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RESUMEN

Introduccién: La diferenciacién y maduracién de
las células dendriticas son eventos cruciales que
definen su capacidad para inducir una respuesta
inmune en contra de tumores. Se ha reportado que
los tumores pulmonares evaden la respuesta inmu-
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ne por distintas estrategias. Sin embargo, se des-
conoce si los adenocarcinomas pulmonares afec-
tan la diferenciacion de las células dendriticas.
Obijetivo: Estudiar las alteraciones que factores so-
lubles liberados por adenocarcinomas pulmonares
inducen en la diferenciacion de monocitos a célu-
las dendriticas inmaduras.

Material y métodos: Monocitos CD14* purificados
de donadores sanos se diferenciaron a células
dendriticas inmaduras con factor estimulador de
colonias de granulocitos y macrofagos e interleu-
cina-4. Empleando este mismo procedimiento, se
cultivaron monocitos en presencia de factores so-
lubles provenientes de lineas tumorales o células
mononucleares como control. Se determind por
citometria de flujo: i) el porcentaje de células vy ii)
la expresion de las moléculas CD14, HLA-DR,
CD1la, CD32, CD40, CD11b, CD80, CD86 y
CD83. Asimismo, se estudio6 la capacidad de las
células dendriticas inmaduras para activar la pro-
liferacion de linfocitos T alogénicos.

Resultados: Factores solubles liberados por tres
lineas de adenocarcinoma pulmonar, tendieron en
las células dendriticas inmaduras a reducir la ex-
presion de CD1a, asi como a incrementar el por-
centaje de células y la expresion del receptor Fc
[FcyRIl (CD32)]. Sélo una linea celular tendi6 a
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incrementar la expresién de HLA-DR. Ademas, las
células dendriticas inmaduras que previamente
interaccionaron con sobrenadantes de las células
tumorales, inhibieron la proliferacion de linfocitos
T alogénicos comparados con el control.
Conclusiones: Células de adenocarcinoma pulmonar
afectan el proceso de diferenciacién de monocitos a
células dendriticas inmaduras, generando células
dendriticas con un mayor caracter macrofagico. La
pobre activacion de linfocitos T inducida por células
dendriticas inmaduras sugiere alteracién en la
funcionalidad de estas Ultimas. Es probable que las
alteraciones demostradas en las células dendriticas
inmaduras induzcan en el huésped, tolerancia a
antigenos tumorales e inhibicién de la respuesta in-
mune antitumoral, como mecanismo de evasion cau-
sado por los carcinomas pulmonares.

ABSTRACT

Introduction: Differentiation and maturation of
dendritic cells (DCs) are characterized by changes
in their phenotype and function. The DCs
participation is crucial in the induction of an
antitumor immune response. It has been reported
that lung carcinomas elude the immune response
using various strategies. Alterations in the DCs
differentiation by lung adenocarcinoma, however,
have not been described.

Objective: To study alterations on the differentiation
from monocytes to immature DCs (iDCs) due to
soluble factors released by lung adenocarcinoma.
Material and methods: CD14* monocytes purified
from peripheral blood mononuclear cells (MNC)
were cultured with GM-CSF and IL-4 to induce
differentiation to iDCs. Using the same procedure,
soluble factors released from three different
adenocarcinoma cell lines or from MNC (control)
were added to the monocyte cultures. Changes in
the percentage of positive cells and in the
expression of CD14, HLA-DR, CD1a, CD32, CD40,
CD11b, CD80, CD86 and CD83 molecules,
measured as mean of fluorescence intensity (MF),
were detected using flow cytometry. Proliferation
rate was evaluated from co-cultures of iDCs and
allogeneic T cells.

Results: The soluble factors released by three lung
adenocarcinoma lines tended in the iDCs to redu-
ce the expression of CD1a, and to increase the
percentage of cells and the expression of CD32.
Only one cell line tended to increase the expression
of HLA-DR. Inhibition of allogeneic T cells
proliferation was detected when iDCs (previously
stimulated with supernatants from tumor cells)
were added to the co-cultures.

Conclusion: Adenocarcinoma cell lines altered the
differentiation process from monocytes to iDCs.
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Our results suggest that iDCs expressed a macro-
phage-like phenotype. This type of iDCs induced a
strong inhibition on the proliferation rate of
allogeneic T cells. DCs with these alterations might
induce tolerance to the tumor antigens, blocking
the induction of an efficient immune response
against the tumor.

INTRODUCCION

Las células dendriticas (DCs, por sus siglas en inglés) de-
rivan de precursores hematopoyéticos (células CD34* de
médula 6sea, monocitos, etcétera) y para su generacion
requieren dos procesos: i) diferenciacion y ii) maduracién?.
Las DCs pertenecen al sistema de células presentadoras de
antigeno profesionales (APC) y se ha considerado que son
las mas eficientes en activar a linfocitos T (LT) virgenes
para la induccion de una respuesta inmune primaria®2,

En los tejidos, las DCs intersticiales se encuentran en
estadio inmaduro (iDCs). En este estadio muestran carac-
teristicas morfoldgicas como prolongaciones membranales
tipo dendritas y, caracteristicas fenotipicas entre las que se
encuentran: baja expresion de moléculas codificadas por
el MHC, de moléculas de adhesion y coestimuladoras?®, asi
como la induccion de moléculas de presentacion de
antigenos no peptidicos (CD1a-d, entre otros)*. Con rela-
cion a su funcionalidad, las iDCs poseen elevada capaci-
dad de internalizar antigenos a través de tres procesos:
fagocitosis, endocitosis mediada por receptores especificos
y macropinocitosis constitutiva®. Los receptores que me-
dian la captacion de antigenos son: FcyR (CD32 y CD64)¢,
FceRIl (CD23), FcaR, receptores para factores del comple-
mento, receptores Toll y receptores de naturaleza lectina
tipo C con dominios de unién a carbohidratos como re-
ceptor de manosa (MR), DEC-205, langerina, dectina, DC-
SIGN, entre otros’.

En respuesta a estimulos inflamatorios, las iDCs migran
de los tejidos u érganos periféricos a los érganos linfoides
secundarios. Durante la migracion, las iDCs regulan
diferencialmente la expresién de receptores para
quimiocinas, disminuyen la expresion de moléculas
involucradas en la captura del antigeno (FcR, MR, etcéte-
ra) e incrementan la expresion tanto de moléculas del MHC
como de moléculas coestimuladoras, asi como la liberacion
de citocinas (IL-12, IL-18, IFN-y, TNF-o,, etcétera). Se con-
sidera que en esta etapa, las DCs han alcanzado el estadio
de maduracion (mDCs) adquiriendo caracteristicas que les
permite participar eficientemente como APCS,

A partir de cultivos de monocitos (CD1a;, CD14*) se ha
logrado la generacion de DCs mediante la adicion de distin-
tas citocinas. En particular, Sallusto y colaborador® han re-
portado que la adicién conjunta del factor estimulador de
colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) e
interleucina-4 (IL-4) a monocitos induce su diferenciacion a
iDCs y la combinacion de estas citocinas con TNF-oc induce
su maduracién a mDCs%*2, La Tabla | muestra algunas de las
moléculas asociadas al fenotipo de monocitos, iDCs y mDCs.
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Tabla I. Expresion de marcadores de diferencia-
cion y maduracion en DCs de origen monocitico.

Moléculas Monaocitos iDCs MDCs
Receptor para LPS
CD14 +++ +/- -
Receptores Fc
CD32 ++ + +/-
CD64 ++ +/- -
Adhesion
CD11b ++ + +
CD11c —+ ++ ++
ICAM-1y 2 + ++ +++
Coestimuladoras
CD40 + ++ +4++
CD80 - +/- ++
CD86 +/- + ++
Presentadoras de antigeno
HLA-ABC, DP, DQ + ++ +++
HLA-DR + ++ +++
CD1la - ++ +
Maduracion/Activacion
CD83 - +/- +
CD45 RO - ++ ++

Adaptada de. iDCs: Células dendriticas inmaduras; mDCs:
Células dendriticas maduras; LPS: Lipopolisacarido.
Grado de expresion: - negativo; +/- variable; + bajo; ++
alto; +-++ muy alto.

Dada la importancia que tienen las DCs en la induccion
de la respuesta inmune, se han iniciado estudios sobre su
participacion en la respuesta inmune antitumoral®®. Se ha
detectado la presencia de DCs que infiltran al tumor en
varios tipos de carcinomas incluyendo el de pulmént+28,
Algunos autores han sugerido una relacion directa entre
mayor numero de DCs infiltrantes con un mejor pronés-
tico!4151920 Esta asociacion ha contribuido a destacar la
importancia que tienen las DCs en el cancer. Por otro lado,
se ha reportado que algunas neoplasias alteran el fenotipo
o funcionamiento de DCs?24,

Durante el desarrollo maligno se establece una inte-
raccion compleja entre células tumorales, células del sis-
tema inmune y células del estroma, generandose un
microambiente constituido por distintos factores prove-
nientes de diversos tipos celulares, los que influyen en las
células neoplésicas como en las células de la respuesta
inmune. Previamente, hemos reportado que factores so-
lubles liberados por carcinomas pulmonares afectan la
produccion de TNF-o. por monocitos®. A la fecha, no te-
nemos conocimiento de reportes que estudien el efecto
de adenocarcinomas pulmonares en la generacion de
DCs, por lo que nuestro grupo estudio el efecto de fac-
tores solubles secretados por lineas celulares de
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adenocarcinoma en el proceso de diferenciacion in vitro
de monocitos a iDCs.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos

Se emplearon las citocinas recombinantes GM-CSF a la
concentracion de 1000U/mL (PharMingen, San Diego,
CA) e IL-4 a la concentracion de 15ng/mL (Calbiochem,
La Jolla, CA). Anticuerpos para separacion negativa de LT
CD3* y anticuerpos anti-CD14, ambos acoplados a
microesferas metéalicas (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany). Anticuerpos monoclonales de ratén
anti-CD14, anti-HLA-DR, anti-CD1a, anti-CD32, anti-
CD40, anti-CD11b, anti-CD80, anti-CD83 y anti-CD86
obtenidos de PharMingen. El anticuerpo secundario
policlonal de cabra contra inmunoglobulinas de ratén aco-
plado a FITC fue obtenido de Dako (Carpinteria, CA).

Lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar

Se emplearon tres lineas celulares de adenocarcinoma
pulmonar la SK-LU-1 obtenida del American Type Culture
Collection (ATCC), asi como las lineas celulares 1.3.11 y
3B1A generadas de pacientes y reportadas previamente®®,
Ademas, células mononucleares (CMN) de sujetos sanos.
Las células tumorales y CMN se cultivaron empleando
medio RPMI-1640 adicionado con 10% de suero fetal
bovino inactivado, L-glutamina 2mM, piruvato de sodio
1mM, aminoacidos no esenciales 1%, (Hyclone Logan,
UT), penicilina/estreptomicina al 1% y 2-mercapto-etanol
50uM (Gibco/BRL, Grand Island, NY).

Obtencion de sobrenadantes

Las células tumorales (1x10°) o las CMN (5x106) se culti-
varon en 10mL de medio de cultivo por 24h. Se recupe-
ré el sobrenadante (SN) por centrifugacion a 250 x g du-
rante 10min e inmediatamente se procedi6 a su congela-
cién. Previo a su adicion a los cultivos de monocitos, los
SN se mezclaron en proporcion 1:1 con medio RPMI-1640
conteniendo 10% de suero humano.

Separacién y purificacién de monocitos

Mediante leucoféresis se obtuvieron concentrados
leucocitarios de dos donadores sanos, se separaron las
CMN empleando gradientes de densidad usando Ficoll-
Hypaque (Gibco/BRL). Los monocitos fueron purificados
por seleccion positiva empleando anticuerpos anti-CD14
unidos a microesferas metalicas. La pureza y viabilidad de
la poblacién en estudio siempre fue superior al 96%.

Diferenciacion de células CD14*a DCs inmaduras
Los monocitos purificados (CD14%) fueron cultivados a
una densidad de 1 x 10° cel/mL en placas de 12 pozos
(Costar, Cambridge, MA) por seis dias, adicionando GM-
CSF e IL-4 al inicio del cultivo y renovado cada dos dias.
Para estudiar el efecto que el adenocarcinoma pulmonar
causa en las iDCs, se adiciond SN proveniente de cada
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linea tumoral desde el inicio del cultivo y éste, junto con
las citocinas recombinantes, se renové cada dos dias.
Como control se empled SN de CMN. Al término de los
cultivos, las iDCs se recuperaron para su inmunotinciéon o
empleo en ensayos de proliferacion alogénica de LT.

Inmunotincion

Las iDCs se ajustaron a 5x10° cel/mL en amortiguador
fosfatos conteniendo azida de sodio (0.01%) y albimina
sérica bovina (0.1%) y se colocaron 100uL de esta suspen-
sion celular por pozo en placas de 96 pozos. Se adicion6
0.1ug del anticuerpo monoclonal primario correspondien-
te a cada molécula por estudiar a los pozos respectivos y
la placa se incubd a 4°C por 45min. Después de lavar dos
veces con amortiguador de fosfatos, las iDCs fueron incu-
badas con 100uL de anticuerpo secundario conjugado a
isotiocianato de fluoresceina [FITC (dilucion 1:80)] a 4°C
por 30min en oscuridad. Posterior al lavado, las iDCs se
fijaron con 200uL de solucién fijadora de FACS 1X
(Becton Dickinson). Como control se emplearon iDCs con-
teniendo Unicamente el anticuerpo secundario.

Citometria de flujo
Se empled el citbmetro de flujo FACScalibur (Becton
Dickinson, Mountain View, CA) para la adquisicion de
5,000 eventos. Los datos obtenidos se analizaron em-
pleando histogramas.

Ensayos de proliferaciéon de LT alogénicos

Las iDCs tratadas previamente con SN de CMN (control)
o con SN provenientes de células tumorales, se co-culti-
varon con 3x10°LT alogénicos por cinco dias. Los co-cul-
tivos se realizaron en relaciones seriadas de 1:10 a 1:160
(DCs:LT) manteniendo constante la densidad celular de
LT alogénicos purificados (=96%). Los ensayos de proli-
feracion se realizaron por duplicado en placas de 96 po-
zos (Costar). Al dia cinco, los co-cultivos fueron pulsados
con 0.5uCi/pozo de *H-timidina (Amersham, Arlington
Heights, IL) por 18h. Al término, los cultivos se cosecha-
ron y se detecto la incorporacion de *H-timidina (cpm)
empleando un contador de centelleo liquido Beckman, LS
6500 (Fullerton, CA).

RESULTADOS

La poblacion de DCs obtenida con la adicién de GM-CSF
e IL-4 mostro caracteristicas morfolodgicas como desarro-
llo de prolongaciones membranales tipo dendritas, obser-
vadas por microscopia 6ptica (datos no mostrados). Por
otro lado, el perfil de fluorescencia debido al anticuerpo
secundario no mostré cambios en relaciéon con la
autofluorescencia de las iDCs analizadas. El incremento en
la fluorescencia debida al anticuerpo primario se considerd
como deteccidn especifica y a partir de ésta, se determi-
noé: i) el porcentaje de células positivas a cada marcador,
asi como ii) la expresién de cada marcador, detectada
mediante la intensidad media de fluorescencia (MF) co-
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rrespondiente. Los datos de MF mostrados representan el
valor promedio obtenido de muestras por duplicado.

Nuestro estudio mostré que sélo 2-5% de la poblacién
de iDCs fue CD14*, mientras que el 97-99% de las célu-
las presentaron las moléculas CD1a o CD40. Ademas, se
detectaron porcentajes de células en intervalos de 15-25%,
20-30% y 7-12% para los marcadores CD80, CD86 y
CD83, respectivamente. Los porcentajes de células que
mostraron los marcadores antes indicados, nos permiten
considerar a la poblacién empleada en el estudio como
DCs en estadio inmaduro.

Con relacion a los marcadores HLA-DR, CD1a, CD32,
CD40 y CD11b, el porcentaje de células y la intensidad
MF fueron similares a los resultados obtenidos cuando la
diferenciacién a iDCs fue realizada en presencia de los
sobrenadantes (SN) obtenidos de las CMN de sujetos sa-
nos. En estas Ultimas, las iDCs obtenidas del sujeto 1y 2
mostraron que el 99 y 96% de la poblacion celular fue
HLA-DR™. El 98 y 93% fue CD1a*. El 64 y 74% fue
CD32*. El 99 y 98% de las células fue CD40*. El 98 y
97% mostré CD11b, respectivamente. El valor promedio
de la MF debido a la expresion de cada uno de los mar-
cadores se indica en la Tabla Il.

Las iDCs generadas en presencia del SN de las lineas
tumorales mostraron los siguientes resultados: con relacion
a la molécula HLA-DR, el porcentaje de iDCs del sujeto
1y 2 no se modificd con respecto al control (datos del
sujeto 1 se indican en la Figura 1). Sin embargo, la expo-
sicién a SN de la linea 1.3.11 mostr6 en ambos sujetos
una tendencia a incrementar la expresion de este marca-
dor en 78 y 41%. Las lineas 3B1A y SK-LU-1 no modifi-
caron el valor promedio de la MF (Tabla II).

Respecto a CD1a, los SN provenientes de las lineas
tumorales 1.3.11 y 3B1A mostraron una tendencia a re-
ducir el porcentaje de iDCs del sujeto 1 a 91-92% (Figu-
ra 1) y del sujeto 2 a 86-88%, comparado con los contro-
les; en cambio, la linea SK-LU-1 no alteré dicho porcen-
taje. Por otro lado, los SN de las tres lineas tumorales
mostraron tendencia a disminuir en las iDCs de ambos
sujetos la expresion de CD14a; la linea 1.3.11 en 20 y 23%,
la linea 3B1A en 43 y 37% respectivamente, mientras que
la linea SK-LU-1 afect6 solo al sujeto 1 en 26%, (Tabla Il).

Respecto a CD32, los SN de las tres lineas tumorales
estudiadas mostraron una tendencia a incrementar en
ambos sujetos tanto el porcentaje de células como la ex-
presion de este marcador. El sujeto 1 incremento el por-
centaje de células a 70-75% (Figura 1) y el sujeto 2 a 87-
93%, comparado con los controles correspondientes. Con
relacion a la expresion de CD32, la linea 1.3.11 tendi6 a
incrementar su expresion en 95% soélo en el sujeto 1, la
linea 3B1A increment6 en 89 y 41% en ambos sujetos,
mientras que la linea SK-LU-1 lo hizo en 26 y 21%, como
se indica en la Tabla II.

Con relacion a las moléculas CD40 y CD11b, los por-
centajes de células de ambos sujetos en presencia de SN
de las lineas tumorales (96-99%) no mostraron cambios
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Tabla Il. Valor promedio de la intensidad media de fluorescencia y porcentaje de cambio debido a la
expresion de diversos marcadores en iDCs.

SN HLA-DR CD1la CD32 CD40 CD11b
Control
1° 101* 347 19 301 213
2 183 418 76 226 317
1.3.11
1 180 (+78%)** 276 (-20%) 37 (+95%) 309 (+3%) 176 (-17%)
2 258 (+41%) 321 (-23%) 83 (+10%) 263 (+16%) 338 (+7%)
3B1A
1 110 (+8.9%) 197 (-43%) 36 (+89%) 304 (+1%) 232 (+9%)
2 204 (+11%) 265 (-37%) 107 (+41%) 260 (+15%) 318 (+1%)
SK-LU-1
1 85 (-16%) 257 (-26%) 24 (+26%) 306 (+2%) 212 (-1%)
2 151 (-17%) 395 (-5%) 92 (+21%) 245 (+8%) 345 (+8%)

°Individuos incluidos en el estudio; *Valor promedio de la intensidad media de fluorescencia (MF) obtenida de muestras por
duplicado; **Porcentaje de incremento (+) o decremento (-) de la MF con relacién al control respectivo.

Expresion de diversos marcadores de superficie en iDCs

SN HLA-DR CD1la CD32 CD40 CD11b
# MF 1D SRt ¥ BAFCIAT U * [ S ™ = MF-IDL 9B 5 MF:213 97%
}I . M = I|il . —
Control fl I. I i| \ '
_L.I.EL_. :I _.I'l__‘__
o 4 - a o R - = kil S
¥ ME 10D W% ® SF-2TE D% ¥ BT T - BF 300 G Ed ME 170 9Fay
i 1| ol i 4 I| — IF i Ir.
1.3.11 H\ III Ill'l— ! 1 i
AFAY SR A SR . INA. ] ..
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Figura 1. Los histogramas muestran el porcentaje (%) de iDCs que expresan moléculas HLA-DR, CD1a, CD32, CD40 y CD11b
en presencia de SN obtenidos de CMN (control) o de lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar. El perfil de fluorescencia de-
bida al anticuerpo secundario se indica por el area blanca, el perfil de fluorescencia debida a las moléculas de superficie se indican

por el area negra.
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Proliferacion de linfocitos T alogénicos
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Figura 2. Proliferacion alogénica de LT inducida por iDCs de
dos individuos a la relacion 1:80. Las iDCs fueron tratadas pre-
viamente con los SN provenientes de CMN (control) o de las
células de adenocarcinoma pulmonar indicadas.

con respecto a los controles. La expresion de estas molé-
culas tampoco mostré cambios en la MF (Tabla II).

Por otro lado, se detecto reduccidn en la proliferacion
de LT alogénicos debida a iDCs tratadas previamente con
SN de las lineas tumorales. Como se muestra en la Figu-
ra 2, en el sujeto 1 la inhibicién encontrada vari6 de 40-
57%, mientras que en el sujeto 2 la inhibicion fue mayor
al 70%. Los porcentajes de inhibicion fueron obtenidos a
una relacion 1:80; un comportamiento semejante se ob-
tuvo en las distintas relaciones DCs:LT empleadas (datos
no mostrados).

DISCUSION

Con base al procedimiento reportado previamente?, el
empleado por nuestro grupo permitié generar DCs que
morfol6gica, fenotipica y funcionalmente pueden ser con-
sideradas en etapa inmadura. Morfol6gicamente, las cé-
lulas mostraron desarrollo de prolongaciones tipo
dendritas. Fenotipicamente, la poblacién celular no expre-
sO la molécula CD14 (presente en monocitos), incrementé
CD40 e indujo la expresion de novo de CDla. Ademas,
el bajo porcentaje de células que expresaron las molécu-
las coestimuladoras CD80 y CD86 asi como la ausencia
de la expresién de CD83 (moléculas presentes en mDCs)?
confirman el estadio de las DCs.

Existen reportes con relacion a la participacion de las
DCs en cancer, pero escasos estudios referentes a la(s)
alteracién(es) inducidas por células tumorales en los pro-
cesos de diferenciacion y/o maduracion de DCs. Reportes
empleando inmunohistoquimica han sugerido que el in-
cremento de DCs infiltrantes en tumores correlaciona con
un mejor pronostico#161920, De manera contraria, estudios
fenotipicos o funcionales en DCs infiltrantes obtenidas de
tumores de pacientes o de modelos animales han repor-
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tado deficiencias en las DCs asociadas a la inmuno-
supresion inducida por el tumort827-29,

En estudios in vitro, Kiertscher y colaboradores® han
descrito que la adicion de SN de lineas celulares de dis-
tintos carcinomas (colon, renal, pancreatico, etcétera)
incrementan en DCs la expresion de moléculas relaciona-
das con su maduracién y presentacion de antigeno. Sin
embargo, dicho efecto esta acompafiado de reduccion en
la sintesis de IL-12 asi como de apoptosis temprana de las
DCs, sugiriendo que a pesar de que las células tumorales
activan a las DCs, su muerte prematura evita la induccién
eficiente de la respuesta inmune antitumoral.

Durante la transformacion maligna, la célula presenta
alteraciones genomicas al azar que repercuten en la adqui-
sicion de caracteristicas genotipicas y fenotipicas particula-
res que conllevan o no a su manifestacion clinica. A pesar
de los grandes esfuerzos realizados para la identificacién de
los factores solubles liberados por las células tumorales, a
la fecha sélo se ha logrado un conocimiento parcial. Debi-
do aello, en la mayor parte de los estudios se han empleado
sobrenadantes obtenidos del cultivo de las células tumorales
con la finalidad de mantener la relacién de los diversos fac-
tores solubles liberados por las mismas®.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio demuestran
gue factores solubles secretados por células de adenocarci-
noma pulmonar, alteran la expresion de moléculas relacio-
nadas con el fenotipo y funcionalidad de las DCs. En gene-
ral, los SN de las lineas tumorales tendieron a alterar prin-
cipalmente la expresion de la molécula CD1ay, el porcen-
taje de células y la expresion de CD32. Se ha descrito que
durante la diferenciacion de monocitos a iDCs se induce la
expresion de la molécula CD1a, mientras que durante el
proceso de maduracion su expresién disminuye considera-
blemente3!. Con relacién a este marcador, la disminucién
en su expresion sugiere dos posibilidades: a) retardo en la
diferenciacion o, b) maduracion prematura de iDCs.

Se ha reportado que en el humano las iDCs expresan
preferentemente FcR (CD32)%222, el cual participa en la
fagocitosis de complejos inmunes* y que la disminucién en
su expresion sugiere un mayor grado de maduracion al-
canzado por las DCs*. Esta molécula posee en su domi-
nio intracelular una secuencia que participa en la genera-
cién de sefales inhibitorias*. En nuestros resultados, el
incremento tanto en el porcentaje de células como en la
expresion de CD32 sugiere la participacién de sefializacién
negativa que repercute en la funcionalidad de las DCs, (ver
mas adelante).

Se ha reportado previamente que la adicion de vitami-
na D,* o IL-10% a las DCs disminuye la induccion de
CD1a e incrementa la expresion de CD32, lo cual se ha
asociado con la diferenciacion de monocitos a
macrofagos®®. Es probable que un fenédmeno similar se
manifieste en nuestras condiciones metodolégicas, en el
cual pueda participar IL-10 u otros factores.

Ya que de manera particular, la linea tumoral 1.3.11
tendié a incrementar la expresion de la molécula HLA-DR,

Rev Inst Nal Enf Resp Mex



Alteracién en la diferenciacion de células dendriticas inmaduras humanas por adenocarcinomas pulmonares

los resultados obtenidos nos permiten proponer que las
lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar liberan dis-
tintos factores que afectan de manera diversa a las iDCs.
Actualmente estamos identificando algunos factores que
pueden ser liberados por estas células tumorales.

En conclusion, los resultados obtenidos nos permiten
sugerir que los adenocarcinomas liberan factores que apla-
zan la diferenciacion de las iDCs, favoreciendo caracteris-
ticas de células de tipo macréfago.

Katsenelson y colaboradores®” han reportado que el car-
cinoma pulmonar de células pequefias induce en las iDCs
reduccion drastica en el porcentaje de células con los mar-
cadores HLA-DR, CD1ay CD40. Estos resultados, diferen-
tes a los obtenidos por nosotros, pueden deberse a las ca-
racteristicas agresivas que muestra este tumor, comparado
con el adenocarcinoma pulmonar o bien, al distinto origen
precursor de las DCs empleadas por ellos (células CD34%).

A pesar de que los cambios fenotipicos observados en
nuestros resultados no fueron contundentes, las iDCs mos-
traron alteraciones en la capacidad para activar a LT alo-
génicos. Dichas alteraciones no parecen ser reversibles, ya
que la inhibicidn se mantiene aun en la ausencia de dichos
factores solubles. Este fenémeno pudiera ser resultado de
los cambios que, al nivel de membrana, tiene la expresion
de las moléculas estudiadas o de otras; por deficiencias en
las DCs para secretar citocinas que favorezcan la prolifera-
cion de LT o por el incremento en la expresion de citocinas
con actividad inmunosupresora que afecten la interaccion
DCs-LT. Sera importante determinar si la inhibicién induci-
da por las DCs se mantiene aiin en su etapa madura. Nos
encontramos estudiando algunas de estas posibilidades. Es
probable que si el fenémeno de inhibicion se presenta in
Vivo, sea responsable de la deficiente respuesta inmune an-
titumoral observada en los pacientes con cancer'®#’,

Recientemente se ha demostrado que la migracién de
DCs en etapa inmadura a ganglios linfaticos induce tole-
rancia de LT a los antigenos presentados por las DCs%+°,
Posiblemente las células neoplasicas generen tolerancia a
los antigenos tumorales, manteniendo a las DCs en su eta-
pa inmadura. Seran necesarios mas estudios para anali-
zar esta posibilidad.

En los dltimos afios, se han realizado esfuerzos para el
empleo de DCs como estrategia inmunoterapéutica en pa-
cientes con cancer. Sin embargo, en algunos de ellos no se
observa regresién del tumor tras la administracion de las
DCs*41, El uso de DCs, en pacientes con cancer pulmonar,
plantea la necesidad de profundizar en los mecanismos de
evasion de los carcinomas pulmonares y su efecto sobre la
diferenciacién, maduracion y funcionamiento de DCs. Lo
anterior permitira en el futuro, el disefio de estrategias soli-
das y eficientes de la inmunoterapia, basada en el uso de
DCs, en contra de los carcinomas pulmonares.

CONCLUSIONES

Las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar libera-
ron factores solubles que indujeron cambios fenotipicos y
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funcionales en el proceso de diferenciacion a iDCs. Estos
cambios se manifestaron principalmente por disminucién
en la expresion de CD1a, incremento en el porcentaje de
células y en la expresion del marcador CD32 e inhibicién
de la proliferacion de LT alogénicos. Estas alteraciones
sugieren un desvio en la ruta de diferenciacion de
monocitos hacia iDCs que manifiestan un mayor caracter
macrofagico.
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