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RESUMEN

El cdncer es, en la actualidad, un serio problema de salud publica en el 4mbito
mundial. Una de las aproximaciones més exploradas desde hace cerca de veinte afos,
es la inmunoterapia con células dendriticas (CD), células presentadoras de antigenos
(CPA) profesionales. No obstante, los resultados de los estudios clinicos que emplean
CD autélogas pulsadas con antigenos tumorales no han sido tan exitosos como se
proyectaba. Una de las hipdtesis propuestas que justifique la eficacia tan variable en
los protocolos terapéuticos, es la induccién de tolerancia en las CD por los anti-
genos tumorales y la subsecuente baja actividad de las células efectoras (linfocitos
T CD8+, CD4+ y Natural Killer). En este trabajo se evidencia que los antigenos
tumorales provenientes de un adenocarcinoma pulmonar favorecen la reaparicién de
co-receptores como el CD14, conocido marcador de inmadurez en CD. Esto sugiere
que en algunos aspectos las CD expuestas a tales antigenos, muestran defectos en la
diferenciacién. Como se sabe, las CD inmaduras tienen una potencia estimuladora
mucho menor sobre las células efectoras, comparativamente con las CD de fenotipo
maduro. Sin embargo, antigenos provenientes de la linea comercial A549 (adenocar-
cinoma) no produjeron cambios similares en la maduracién de CD. Ello resalta la
necesidad de caracterizar la respuesta individual 77 vitro al planear una terapia basada

en CD, a fin de tener mayor probabilidad de éxito en el tratamiento.
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SUMMARY

Modulation of dendritic cell differentiation by lung
tumor antigens

Cancer is currently a very serious public health problem worldwide. Dendritic cell
(DC) based immunotherapy has been one of the most active research fields during
the last 20 years. However, results of several studies, mainly involving tumor antigen
pulsed autologous DCs, have not been as successful as expected. Induction of a
tolerant behavior of DCs upon the contact with tumor derived antigens is one of the
hypotheses proposed since other effector cells like CD8+, CD4+ T lymphocytes
and Natural Killers, would be rendered to a non-responsive state seriously impairing
tumor growth control. In this work we found additional evidence about a likely
DC differentiation defect caused by lung adenocarcinoma specific antigens freshly
obtained from a patient, as suggested by the presence of the co-receptor CD14 on
the surface of mature DCs (CD14 is a known marker for initial stages of DC differ-
entiation). Our results confirm that some aspects in tumor antigen treated DCs
resemble their immature phenotype, largely less efficient presenting cells, and very
weak immune response inducers. Interestingly, tumor antigens obtained from the
lung adenocarcinoma derived A549 cell line were unable to cause the same effect.
This highlights the requirement for a complete characterization of the functional
and phenotypic individual conditions when planning a DC based immunotherapy

in order to have good success likelihood at cancer patient’s treatment.

Key words: denderitic cell, lung cancer, immunotherapy, tumor antigens.

INTRODUCCION

Uno de los eventos més importantes de la respuesta inmune frente a los tumores es
el procesamiento y presentacion de los antigenos. Este proceso implica el reconoci-
miento, captura e internalizacién de los antigenos por parte de determinados tipos de
células para presentarlos luego a los linfocitos T, encargados de promover etapas poste-
riores en la respuesta inmune. Las células encargadas de cumplir con estas funciones se
denominan células presentadoras de antigenos (CPA), entre las cuales las mds eficaces
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son las células dendriticas (CD). Su funcién, como activadoras del sistema inmune, se
describié por primera vez en los afios setenta (2-6). La mayorfa de las CD se diferencian
a partir de progenitores mieloides comunes en la médula 6sea, incluyendo las células de
Langerhans y las CD intersticiales; sin embargo, un tipo adicional se deriva a partir de
los precursores celulares del linaje linfoide. Los dos linajes se diferencian por marcado-
res de superficie caracteristicos como, por ejemplo, el CD11c en CD del linaje mieloide
o la expresién del receptor de IL-3 (IL-3R) y el interferdn 1 (IF - &) en las del linaje
linfoide (también conocidas como CD plasmacitoides).

En la prictica, dada la abundancia relativa y facilidad de obtencién, la gran mayoria
de lasinvestigaciones se centraen las propiedades y funcién de las CD dellinaje mieloide
que pueden derivarse con relativa facilidad en el laboratorio, a partir de monocitos de
sangre periférica cultivados en presencia del factor estimulante de colonia de granuloci-
tos y macréfagos (GM-CSF) e interleuquina 4 (IL-4) durante 3 a 5 dfas, al cabo de los
cuales se obtienen células dendriticas inmaduras (CDi). Aunque la fuente mas comin
para obtener CD tipo micloide son los monocitos, también se pueden obtener a partir
de células de médula dsea, cordén umbilical, timo, amigdalas, piel y fluido sinovial (7, 8).

En el organismo, las células mieloides, que se diferencian de las CD, provienen de la
médula dsea, y presentan altos niveles de dcido ribonucleico mensajero (ARNm) de
las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH); sin embargo, el
nivel del producto es bajo al igual que el nivel de moléculas coestimuladoras como
CD40, CD80y CD86. Las CDi tienen gran capacidad de capturar e internalizar diver-
sas moléculas y microorganismos. Sin embargo, por el bajo nivel de expresion de las
moléculas coestimuladoras, no tienen una buena capacidad de estimular linfocitos T.
El contacto con diversas moléculas de origen bacteriano, viral, el dafo tisular, la presen-
cia de mediadores inflamatorios o ciertas citoquinas, constituyen estimulos inductores
de diferenciacion; lo cual se asocia con la localizaciéon de un gran nimero de proteinas
CMH en la superficie junto con proteinas coestimuladoras, una mayor produccion de
IL-12 y la pérdida de la actividad fagocitica y de procesamiento de antigenos, caracte-
risticas propias de las CD maduras (CDm) (9). El contacto con el antigeno ocurre en
diversos niveles, no obstante, su activacién no siempre involucra antigenos internaliza-
dos, y puede también generarse mediante el contacto con residuos celulares, producto
de la apoptosis o necrosis. Ademds, es de resaltar que la maduracion apropiada de las
CD es dependiente de la presencia de linfocitos T CD4+ funcionales (10).

Hay diferentes grados de activaciéon de las CD relacionados con la transicién de un
estado basal de reposo hacia un estado de activacion. El conjunto de cambios feno-
tipicos que muestran las células durante su maduracién, constituye una herramienta
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que permite establecer su grado de diferenciacién. Entre los cambios que se observan
se encuentran: una mayor capacidad para responder y enviar sefiales a los linfocitos T
mediante la secrecién de quemoquinas; la sobreexpresion de marcadores de superficie
(moléculas coestimuladoras); la produccién de citoquinas que favorecen la activacién
de linfocitos T; la activacién de propiedades migratorias, cambios en su eficacia para pro-
cesar y presentar antigenos (sobreexpresion de moléculas CMH clase 11 y procesamiento
extracelular); la modulacién de su capacidad fagocitica; la actividad endocitica y cam-
bios en su morfologia, entre los mas importantes (1 1,12).

Basado en este conocimiento, las CD entraron a formar parte, en los tltimos afios,
de esquemas de inmunoterapia para controlar diferentes tipos de neoplasias. Aprove-
chando su gran actividad como CPA capaces de activar linfocitos T CD4+ y CD8+,
las CD se han incorporado en multiples protocolos clinicos para su utilizaciéon con
fines terapéuticos (27-30). Dichos protocolos clinicos tienen en comun la diferen-
ciaciéon de CD autélogas a partir de precursores mieloides o linfoides, y la posterior
transferencia al paciente una vez son estimuladas con antigenos tumorales y moduladas
con mediadores solubles. Una aproximacién terapéutica interesante, es la obtencién
de células de fusién que se generan a partir de células tumorales y de CD. Estas células
expresan numerosos antigenos tumorales, ademds de altos niveles de moléculas clases 1,
11 y moléculas coestimuladoras, contrarrestando la pérdida de la capacidad de presen-
tacidn antigénica que normalmente se observa en células tumorales (31-34). El uso de
este tipo de células es compatible con la coadministracién de oligonucledtidos sinté-
ticos como adyuvantes, estrategia con la cual se ha logrado incrementar y mantener la
respuesta inmune inducida por células fusién iz vive.

Se ha encontrado que la respuesta inmune inducida por las CD se ve afectada por la
ruta de administracién. El protocolo éptimo, nimero de células, ruta y método de
administracion ain no estdn determinados, y corresponde més bien a los resultados
clinicos y experimentales de casos particulares (35). Las CD se han inoculado en
pacientes por via subcutdnea, intradérmica, intravenosa y por inoculacién directa en
el tumor. Algunos hallazgos permiten deducir que el método de administracién mas
adecuado depende de la fisiopatologia y grado de diseminacién del tumor. Por ejemplo,
una administracién subcutdnea ha sido mejor para tratar algunos tipos de melanoma
(36), mientras que la via intravenosa es la primera opcién en inmunoterapia del cdncer
pulmonar. Las CD administradas por via intravenosa para tratar el cincer pulmonar, se
localizan primero en el pulmén, luego se redistribuyen al higado, bazo y médula 6sea,
llegando a estar ausentes de nédulos linféticos o incluso del tumor. Cuando las CD
se administran por via intradérmica, una pequena cantidad migra a la regién nodular
linfoide. Lo cual no ocurre cuando la inoculacién se realiza por via subcutdnea.
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Se ha descrito que la actividad de las CD es un caso critico en la induccién y manteni-
miento de la respuesta inmune contra tumores, mediante la presentacion de antigenos
a células T especificas. Sin embargo, la situacidn real en la mayoria de los cinceres no
corresponde con lo que se esperaria dadas las propiedades de las CD; pues en lugar
de eliminarlos, o como minimo controlar las células tumorales, en la mayoria de los
casos crece el tumor, e incluso genera metéstasis. En la actualidad se conocen diversos
mecanismos mediante los cuales los tumores evaden la respuesta inmune, entre otros,
la baja expresion de proteinas CMH de clases 1y 11, de proteinas coestimuladoras y de
proteinas secretadas necesarias para la adecuada presentacion antigénica (13).

Es de anotar que el éxito de este tipo de inmunoterapia autéloga depende de multiples
factores que, en conjunto, determinan que las personas con el mismo tipo de tumor,
la misma evolucién clinica y el mismo esquema terapéutico, no resuelvan del mismo
modo la enfermedad.

En este sentido, se ha demostrado que uno de los principales factores responsables de la
ineficiencia del sistema inmune para limitar el desarrollo tumoral, es la induccién de
defectos en la funcién de las CD por parte de los antigenos tumorales a través de altera-
ciones en la maduracién, lo cual serfa mediado por varios factores derivados del tumor,
como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), la interleuquina (IL) IL-6,
IL-10, el factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) y las senales trans-
ductoras y activadoras de transcripciéon (STAT)-3 (14). La consecuencia es el incre-
mento de la cantidad de CDi circulantes, con una notoria reduccién del nimero de
CDm competentes, lo cual en conjunto propicia una ineficiente activacién de células T
tumor-especificas. Esta hipétesis se ha soportado por observaciones en pacientes cuyo
tumor es resecado quirtrgicamente y cuyo patrén de diferenciacion normal de las CD
se restablece, a la vez que se reduce la cantidad circulante de CDi (15).

Un mecanismo propuesto para evadir la respuesta inmune de las células tumorales, es la
capacidad de promover la acumulacién de células mieloides inmaduras (CMi) (16-18),
poblacién que incluye tanto a las CDi como a los macréfagos y granulocitos, y que
puede detectarse mediante citometria de flujo por la expresion del marcador CD33 y
la disminucién de la expresién de moléculas de clase 11. Las CMi ejercen una actividad
supresora de la respuesta inmune mediante el incremento de actividad de la indola-
mina 2,3-dioxigenasa (IDO) (19) y de la arginasa 1 para producir especies reactivas
de oxigeno que inhiben la proliferacién de células T. Varios estudios han indicado la
presencia de CMi en sangre periférica y nédulos linfoides secundarios de pacientes con
varios tipos de cancer, incluyendo el de mama, el hepético, el de préstata y el glioma
maligno (20, 21).
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Algunos estudios senalan que el VEGE, molécula importante en la angiogénesis, es
supresor del desarrollo y maduracién de las CD (22, 23). En el andlisis histolégico
de tumores tipo carcinoma pulmonar de célula no pequenia (CPCNP), la expresién de
VEGF y el grado de infiltracién por CD estén inversamente relacionados, relacion que
resulta de interés pronéstico. Una molécula cuya expresion en CPCNP se correlaciona
de forma positiva con la expresion de VEGF es la cicloxigenasa-2 (COX-2). Su sobre-
expresion en CPCNP se asocié en un estudio con un pronéstico desfavorable para
el paciente (24). Ademds, en modelos animales se encontrd que los sobrenadantes de
cultivo de tejidos tumorales son capaces de suprimir un gran nimero de funciones en
las CD, como el procesamiento de antigenos, la expresién de moléculas coestimulato-
rias y la secrecién de IL-12 en una forma COX-2 dependiente (25). Por otro lado, la
prostaglandina E, (PGE,), un producto importante de la actividad COX-2, inhibe el

desarrollo de las CD a partir de los precursores en médula dsea (26).

Con este conocimiento, y en aras de aportar al uso de las CD en inmunoterapia del
céncer, se considera fundamental la caracterizacion iz vitro del tipo de respuesta que
se genere cuando las CD pulsadas con antigenos tumorales se pretendan usar iz vivo
parael control de cierto tipo de neoplasias. En particular, para el tratamiento del cidncer
pulmonar, la cantidad de antigeno que se obtiene de una masa tumoral es relativamente
escasa, constituyéndose en una limitante al momento de pulsar las CD autélogas. Para
otros tipos de tumor, se han empleado lineas celulares comerciales o previamente carac-
terizadas, algunos con resultados promisorios. En este trabajo, y similar a lo reportado
por otros grupos, las lineas celulares de un mismo tipo histolégico no se comportan de
la misma forma que las células procedentes directamente del tumor, y que los antige-
nos tumorales “en fresco” presentan posiblemente una mayor capacidad de modular de
forma negativa la maduracién de CD. A este nivel, se caracterizan los rasgos fenotipicos
de CD pulsadas con lisados tumorales, siendo éste un punto de partida para una subse-
cuente caracterizacion funcional que permita elucidar el potencial inmunoterapéutico
de esta herramienta.

METODOLOGIA

Preparacion de antigenos tumorales

Se obtuvieron masa tumoral y tejido normal procedentes del pulmén a partir del mate-
rial quirtrgico resecado a un paciente diagnosticado con adenocarcinoma primario
atendido en el Hospital Santa Clara ESE. Este material se transporté al laboratorio en
20 mL de medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con penicilina/estreptomicina
2X. La muestra se lavé con RPMI, fragmentada en pequefos trozos (2 mm aprox.),
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suspendida en 5 mL de RPMI 1640 sin suplemento para después someterla a 30 ciclos
de congelamiento y descongelamiento por inmersion repetida en nitrégeno liquido. El
sobrenadante se separd por centrifugacion y su contenido de proteinas se determind
espectrofotométricamente.

Obtencidén de células dendriticas (CD)

Para la diferenciacién iz vitro de CD se siguié el protocolo utilizado por Delgado ez al.
(2003). Brevemente, se tomé una muestra de aproximadamente 35 mL de sangre peri-
férica utilizando tubos Vacutamer heparinizados (Beckton Dickinson). De la muestra
se aislaron cerca de 10-30 x 10° células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
por gradiente de densidad (Lymphoprep, Nycomed Pharma as. Oslo, Norway), las
cuales se suspendieron en 4 mL de medio RPMI 1640 con 10% de plasma autélogo. La
suspension se depositd en una caja de Petri de poliestireno previamente tratada durante
30 min con gamma globulina humana 10 pg/mL (ICN Pharmaceuticals, Inc., EUA).
Dos horas después, las células no adheridas se removieron del cultivo, mientras que las
células adheridas se lavaron dos veces con RPMI 1640 precalentado. Finalmente, se
agregaron a las células 4 mL de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de plasma
autdlogo, 250 ng/mL de GM-CSF (Leucomax, Essex Chimie sa, Lucerne) y 100 ng/
mL de IL-4 (Pharmingen, San Diego, EUA). Cada tercer dia se agregaron cantidades
iguales de ambas citoquinas inductoras de transformacion. En el dia siete, las células, atn
en su fenotipo inmaduro (CDi), se colocaron en cultivos separados segin el niimero de
extractos proteicos por evaluar, y se trataron con 2 pg/mL de Poly I: C SIGMA (Sigma
Chemical Co, EUA) para desencadenar la maduracién delas CD y se pulsaron con 10 pg/
mL de extracto proteico tumoral y de tejido normal, preparado como se describid ante-
riormente. Se hizo también un cultivo control al que no se le agregé ningtin extracto.

Caracterizacion fenotipica de CD por citometria de flujo

El fenotipo de las CD pulsadas con los diferentes extractos proteinicos se caracterizé
por citometria de flujo [citémetro de flujo (Beckton Dickinson, San José, ca)], usando
anticuerpos especificos para CD14, CD209 (DC-SIGN), CD83 y HLA DR-FITC
(Pharmingen, San Diego, EUA) en dilucién 1:200. Los histogramas que miden la inten-
sidad relativa de fluorescencia en los canales FL1 (FITC) y FL2 (PE) se construyeron y
analizaron luego de la adquisicién de 10.000 eventos por ensayo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desde los primeros estudios enfocados en la funcién de las CD en pacientes con céncer,
se obtuvieron claras evidencias de que éstas no cumplian adecuadamente su funcién y
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que los defectos observados, afectan notablemente la diferenciacion de las CD del linaje
mieloide. Por otro lado, los efectos se observan a nivel sistémico en lugar de limitarse
s6lo a los tejidos tumorales, lo cual sugiere que son causados por factores solubles libe-
rados por las células tumorales (37). En la prictica se observan tres alteraciones bésicas
como resultado de la afectacidn del desarrollo de este linaje: i) una produccién notable-
mente disminuida de CDm funcionales competentes (38); ii) la acumulacién de célu-
las inmaduras; es decir, células comprometidas en la linea de desarrollo hacia las CD
(CDi), pero que no pueden incrementar la expresion del CMH clase 11 (HLA-DR), ni
producir adecuadamente las citoquinas funcionales esperadas (37), y iii) una presencia
aumentada de células mieloides inmaduras (CMi) (18). Los tres efectos se presentan
con mayor intensidad a medida que el estadio neoplésico es mas avanzado.

La gran capacidad para iniciar la activacion de una respuesta inmune, hace de la tera-
pia con CD autdlogas una herramienta promisoria para el tratamiento del cancer. La
mayoria de las estrategias de vacunacién aplicables clinicamente utilizan CD genera-
das a partir de monocitos (MNC) del mismo paciente, empleando diversas mezclas de
citoquinas que incluyen el factor de necrosis tumoral (TNF)-c, IL-13, IL-6 y PGE,
como las mds usadas (39). Un procedimiento de terapia exitoso requiere que se opti-
micen las condiciones de tratamiento de las preparaciones celulares para obtener el
mayor nimero de células maduras (CDm), dado que la administracién de prepara-
ciones heterogéneas que incluyan CDi puede resultar en la induccion de tolerancia en
el paciente. Con el fin de seguir el fenotipo de las CD, se usa una serie de marcadores
de maduracién, es decir, moléculas que sean expresadas por las CDm pero no por los
estadios inmaduros. Algunos de los marcadores de maduracion utilizados son: CD83,
CD80, CD83, HLA-DR, DC-SIGN, CD25 y CCR7 (40, 41). En el presente estu-
dio, se monitored el grado de maduracién de las CD mediante la deteccion de CD83,
DC-SIGN y HLA-DR; y, ademas, se analiz6 la expresion de un marcador indicador de
inmadurez en este linaje, el marcador CD14. Los tres marcadores de maduracién mos-
traron e] comportamiento esperado; es decir, el nivel de expresién encontrado en los
MNC (células precursoras de las CD micloides) es bajo y se incrementa notablemente
a medida que adoptan las caracteristicas de CDiy CDm. Los diagramas de las figuras
1 a 4 muestran el efecto del tratamiento de las CD en proceso de diferenciacién con
extractos proteicos obtenidos tanto del tejido tumoral como del tejido normal de un
paciente con adenocarcinoma (AD) de pulmdn, sobre la expresion de los cuatro mar-
cadores en la superficie de las CD en distintos estadios de maduraciéon (MNC, CDiy
CDm). En ensayos paralelos se trataron cultivos similares con extracto proteico de la
linea celular A-549, cuyo subtipo histolégico primario es también el AD.
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Figura 1. Deteccidn por citometria de flujo de la expresién de los marcadores CD209 (DC-SIGN)
en la superficie de CD tratadas con antigenos tumorales.
MNC: monocitos obtenidos por adherencia a placa. DCi: CD inmaduras. DCm: CD maduradas
con Poly I:C. DCi-A-549: CDi pulsadas con lisado de células A-549 (linea comercial ATCC AD
pulmonar). DCm-A-549: CDm pulsadas con lisado de células A-549. DCi-Ca7: CDi pulsadas con
lisado del AD (reseccidn fresca). DCi-Normal Ca7: CDi pulsadas con lisado de tejido pulmonar
normal del mismo paciente. En todos los graficos, M1: fraccién celular negativa para el marcador.

M2: fracciodn celular positiva para el marcador. MFI: intensidad media de fluorescencia.

El marcador DC-SIGN (CD209) se monitore6 como indicador de la presencia de CD

en las suspensiones celulares analizadas. Este marcador es una lectina tipo C (no inte-
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grina) reconocida como ligando de algunos patégenos como Leishmania (42) y algu-
nos virus como el de la inmunodeficiencia humano (HIV-1) y el Ebola. En el presente
estudio, su expresion no se detectd en los MNC, mientras que en las CDiy CDm se
detecté fcilmente (figura 1, nivel superior). El tratamiento de las CDi tanto con anti-
genos de A-549 como del AD no modificé significativamente la expresion de CD209,
con respecto a lo observado en cultivos no tratados (ﬁgura 1, nivel medio).

Como se observa en el nivel inferior de la figura 1, las CDi tratadas con antigenos
provenientes del tejido normal muestran un nivel de expresién bajo, si se compara
con el tratamiento con extractos de origen neopldsico, e incluso menor que los culti-
vos no tratados con extracto alguno. En el grifico ubicado en el nivel superior dere-
cho de la figura 1, se observa que la fraccién celular positiva para DC-SIGN es s6lo
del 9% (41% en CDi), al igual que la intensidad media de fluorescencia (MFI, por sus
siglas en inglés) se reduce de 677 en CDi a 89. La MFI es un pardmetro que permite
relacionar la cantidad de moléculas expresadas en cada célula analizada en el citome-
tro; debido a que el brillo de los fluorocromos acoplados a los anticuerpos se capta
como mayoritario, en la medida que dicho anticuerpo se acopla a mds moléculas en la
superficie de la célula interrogada por el laser durante la adquisicién por citometria.
Como lectina de tipo C implicada en la internalizacién de antigenos, DC-SIGN
puede moverse desde la superficie celular a compartimentos endosémicos y lisoso-
males; por lo cual, la estrategia de deteccidn por citometria usada aqui, que detecta
tnicamente las moléculas localizadas en la membrana, podria subestimar el nivel de
expresion real. Otra posibilidad que explicaria la baja expresién de esta molécula,
serfa la citotoxicidad causada por el tratamiento con el Poly I:C empleado para indu-
cir la maduracién (2 pug/ml). En un estudio anterior, este compuesto (denominado
4cido polirriboinosinico-polirribocitidilico) demostré un grado significativo de toxi-
cidad en concentraciones tan bajas como 1 ug/ml en macréfagos; si bien en nuestros
ensayos se observé también una elevada mortalidad celular que puede influir en las
mediciones, los datos arrojados por los controles permiten valorar como especificos
los efectos detectados.

Las CD expresan en su superficie moléculas CMH de clase 11. Las moléculas HLA-DR
son las de mayor capacidad de presentacién antigénica dentro de este grupo, y aun
cuando el ARNm correspondiente estd presente en estadios tempranos de la diferen-
ciacién de CD (MNC y CDi), la sintesis y localizacién en la membrana de la proteina
ocurre con la maduracién de modo que se detectan niveles incrementados en CDm.
HLA-DR es el principal componente del complejo estimulador que interacta con
el receptor de las células T (TCR) en la superficie de los linfocitos T, activindolos
mediante la induccién de diversos mecanismos moleculares.
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En la figura 2, la fila superior del panel A muestra que los MNC expresan bajos niveles
de HLA-DR, lo cual se evidencia por el valor de la intensidad media de fluorescencia
indicada en la parte superior derecha del grafico (MFI = 258); en CDi se encuentran
niveles mayores (MFI = 667), y valores muy altos en CDm (MFI = 1.356). Los nive-
les de expresion de HLA-DR en CDi tras el contacto con antigenos tumorales prove-
nientes tanto de la linea A-549 como del AD, coinciden en un incremento en la MFI
que alcanzé valores de 962 y 1.254, respectivamente. Es interesante el hecho de que el
nivel de expresién observado en CDi tratadas con extracto tumoral (Ca7), es compa-
rable con el de CDm. El que dicho incremento sea mis acentuado al utilizar el extracto
de tumor comparado con el de una linea celular derivada del mismo tipo de tumor,
sugiere que el extracto tumoral podria tener una composicién distinta, en cuanto a
los antigenos capaces de modular la expresion de HLA-DR. Es de resaltar que en CD
tratadas con extracto de la linea A-549, y continuando hasta obtener células maduras
(CDm), muestran un nivel de expresién menor de HLA-DR comparativamente con
las CDm no tratadas (comparar tercera gréfica nivel superior con la segunda del nivel
medio). Como se observa en el nivel inferior de la figura 2, este tratamiento generé
un incremento leve en la expresién del HLA-DR (MFI = 908), similar a la expresion
observada tras el tratamiento con el extracto de la linea A-549. Es necesario realizar
estudios en donde los extractos proteicos sean fraccionados para lograr una caracteri-
zacién completa del extracto tumoral e identificar las moléculas con mayor capacidad
moduladora.

La activacién de las células T, ademds de la sefial de activacion generada por las molécu-
las CMH clase 11, requiere la participacién de un conjunto de moléculas coestimulado-
ras, también presentes en la superficie de la célula presentadora. Una de ellas es CD83,
un conocido marcador de maduracién en CD (43, 44).

El grafico superior izquierdo de la figura 3 muestra que en su expresion no se detect6
MNC, mientras que en las CDiy CDm present6 niveles detectables aun cuando la MFI
fue en general muy baja (segundo y tercer gréfico en el nivel superior de la figura 3). Por
otro lado, la incubacién de CDi con extractos tanto de la linea A-549 como del AD
(Ca7) no produjo efecto alguno sobre la expresién de este marcador (graficos primero
y tercero del nivel medio). En cultivos continuados hasta la obtencién de las CDm,
tampoco se observd cambio alguno (segundo gréfico en el nivel medio), asi como en
cultivos que se trataron con extracto derivado del tejido normal (nivel inferior).
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Figura 2. Deteccidn por citometria de flujo de la expresién del marcador HLA-DR en la superficie
de CD tratadas con antigenos tumorales.

MNC: monocitos obtenidos por adherencia a placa. DCi: CD inmaduras. DCm: CD maduradas
con Poly I:C. DCi-A-549: CDi pulsadas con lisado de células A-549 (linea comercial ATCC AD
pulmonar). DCm-A-549: CDm pulsadas con lisado de células A-549. DCi-Ca7: CDi pulsadas con
lisado del AD (reseccidn fresca). DCi-Normal Ca7: CDi pulsadas con lisado de tejido pulmonar
normal del mismo paciente. En todos los gréficos, M1: fraccidn celular negativa para el marcador.

M2: fraccidn celular positiva para el marcador. MFI: intensidad media de fluorescencia.
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Figura 3. Deteccion por citometria de flujo de la expresion del marcador CD-83 en la superficie de
CD tratadas con antigenos tumorales.

MNC: monocitos obtenidos por adherencia a placa. DCi: CD inmaduras. DCm: CD maduradas
con Poly I:C. DCi-A-549: CDi pulsadas con lisado de células A-549 (linea comercial ATCC AD
pulmonar). DCm-A-549: CDm pulsadas con lisado de células A-549. DCi-Ca7: CDi pulsadas con
lisado del AD (reseccidn fresca). DCi-Normal Ca7: CDi pulsadas con lisado de tejido pulmonar
normal del mismo paciente. En todos los graficos, M1: fraccién celular negativa para el marcador.

M2: fraccidn celular positiva para el marcador. MFI: intensidad media de fluorescencia.

Finalmente, la figura 4 muestra el comportamiento de la expresién del marcador
CD14. Esta proteina ha sido tradicionalmente considerada como marcador de MNC
y de macréfagos (45); y en el contexto de la diferenciacién de las CD, es un marcador
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de inmadurez, ya que su expresion es notablemente disminuida a medida que las CD

progresan hacia CDm (nivel superior de la figura 4).
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Figura 4. Deteccidn por citometrfa de flujo de la expresién del marcador CD14 en la superficie de
CD tratadas con antigenos tumorales.

MNC: monocitos obtenidos por adherencia a placa. DCi: CD inmaduras. DCm: CD maduradas
con Poly I:C. DCi-A-549: CDi pulsadas con lisado de células A-549 (linea comercial ATCC AD
pulmonar). DCm-A-549: CDm pulsadas con lisado de células A-549. DCi-Ca7: CDi pulsadas con
lisado del AD (reseccién fresca). DCi-Normal Ca7: CDi pulsadas con lisado de tejido pulmonar
normal del mismo paciente. En todos los graficos, M1: fraccién celular negativa para el marcador.

M2: fraccién celular positiva para el marcador. MFI: intensidad media de fluorescencia.
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CD14 participa en procesos de sefalizacién celular importantes (46), y tiene la capaci-
dad de reconocer lipopolisacaridos, peptidoglicanos y 4cido lipoteicoico, por lo cual se
le reconoce como mediadora en la deteccién de moléculas antigénicas en la superficie
de bacterias gram-negativas y gram-positivas (46, 47). Los graficos en el nivel medio de la
figura 4 revelan que en los cultivos de CDi tratados tanto con extracto proteico de la linea
A-549 como con el extracto tumoral, existe una subpoblacién significativa en la que
se detecta CD14 y que aparece en el drea M2 de cada grafico (primero y tercero en el
nivel medio), aun cuando los valores de MFI sélo reflejan levemente este hecho. Esta
subpoblacién claramente se encuentra ausente en CDi no tratadas (grafico central,
nivel superior) como en CDi tratadas con extracto de tejido normal (nivel inferior).
CD14 es el mas importante receptor de endotoxinas de monocitos y neutréfilos y se
ha visto también involucrado en la apoptosis. Su presencia en la membrana disminuye
progresivamente a medida que las células se comprometen y evolucionan en el linaje de
las CD; no obstante, la seleccién de poblaciones celulares con base en la deteccidn de
este marcador es, en la mayoria de los casos, el primer paso en los estudios orientados
a obtener CD. En concordancia con reportes de la literatura, los gréficos en el nivel
superior de la figura 4 muestran que en los cultivos no tratados con extractos tumorales,
la expresién de CD14 tiene un méximo en MNC y que disminuye progresivamente
en CDiy en CDm. Este comportamiento se observa tanto al comparar los datos de
fraccién celular positiva (que disminuye del 25% en MNC al 9% en CDm) como en la
MFI de cada histograma. Los gréficos correspondientes al tratamiento de los cultivos
con extracto de la linea A-549 no reflejan grandes cambios en la fraccién celular posi-
tiva o en la MFL El tratamiento con el extracto tumoral (Ca7), por su parte, muestra
un incremento muy leve tanto en la fraccién celular positiva (14%) como en la MFIL.
Sin embargo, el anélisis del comportamiento de todos los cultivos en el estadio de CDj,
tratados con antigenos tumorales (A-549 y Ca7), muestra la presencia de una subpo-
blacién bien diferenciada en la region M2 de los gréficos correspondientes, es decir, la
fraccién celular positiva. Nétese que es en el estado de los MNC en el que se obser-
van subpoblaciones bien definidas en M1y M2, y que en las CDi no tratadas y en las
CDi tratadas con antigenos provenientes de tejido normal, no se detecta una fraccién
CD14+ claramente definida en la regién M2, la cual si se observa cuando los cultivos
se tratan con antigenos tumorales.

Los efectos causados por los factores tumorales sobre el desarrollo de las CD atn se
estan evaluando: no sélo se toman extractos tumorales como fuente de antigeno, sino
que también se emplea suero obtenido de pacientes con CPCNP (Krawczyk ez al.)
(48), en los cuales se presentan factores capaces de modular su diferenciacién. Este
estudio, en el cual se tomaron MNC como precursores de CD, incubados con suero
obtenido de pacientes con CPCNP, mostré que los cultivos en donde se incluy6 dicho
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suero, luego de 48 horas de incubacién, tenfan un mayor porcentaje de células CD1a+/
CD14+ que los cultivos suplementados tinicamente con albumina, lo cual es compa-
tible con lo observado en el presente trabajo. Sin embargo, estos autores proveen tam-
bién un punto de vista distinto. Segun ellos, la disminucién en la expresion de CD14
medida en los cultivos, se debe a la muerte celular (muerte de gran parte de los MNC
cultivados) en lugar de su diferenciacién en CDm. El sostenimiento del nivel de expre-
sién cuando el medio de cultivo incluye antigenos tumorales por la presencia de suero
autologo es, entonces, un indicador de que este procedimiento provee un mejor micro-
ambiente de cultivo, en el cual las células estdn menos propensas a entrar en apoptosis.
Aun cuando existe consenso general en que la funcionalidad de las CD se encuentra
seriamente alterada en pacientes con cancer, y que dicho efecto es mediado por factores
solubles liberados por las células tumorales, es evidente que la caracterizacién molecu-
lar del mecanismo requiere el andlisis paralelo de numerosos marcadores para ponderar
correctamente el significado de la evidencia experimental.

Avila-Moreno et al. (49) encontraron que los factores solubles producidos por tumores
pulmonares de tipo AD y carcinoma escamocelular (CEC), causan un incremento en la
expresion en CD de varios marcadores mielomonociticos iz vitro, como CD 14, CD 16,
CD32 y CD163. Sin embargo, los mediadores de los cambios observados podrian no
ser los mismos en ambos casos; es decir, los distintos subtipos histolégicos en cancer
pulmonar parecen usar mecanismos particulares para afectar la diferenciacion de las
CD vy, por tanto, la respuesta inmune. Estos son aspectos importantes para tener en
cuenta en el planteamiento de futuras investigaciones en este campo.

En resumen, extractos proteicos obtenidos tanto de tumores AD como de la linea
A-549, tienen la capacidad de alterar el patrén de expresién del marcador CD14. Los
resultados son compatibles con la literatura existente, y dan soporte a la idea consenso
de que el bloqueo en la maduracién de las células presentadoras, es uno de los meca-
nismos para evadir la repuesta inmune de las neoplasias pulmonares, como se describié
en otros modelos. Sin embargo, no permiten excluir la explicacién alternativa, segtn la
cual la presencia de antigenos propios de tumores tiende a evitar la entrada de los MNC
en apoptosis, razén por la cual el marcador de inmadurez CD14 es detectable en culti-
vos maduros. En este estudio se encontrd que aun cuando algunas de las caracteristicas
propias de la maduracion no son afectadas, otras si lo son. Con respecto a la expresion
del CD14, se observé una tendencia compatible con la involucién de la maduracién,
descrita previamente (15, 18); es decir, la expresién de CD14 tiende a regresar al patrén
de expresion detectado en los MNC. Estos resultados provienen de ensayos enfocados
en la caracterizacién del efecto de factores producidos por las células tumorales en la
diferenciacién de CD, y que, posiblemente, afectan de manera negativa la activacién
de una respuesta inmune afectiva en pacientes con tumores pulmonares. En investiga-
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ciones posteriores, se deberd avanzar en la busqueda de nuevas moléculas que permitan
revertir dichos efectos y mejorar la eficiencia de la respuesta inmune contra tumores,
asegurando una diferenciacién correcta de las CPA y la consecuente respuesta efectora
esperada en los protocolos de inmunoterapia con CD.
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