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INTRODUCCION

Esté bien establecido que existe una relacion entre la competencia inmune y el
prondstico en pacientes con cancer. Esta vi_ncuAIaci6n ‘ha sido utilizada para intentos terapéuticos
desde fines del siglo pasado, comenzando con los trabajos de Coley en 1891, basados en la
observaciédn de la evolucion de un paciente con sarcoma que desarrolld una erisipela (5).

Hace cerca de 50 afios Rénaud observd que la sensibilidad tubercul{nica estaba
disminuida en pacientes con cancer (13). Durante la Gltima década estos hallazgos fueron
confirmados por numerosos autores. La comprobacion de un incremento en la aparicion de
linfomas y otros tumores en pacientes bajo tratamiento inmunosupresivo por trasplante renal
revela la importancia de los factores inmunolgicos en las enfermedades malignas (1). Se ha
acumulado evidencia sobre la existencia de anfigenos tumorales especificos en neoplasias
humanas.(7).

Convendra exponer algunos aspectos generales de la inmunidad para crear una
base comin que facilite la discusion de nuestro estudio, Las reacciones del organismo puestas
en juego contra sustancias extrafias (virus, bacterias, hongos y células tumorales) pueden dividirse
en dos tipos:

A)  Lainmunidad celular: expresada por los fenomenos de hipersensibilidad
retardada, dentro de los cuales el linfocito T es el principal protagonista; célula madura que
enfrentada con el antigeno es capaz de desdiferenciasse a blasto para producir nuevas células
hijas (clon) inmunocompetentes que reconocen a este antigeno y lo atacaran. Esta capacidad
- se emplea para efectuar cultivos de linfocitos y recibe el nombre de *“transformacion bléstica".
Estos fendmenos requieren un tiempo de latencia mas prolongado que los humorales y de ahf
su nombre de hipersensibilidad retardada o de tipo tuberculinico.

B)  Lainmunidad humoral mediada por inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM, IgD
e IgE) cuyo agente precursor son las células plasmaticas, generadas a su vez por un linfocito B
estimulado por un antigeno.
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E! estudio del estado del sistema inmune mediante el empleo de antigenos
inespe cfficos fue reactualizado en 1970 por Eilber y Morton {7}, empieando el dinitroclorobenceno,
adem¥s de los ant{genos de recuerdo. De sus estudios se desprende la existencia de un importante
defecto en aquellos pacientes que presentaban tumores inoperables, recurrentes o metastasicos,
contraponiéndolos a aqueltos que habfan demostrado una larga sobrevida, presentaban regresiones
esponténeas o permaneclan libres de enfermedad por més de 6 meses.

La poblacidbn normal presentaba reacciones positivas fuertes al dinitroclorobenceno
en un 95 por ciento de los casos. Es el objeto de esta trabajo analizar el estudio de la inmunidad
celular en 100 pacientes valorables portadores de tumores urogenitales atendidos en el Instituto
de Oncologfa “Angel H. Roffo’ entre octubre de 1974 y abril de 1975.

MATERIAL Y METODO

Metodologfa de estudio:

A}  Se utilizaron anfigenos “de recuerdo’ derivados de bacterias (estreptoquinasa-
estreptodornasa, SKSD) y micéticos (antfgeno céndida). Estos antfgenos son denominados “de
recuerdo’’ por la aparicién de reacciones positivas en aquellos casos en que hubo un contacto
previo espontaneo con ellos y miden la capacidad del sistema inmune para recordar esa informacion
y mantenerla. Existen otros antigenos bacterianos como la P.P.D. o virales como los del sarampion
vy paperas o micHticos como la histoplasmina, que son utilizados con el mismo concepto. En nuestro
medio el porcentaje de positividad en individuos controles oscila alrededor del 80 por ciento.

El antfgeno cindida fue inyectado intradérmicamente (0,1 mi) de una solucion
1/1000. Se leyo a las 48 horas, valorando el didmetro de la papula obtenida de acuerdo con una
escala de O a 4. Se consideraron fuertes a las reacciones 3 y 4, cuya papula debe superar los 15
mm.

B} Las reacciones al dinitroclorobenceno (DNCB) valoraron la capacidad actual
del sistema inmune para reconocer a un nuevo antigeno, debido a que ef DNCB es un producto
sintético y muy poco probable la exposicion espontanea al mismo en las condiciones requeridas
para que actie como antigeno.

El primer paso para su utilizacion es realizar la sensibilizacién con 2 mg del
producto en una zona de la piel, generalmente la regidn bicipital, previo desengrasado con
acetona. Este procedimiento sirve para eliminar la grasa cuténea que impediria el contacto del
DNCB con las protefnas epidérmicas, ya que sdlo la asociacion de este producto {Hapteno)

con fas mismas genera el antigeno completo necesario. A los 14 dfas, tiempo suficiente para
que.ocurra la reaccién primaria inmune, se aplican en el antebrazo dos concentraciones de .

DNCB, en la misma forma en que se realiz) la sensibilizacién. Las reacciones se leen a las 48
horas de acuerdo con una escala de O a 4 expuesta en el cuadro adjunto,

0 sin respuesta

Negativas
1 eritema
Débil 2 eritema y papula
Positivas 3 eritema, pipula y vesiculas
Fuerte 4 eritema, papula y bulla

En la poblacién normal estas reacciones son positivas fuertes en el 95 % de los casos.



C) Ei cultivo de linfocitos permite valorar |a capacidad de respuesta por medio
de la transformacion blastica inducida por mitdgenos o antigenos. Los mitdgenos, en general
sustancias proteicas de origen vegetal, son capaces de generar la transformacion blastica sin ser
antigenos. El mitogeno mas comunmente empleado es la fitohemoagiutinina (PHA), que estimula
solamente a los linfocitos T. De sus variedades obtenibles se emplec’en esta serie la P y M. Existen
otros que son capaces de estimular a los finfocitos B, como el lipopolisacaridos obtenible de la
Escherichia Coli y el pokeweed.

En este estudio se empled una modificacion de la técnica de Park y Good (12}. Se
realizaron 12 cultivos por paciente empleando 0,05 ml (50 microlitros) de sangre heparinizada
por cultivo, incubados durante 48 horas en RPMI 1640, con 3 concentraciones de PHA vy cultivos
controles. A las 24 horas se agregd 0,5 micro  Ci de timidina tritiada. Este nucledtido marcado
se utiliza porque se incorpora exclusivamente durante la sintesis de DNA que ocurre en el proceso
de transformacién blastica (Tr. Bl.). Los cultivos son filtrados a través de un papel de fibra de
vidrio con un sistema de filtrado automatico, filtros cuya radioactividad es leida en un contador
de centelleo Iiquido (Unilux il A}. Las respuestas fueron comparadas con una poblacién normal
(N: 40) y valoradas como buenas, regulares y malas.

Poblacion

Entre los 720 pacientes neoplasicos estudiados hasta el presente, fueron seleccionados
100 pacientes portadores de tumores del aparato génito-urinario. La tabla | muestra la distribucion
por sexos y por diagnésticos; se observa un predominio de los tumores de vejiga (39 %) y prostata
(26 %), totalizando entre ambos un 65 %. En la Tabla Il se aprecia la distribucién de las edades en
los pacientes estudiados de acuerdo a la patologia presentada. Como era 16gico suponer los
pacientes con T, testiculares presentan las menores edades y los de prostata los de mayor edad.
En vejiga y rifion la poblacion presenta una mayor incidencia a partir de la ba. década.

TABLA |

POBLACION ESTUDIADA

Total de pacientes en estudio: 100
Mujeres: 10
Hombres: 90

DIAGNOSTICOS

Vejiga: 39
Préstata: 26
Testiculo: 18
Rifidon: 11
Pene; 6

r——

100
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TABLA {1
Distribucién de edades
Testic. Vejiga Préstata Rifién Pene
<30:10 55,6 % - - - -
30-40: 9 33,3 % 51 % - 91 %
40-50: 11 11,1 % 10,3 % 39 % 182 % 333 %
50-60:22 . 39 % 115 % 27,3 % 33,3 %
60-70: 20 - 256 % 231 % 36,3 % -
> 70:28 - 231 % 61,5 % 91 % 333 %
Anilisis estad fstico

Para asegurar que los resultados observados no estuvieran determinados por el azar,
se emplearon dos pruebas estad (sticas. Por, tratarse de valores discontinuos o discretos {no fraccionables)
se aplico el X! (chi cuadrado) con la correccion de Yates y en los casos en los que un casiliero
presentaba valores inferiores a 5, el método de la Probabilidad Exacta de Fisher. Se considera un
resultado estad isticamente significativo cuando el mismo puede ser ocasionado por el azar con una
probabilidad menor del 5 por ciento (P < 0,05}, o sea con una confianza del 95 por ciento.

RESULTADOS

La tabla |1l presenta los resultados obtenidos para DNCB 25 mg, DNCB 100 mg,
Candida, SK/SD Y Transformacién Blastica en la poblacién estudiada. S6lo un 24 por ciento fue
capaz de responder al DNCB 25 y un 69 por ciento lo hizo para el DNCB 10Q. para este Gitimo
mostrd reacciones tipo 3 y 4 {Fuertes) sdlo un 28 por ciento. A antigeno Candida respondib un
51,5 por ciento y al SK/SD un 35 por ciento. La reactividad de los linfocitos a la PHA-P estuvo
muy por debajo de los valores hallados en 1a poblacién normal, ya que s6lo un 6,8 por ciento
presenta valores similares a ésta. Les distintas respuestas halladas at DCNB 100 en diferentes
localizaciones tumorales se presentan en la Tabla IV.
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TABLA 111

Pruebas Realizadas en la poblacion total

DNCB 25 DNCB 100 Céandida SK/SD
N D F N D F N D F N D F
N°76 20 4 31 41 28 47 40 10 52 24 4
%76 20 4 31 41 28 48,5 41,2 10,3 65 30 b
Total +£24 % 69 % 51,6 % 35 %

Transformacién Blastica ( PHA-P)

Mala Regular Buena
72,7 % 205 % 6,8 %

Los tumores de prostata y vejiga son los que mas reacciones positivas presentaron;
una marcada diferencia entre ambos se aprecia para las reacciones consideradas *fuertes”, ya que
los T. de préstata presentan un 42,3 por ciento de los mismos contra un 25,6 por ciento para vejiga.

TABLA IV

RESPUESTAS AL DNCB 100
Tipo de tumor Positivos Positivos

Totales Fuertes
VEJIGA 74,4 % 256 %
PROSTATA 73,1 % 42,3 %
TESTICULO 61,1 % 22,2 %
RINON 545 % 18,2 %
PENE 66,7 % 16,7 %

Los pacientes portadores de tumores de rifdn fueron los que menos positividad
presentaron, Estos junto con los de pene, tubieron las menores respuestas “‘fuertes’”’ de todo el
grupo estudiado. Las respuestas para las dos concentraciones de DNCB y para A. Candida y
SK/SD, de acuerdo a cada localizacion, se muestran en la Tablas V a | X. Giobalmente el grupo
que mas y mejores respuestas presentd fue el de prostata sequido por el de vejiga. En contraposicion
ios que peores respuestas mostraron fueron los de testiculo vy rifién.
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TABLA V
REACCIONES CUTANEAS EN:
T de VEJIGA
DNCB 25 DNCB8 100 Céndida
N D F N b F N D F
N° 30 8 1 10 19 10 19 14 4

% 769 205 2,6 25,6 48,8 25,6 51,4 37,8 10,8

Total + 23,1 % 744 % 48,6 %

TABLA VI

REACCIONES CUTANEAS EN:
Tde PROSTATA

DNCB 25 DNCB 100 Céndida
N D F N D F N D F
N° 18 6 2 7 8 " 9 11 5

69,2 23,1 7,7 26,9 30,8 42,3 36 44 20

TABLA Vil

REACCIONES CUTANEAS EN:

Tde TESTICULO

DNCB 25 DNCB 100 Céandida
N D F N D F N D F
N°e 16 3 0 7 7 4 m 7 0

% 833 16,7 — 38,9 38,9 22,2 61,1 38,9 —

Total #: 16,7 % 61,1 % 38,9 %

SK/SD
N D F
20 12 2
58,8 35,3 5,9
41,2 %
SK/sD
N D F
15 6 0
71,4 286 —
SK/sSD
N D F
8 2 2
66,6 16,7 16,7
33,4 %
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TABLA VIII
)
REACCIONES CUTANEAS EN:
T de RINON
DNCB 25 DNCB 100 Candida SK/SD
N D F N D F N D F N D F
N° 8 2 1 5 4 2 5 6 0 8 2 0
% 72,7 18,2 9,1 45,4 36,4 18,2 455 45 — 80 20 -
Total+: 27,3 % 54,6 % a5 % 20,0 %
TABLA IX
REACCIONES CUTANEAS EN:
Tde PENE
DNCB 25 DNCB 100 Candida SK/SD
N D F N D F N D F N D F
N° 5 1 0 2 3 1 3 2 1 1 3X0
% 83,3 16,7 — 33,3 50,0 16,7 50,0 33,3 16,7 25,0 75,0 —
Total +: 16,7 66,7 50,0 75,0

Los resultados obtenidos al estimular los linfocitos periféricos con distintas
concentraciones de PHA-P se muestran en la Tabla X. La poblacién normal gue sirve de referencia
presenta un 100 por ciento de respuestas “Buenas” con una media de 21.052 dpm. Ninguno de
los grupos estudiados se acerca a dicho valor, estando en total contraposicion el grupo de rifiéon
con el 100 por ciento de respuestas malas. Valores similares a la poblacion de rifibn presentan
los pacientes portadores de T. de prostata y vejiga.

TABLA X
TRANSFORMACION BLASTICA
Tipo de tumor Edad ; M R B ; Co X PHA-P PHA/Co
% % %
VEJIGA 61,0 818 9.1 9.1 900 3.501 3,89
PRGSTATA 20,7 90,0 10,0 -— 713 2.729 3,83
TESTICULO 29,3 625 375 - 835 3.859 4,62
RINON 56,7 100,0 - -  1.049 2.152 2,05
PENE 58,7 66,6 16,7 16,7 1.145 7.722 6,74

NORMAL 321 - — 100 1.167 21.052 18,0
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Los recuentos de linfocitos obtenidos en cada una de las poblaciones son comparados
en la figura N ° 1 con un grupo de pacientes portadores de T. Benignos. Diferencias significativas fue-

ron halladas entre éste y el grupo con T. de testiculo (P=0,01) y cercana a la significacion estad (stica
para los tumores de vejiga (0,1).

FIGURA N°1
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Fue hallada una diferencia en el grado de respuestas al DNCB 100 entre pacientes
que no presentaron recidivas o metastasis alejadas y los que si lo hicieron (Tabla Xt).
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TABLA XI

RESPUESTAS AL DNCB 100 DRE ACUERDO A LA DISEMINACION TUMORAL

N D F
N° 22 37 24
Sin metastasis
% 26,5 44,6 28,9
73,56 %
N° ] 4 4
Con metéstasis
% 52,9 23,6 2356
47,0 %

X? :<0,056

Los que no recidivaron mostraron un 73,6 por ciento de respuestas positivas contra
un 47 por ciento en el grupo recidivado (X2 =0,05). Se analizo también a incidencia de méas de un
tumor primitivo en estos pacientes y en relacion con las respuestas positivas a los distintos estimulos
cutdneos. Es asf que los que presentaron un solo tumor eran positivos en un 24,7 por ciento al DNCB
25, 69 por ciento al DNCB 100, 53,3 por ciento para Candida y 32,5 por ciento para SK/SD. Estos
valores son mayores que los presentados por los pacientes con mas de un tumor primitivo, ya que es-
tos tienen un 14,3 por ciento, 57,1 por ciento, 28,6 por ciento y 14,3 por ciento a los mismos estimu-
los antlgenos, respectivamente.

El estudio de los pacientes post-radioterapia demostrd un descenso en las reacciones
cutdneas positivas, la transformacion blastica y el recuento de linfocitos respecto de los valores
pre-radioterapia (fig. 2}. El descenso en el recuento de linfocitos es altamente significativo en los
siguientes tres meses de la irradiacién {P = 0,005). Luego sus valores se recuperan lentamente,
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FIGURA N°2
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FIGURA N°3

ACCION DEL TRATAMIENTO RADIANTE
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Para las reacciones positivas “fuertes” al DNCB 100, Cindida y Transformaci6n
Blastica existe un marcado descenso a partir de 16s 3 meses de la radioterapia, llegando a valores
cercanos al 0 por ciento mas alla del afio (fig.3). Debido a que la radioterapia en prostata, vej iga
y pene es en general localizada a pelvis y en los T. de rifidn y testiculo se irradia la cadena
lumboadrtica, se discriminé entre ambas patologfas respecto de recuento de linfocitos. Es asi
que la f. 4 muestra los promedios de recuentos de linfocitos pre y post radioterapia a distintos
intervalos. Se inciuyen en la misma pacientes con cdnceres genitourinarios no irradiados y pacientes
con vaciamiento lumboabrtico exclusivo. Se observa que no hay modificacidén manifiesta para el
recuento de linfocitos en aquellos pacientes que no recibieron nunca radioterapia y sélo fueron
sometidos a un tratamiento quirdrgico. En cambio, existe un ligero descenso port-radioterapia
de los recuentos en los pacientes con T. de préstata, vejiga o pene, que se hace mas marcado
cuando se consideran los pacientes irradiados por T. de rifién o testfculo. Resultados muy
similares a este Ultimo grupo se aprecian en los pacientes con vaciamiento lumboabrtico. Estos
dos Gitimos grupos muestran un gran descenso en sus recuentos luego del tratamiento (radiante
o vaciamiento lumboabrtico).

FIGURA N°4

RCCUENTOS DE LINFOCITCS (PROMED}OS)

Linf./mm3
2.600 -
#-_“'ﬁ—____ 9 ] /;{‘
Yo, u /_.;(
T _._‘-x'-""“"/
a_ e
NN /
~\\ /
!"\ L/
\"\\ “'—';.'j/
Ne- = =
1.000 - *
0 r)
Pre 0-3m 3-12m + 12 m
c 60
-.Co

2

Pacientes con Ca. de RIFON y TESTICULD (=+10.000 R)
x Pacientes con Ca. de PROSTATA,VEJIGA y PENE (= €.000 R
* Pacientes con VACIAMIENTO LUMBDACRTICO {no-irradiados)
4 Pacientes con Ca. no irradiados
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DISCUSION

De los resultados enumerados aqui, surge que los pacientes afectados por neoplasias
del aparato genitourinario presentan una disminucibn de las respuestas cutaneas de los valores normales,
Esto ha sido reportado en varios tipos tumorales {2, 3). Sin embargo, dentro de este grupo encontramos
una poblacidén cuyas respuestas al DNCB son frecuentemente positivas y que ademas son en su gran
mayoria del tipo denominado “’fuerte’’; este grupo es el compuesto por los T. de prostata, E! tipo
de respuesta es similar a otros grupos que son conocidos como buenos respondedores al DNCB
como lo son los pacientes con melanomas y sarcomas. En contraposicién con ellos, sin embargo, el
grupo de T. de prdstata es de pacientes de mayor edad, més de 70 afios en su mayoria, y en los
cuales la presencia de metastasis alejadas modifica en poco su reactividad. Debemos dejar sentado
aqui que los pacientes con T. de préstata y reacciones negativas presentaban carcinomas muy
indiferenciados o se haliaban en estado terminal.

Por otra parte, llama la atencién como existen dos grupos de pacientes con muy
mala respuesta; ellos son los pacientes con T. de testiculo y de rifidn. El primero de estos grupos
se compone de pacientes jOvenes que en principio deberian tener un buen sistema de defensa, pero
nuestros resultados sefalan que elio no ocurre. Es justamente en este grupo donde se observan los
mas bajos recuentos de linfocitos de toda esta poblacion en estudio, por 1o que es viable suponer
que existe una disminucion del sistema celular de defensa tanto en calidad como en cantidad.

En los T. de vejiga se aprecia una situacion intermedia de todos los grupos, ya que
se trata de pacientes con buena positividad pero con regular cantidad de reacciones “fuertes’’,
diferenciandose notablemente de los pacientes con T, de prostata, a pesar de presentar ambos
grupos reacciones positivas totales similares. Los cultivos de linfocitos muestran claramente que
la reactividad de los linfocitos periféricos no logra alcanzar en absoluto a la poblacién sin patolog(a
maligna. Aqui se presenta un resultado marcadamente negativo para los pacientes con T. de rifién
(100 por ciento de respuestas ‘malas’’) y otro resultado contradictorio como lo es la respuesta
de la poblacidn con T. de préstata. En estos ha sido reportado por Catalona y col. (4) la presencia
de una mala reactividad linfocitaria a la PHA adn en aquellos pacientes con enfermedad localizada.
También Mc Laughtin y col. (10) han reportado un descenso de la capacidad de respuesta linfocitaria
que no era posible correlacionarla con el estado clinico del paciente. En vista de nuestros resultados
y los antecedentes descriptos es razenable plantear que existen marcados defectos celulares en los
pacientes uroldgicos y en el cancer de prostata la probable accidon concomitante del tratamiento
estrogénico o factores humorales inhibidores anteriormente propuestos por Catalona y col. .

El efecto de la radioterapia sobre la inmunidad celular es marcado como se puede
observar en las figuras 2, 3 y 4. En la primera se aprecia una tendencia a la recuperacion de las
reacciones consideradas globalmente positivas v de los recuentos iinfocitarios, pero en la Fig. 3
se observa como la calidad de la respuesta no se recupera mas alld de los 12 meses de efectuada
la radioterapia. Es en este punto donde se observa un 0 por ciento de reacciones ‘‘fuertes’’ tanto
para el DNCB, Candida y Transformacion Blastica. En la Ultima de las figuras se pone de manifiesto
el descenso inmediato de os recuentos finfocitarios, notdndose que el grado de descenso es mayor
para los T. de rindn y testiculo que para los de vejiga, prostata y pene. Es de sefalar gue son los
primeros los que mas Rads reciben en general, y que lo hacen sobre las cadenas lumboadrticas en
contraposicion con los sequndos en los cuales existe una irradiacién localizada a pelvis.

No solo la 1adioterapia es capaz de modificar los recuentos en forma inmediata ya
que el vaciamiento lumboaortico desciende notablemente el nimero de hinfocitos circulantes hasta
el ano, de manera muy similar a la irradiacion de dicha zona. Estos resultados también han sido
observados en otros pacientes estudiados en nuestro instituto con localizaciones neoplasicas en
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cabeza y cuello {11), confirmando los presentes resultados las primeras observaciones por nosotros
realizadas. La recuperacién de la cantidad de linfocitos en dicho trabajo no se veia acompafada con
la recuperacién de la calidad de las funciones linfocitarias como lo son las respuestas denominadas

- (44

- El hecho de ¢ue una terapia como la radiante deprima el sistema de defensa, no con
i om que ésta no deba ser utilizada en un individuo portador de una neoplasia, sino que este fe-

" nomeno debe ser tenido en cuenta y propender a restablecer el estado inmunitario lo més ripidamen-
ﬁ posible luego de terapias radicales imprescindibles, pero inmunodepresoras. Es as{ que el uso de
BCG (8), de Corynebacterium Parvum (8} y otros inmunoadjuvantes han demostrado que una activa-
cion del sisterna inmune puede traducirse en una mejor evolucidén del paciente neoplasico. En este
perfodo, denominado “sin evidencia clinica de enfermedad” es donde el apoyo del sistema inmune
puede resultar muy beneficioso. Sin embargo los productos de arigen bacteriano pueden ocasionar
trastornos en huéspedes deprimidos (15) causando fiebre, malestar generai e incluso tener que llegar
al tratamiento especffico.

Ef uso de estimulantes de ariger: sintético ha abierto una nueva expectativa en el
manejo del paciente neoplisico lueqo de rerapias radicales. 1Jtimamente ef uso de derivados
imidotiazdlicos como el “Levamiso!’’ han permitido la positivizacion de reacciones cuténeas,
incremento del recuento de linfocitos v prolongacion dei perfodo libre de enfermedad (14).

Chirigos (6) y col. han demaostrado que gste produsto es capaz incluso de mejorar los resultados
obtenidos en animales portadores de tumores luego de una inducciédn con quimioterapia. Este
trabajo sirve de base para el ensayo qua varios meses atris ha comenzado con el uso de productos
sintéticos en pacientes con neoplasias del aparato genftourinario, con el fin de activar sus mecanismos

de defensa.
*
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