulmoén, estudiada mediante mé-
todos in vivo> 32 e in vitro*®*4,
ha sido objeto, en estos ultimos arios,
de importantes publicaciones.

La mayoria de trabajos revisados
apuntan a la existencia de una rela-
cion entre el estado inmunitario, es-
pecialmente celular, y diversos aspec-
tos clinicos del cancer de pulmon.

* Jefe del Servicio de Medicina Interna. Re-
sidencia Virgen de la Cinta. Tortosa. Ta-
rragona.

** Jefe clinico del Instituto de Neumologia
Clinica Ntra. Sra. de la Mecrced. Barcelona.

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 cancer de pulmon. El propdsito
de nuestro trabajo fue observar la
existencia de relacidén entre la res-
puesta inmunologica y el resultado
de la quimioterapia.

Material

Entre octubre de 1973 v diciembre de 1976
hemos estudiado la inmunidad celular median-
te tests i vivo ¢ in vitro en 138 pacicntes afec-
tos de cancer de pulmon.

El diagnostico de carcinoma primitivo de
pulmon fue realizado mediante procedimien-
tos:

a) Clinicos: anammnesis, exploracion fisica,
radiograficas y humoral, examen seriado de
esputos, broncoscopia y/o fibroscopia.

b) Quirargicos: toracotomia y biopsia.

La tabla I muestra la distribucion de los pacien-
tes segun su edad, sexo y tipo histologico.

En ¢l momento de ser realizada la explo-
racion  inmunologica, ninguno de nuestros
pacientes se hallaba sometido a tratamiento
con corticoides citostaticos o habia sido irra-
diado previamente.

Métodos

1) Sewmsibilizacion cuantitativa al dinitrocloroben-
ceno (D.N.C.B.)

Para la sensibilizacion cuantitativa al dini-
troclorobenceno (D.N.C.B.) hemos scguido la
técnica descrita por Catalonas4. Nuestros enfer-

mos han sido sensibilizados con dosis de 2000
y 50 microgramos por 3 cm? en ¢l brazo.

Los lugares expuestos al contacto con
DNCB han sido examinados a las 24 y 48 horas
para observar la existencia de reaccion irrita-
tiva y a los 7 y 14 dias para comprobar la pre-
sencia de eritema e induracion. En ausencia
de respuesta (eritema ¢ induracién) a los 14
dias, una dosis de recuerdo de 50 microgra-
mos ha sido aplicada en ¢l antebrazo y su lec-
tura realizada a las 24 v 48 horas.

La respuesta al  dinitroclorobenceno  se
mide en grados:

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

b) Grado 3: Cuando el eritema e induracion
son obscrvados solamente a la dosis de 2000
microgramos, dentro de los 14 dias.

¢} Grado 2: Cuando la respuesta (eritema ¢
induracion) tiene lugar en la dosis de recuer-
do de 50 microgramos en el antebrazo.

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

¢) Grado 0: Se¢ produce ante la falta de reac-
cién cutdnea ¢ histologica frente al estimulo
antigénico del dinitroclorobenceno.

2) Reaccidn Cutdnea a la Candiding

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

La solucion fue administrada por via intra-
dérmica y la cantidad inyectada 0,10 ml de
la solucién. El lugar de inyeccion, la piel del
antebrazo.

Lectura: Fue realizada a las 48 y 72 horas.
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Valoracidn: La respuesta fue valorada como
positiva si la reaccién inflamatoria cutdnea
(eritema ¢ induracidon) era mayor de 5 mm de
didmetro.

3) Determinacion del niimero absoluto de linfocitos
por mm?® en sangre periférica

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

Centrifugar 20-30 m a 1000 rpm.

Separar los linfocitos y lavarlos 2 veces con
PBS mas ac. sodico al 0,2 %, pH 7,3-7,4. Cada
lavado debe durar 7-10 m a 2000 rpm.

Resuspender los linfocitos en 1 ml. de PBS.
mas ac. sodico al 0,2 %, y s¢ cuentan en ca-
mara Neubauer.

4) Test de transformacion bldstica de los linfocitos
«in vitro» en presencia de fitohemaglutina (PHA)

Para su realizaciéon hemos utilizado la téc-
nica descrita por Moragas4. Para ello se ex-
trajeron 10 ml. de sangre periférica de manera
estéril a los que se afadié heparina sodica al
5 %. Posteriormentc se mezcld la sangre con
20 ml. de PBS y se deposito sobre 15 ml. de una
solucién 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 l0¢por 0,1 mL

Los test se realizaron de la siguiente manera:

Tubo control. 0,5 ml de suero AB estéril,
1 ml de Medio 199 y 10°¢linfocitos.

Tubo problema. 0,5 ml de suero AB estéril,
1 ml de Medio 199. 0,025 ml de fitohemaglu-
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 incubacion se centrifu-
garon a 2000 rpm durante 5 min decantando
el sobrenadante y afiadiendo 1,5 ml de Carnoy.
Se incubaron durante 30 min a 4 °C. Vueltos
a centrifugar se decantd el sobrenadante, efec-
tuando extensiones con el sedimento celular,
siendo tefiidas las preparaciones una vez secas
mediante el método de verde-metil-pironina.

5) Test de transformacion bldstica de los linfocitos
mds suero autdlogo

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

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

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

6) Formacion espontdnea de rosetas con hematies
de carnero (SRBC-TE,)

En su preparacion hemos seguido la téc-
nica descrita por Wybran4s 47, Se extraen 10 ml.
de sangre a los que se anade heparina sédica
als %.

La sangre se mezcla con 10 ml. de PBSy
colocada encima de una solucion de Ficoll-
Pielograf centrifugandolo a continuacion a
1800 r.p.m. durante 25 minutos. Los linfocitos
se separan y se lavan dos veces con PBS mas

TABLA I
Distribucion de los pacientes segiin edad, sexo y tipo histoléogico.
Edad y sexo
Tipo histologico 40-49 50-59 60-69 > 70 Total
v H v H v H v H
C. Epidermoide 10 1 16 1 45 1 15 - 88
Adenocarcinoma 2 - H - 5 3 1 - 12
C. Indiferenciado

a) C. pequeilas 4 - [3 - 2 1 1 - 14
b) C. grandes 1 - 8 - 10 2 3 - 24
Total 17 1 31 1 62 7 20 - 138

acido dodico al 0,2 %. Se cuentan en un hema-
tocitometro y se ajustana 5 x 105

Preparacion de los hematies de carnero. Sangre
extraida en 10 % de ACD fue utilizada para
este apartado. 10 ml de sangre se lavaron
tres veces en suero fisiologico. Del producto
lavado se separo 1 ml del sedimento de hema-
ties (solucion A).

El resto de hematies se resuspendieron
hasta una concentracién final del 2 % (so-
lucion B).

Inactivacion y absorcion del suero de ternera.
Un ml de suero fetal de ternera se inactivo
por calentamiento a 56 °C durante 30 min.
Posteriormente se le afiadié 1 ml. de hematies
de carnero (solucién A) y se incubd durante
15 min. a 37 °C. Transcurrido el periodo de
incubacion se centrifugd 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 ml. de la suspension de
linfocitos, 0,05 ml. de suero fetal inactivado y
absorbido y 0,1 ml. de hematies de carnero
(solucion 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-
citébmetro, hallandose la relacion % rosetas %
linfocitos sueltos.

7) Valoracidn de la respuesta

Los criterios para valorar el grado de res-
puesta a la terapeutica citostatica fueron:

Remision completa: Desapariciéon de todos los
signos y sintomas de la enfermedad.

Remisidn parcial: Disminucién en un 50 %
o mas del tamano del tumor, expresado en el
largo de sus diametros perpendiculares, du-
rante uno 0 mas meses.

Resultados

El 84,3 % /27/32 de los pacientes
que alcanzaron la remision clinica,
presentaban, antes de la administra-
cion de la quimioterapia, positividad
al dinitroclorobenceno, en tanto
que solamente en el 12,7 % (6/47)
de los enfermos que no mostraron re-
misién, el dinitroclorobenceno fue
positivo. Estas diferencias son estadis-
ticamente significativas (X? p<0,001).

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

tividad a la candidina, previamente
a la administracion de citostaticos.
Estas cifras, valoradas entadistica-
mente, mostraron ser significativas
(X%, p<0,001).

En el 85,1 % (23/27) de los pacien-
tes que alcanzaron la remision clinica
con quimioterapia y solo el 11,9 %
(5/42) de los enfermos en los que no
se consiguid la remision, el niimero
de linfocitos periféricos analizados
antes de iniciar la terapéutica citos-
tatica, se hallaban por encima de
1500 elementos por mm?. Estas dife-
rencias estadisticamente calculadas
mostraron ser significativas (X2, p < 0,001).

El 93,75 % (60/64) de los pacientes
que alcanzaron la remision clinica
con quimioterapia yséloenel 14,8 %
(11/74) de los enfermos en los que
no se consigui6 tal remisién, los por-
centajes de transformacioén blastica de
los linfocitos «in vitro» en presencia
de fitohemaglutinina, analizados
antes de administrar la terapéutica
citostatica, fueron iguales o superiores
a 50 %. La diferencia es significativa
(X2, p<0,001).

En el 96,6 % (29/30) de los pacien-
tes que lograron la remision clinica
con quimioterapia y soloenel 11,1 %
(4/36) de los pacientes en los que no
se consiguio tal remision, el test de
transformacion blastica de los linfo-
citos mas suero del paciente cancero-
so, practicando antes de la adminis-
tracion de citostaticos, 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 remision clinica
de su neoplasia con quimioterapia y
Unicamente el 15,6 % (5/32) de los
pacientes en los que no se consiguié
tal remisién presentaban previamente
a la administracion de quimioterapia
porcentajes de formacion de rosetas
iguales o mayores de 40 %. Estas di-
ferencias fueron significativas (X2,
p<0,001).



Comentario

Parece ser que una respuesta inmu-
ne positiva, puede asociarse, en la
mayoria de los casos, con una exce-
lente respuesta a la quimioterapia.
En este sentido, nuestros hallazgos,
obtenidos utilizando la sensibiliza-
cion al antigeno quimico dinitroclo-
robenceno, concuerdan con los publi-
cados por Brugarolas 33

Aun en la actualidad, la valoracion
del didmetro de una reaccion cutanea
a la inyeccion de un antigeno micro-
biano o fungico, tiene valor pronods-
tico frente a una quimioterapia que
debe ser emprendida. Los resultados
publicados por Brugarolas®* *, Antho-
ny*, Israel’, Micksche’® y Hersh*
son superponibles a los obtenidos en
nuestro estudio.

Los resultados obtenidos por
Krand? en 1968, son semejantes a los
obtenidos en nuestro trabajo, en
cuanto al mimero de linfocitos por
mm?® hallados en periferia y la res-
puesta a la quimioterapia.

Un porcentaje normal o elevado
de linfocitos transformados por la fi-
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tohemaglutinina, se asocia segun
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Nuestros hallazgos se superponen con
los obtenidos por estos autores.
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