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“El juicio a Galileo comenzo el 12 de
abril de 1633 en Roma. A principios de
ese ano, la Santa Inquisicién le notifica
su obligacion a presentarse ante el
Tribunal Eclesiastico por negar la
“verdad infalible” de que la Tierray no
el Sol erael centro del Universo.

Ante la presion de sus juzgadores y la
posible sentencia de ser quemado vivo
en la hoguera abjura a sus ideas en
junio del mismo afio.

Segun la tradicion, después de su
arrepentimiento  Galileo murmura la
frase “Eppur si muove’ (“y sin
embargo se mueve’) finalmente su
sentencia se conmuta por arresto
domiciliario a perpetuidad.

“En cuestiones de Ciencia, la autoridad de mil no vale lo que el humilde
razonamiento de un solo individuo®

Galileo Galilei
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MELANOMA

En la actualidad los distintos tipos de cancer constituyen uno de los
principales problemas de salud publica a nivel mundial. La mortalidad por cancer
so0lo es rebasada por las afecciones cardiovasculares. De acuerdo con datos
publicados por la OMS, se registran entre 2 y 3 millones de nuevos casos de
cancer de piel cada afio en el mundo, y de estos, alrededor de 130 mil
corresponden a melanoma maligno. De acuerdo con la misma organizacidon esta
tendencia va en aumento debido a 2 razones principales, el cambio de
costumbres de la poblacién mundial, donde cada vez es mas frecuente la sobre-
exposicion a los rayos solares principalmente durante la infancia, asi como el
deterioro de la capa de ozono y por lo tanto la pérdida de su importante papel
filtrador de rayos UV. De hecho se sabe desde hace tiempo que el sistema
inmunoldégico es vulnerable a la radiacion UV que disminuye su efectividad por
modificaciones en la actividad y distribucion de las células encargadas de

conducir las respuestas inmunolégicas?’.

El melanoma maligno aunque tiene mucho menor prevalencia que otros
canceres de piel posee dos caracteristicas que los hacen de importancia clinica:
es el més letal y, su incidencia ha incrementado significativamente en 4% anual
desde 1970.

Una situacién particularmente grave del melanoma maligno, es que se le da
poca atencién a las lesiones premalignas, por lo que cuando se realiza el
diagndstico, el tumor ya ha rebasado la membrana basal de la epidermis. Debido
a la gran capacidad de invasion y de metastasis, aproximadamente el 50% de los

pacientes muere dentro de los primeros 5 afios?.

Se han descrito varios factores de riesgo para desarrollar melanoma
maligno:
a) Nevos nevociticos abundantes. Es el principal factor de riesgo en
poblaciones caucasicas.
b) Exposiciones intensas, continuas o intermitentes a radiacién UV solar,

en particular en sujetos de piel blanca.



DIAGNOSTICO DE MELANOMA

El diagnostico clinico de melanoma maligno se facilita cuando se emplea el

sistema ABCD, para la evaluacidn de lesiones pigmentadas de la piel.

A (Asimetria)

Los melanomas tempranos frecuentemente son
asimétricos, si trazamos una linea a la mitad de la
lesiéon generalmente no podemos obtener mitades

iguales

B (Bordes)

Los bordes de los melanomas tempranos no son

faciles de distinguir o no estan bien delimitados.

C (Color)

Los melanomas tempranos frecuentemente
experimentan cambio de color en algunas &reas con
sombras cafés y negras aunque pueden ser de otros

colores.

D (Diametro)

Los melanomas tempranos frecuentemente son de

mayor tamafio que los lunares (diametros mayores a

0.75 cm aunque pueden ser menores)

Los melanomas malignos muestran dos patrones béasicos de crecimiento. En
primer lugar tenemos el crecimiento radial, que originalmente no es invasivo y en
caso de evolucionar pasa a serlo, y en segundo lugar, el crecimiento vertical que

como regla es invasivo.




Epidermis . *

Dermis

Hipodermis -
Crecimiento radial Crecimiento radial Crecimiento vertical
(fase no invasiva) (fase invasiva) (fase invasiva)

Los melanomas incipientes cuando estan en fase de crecimiento radial, sea
este invasivo o no invasivo, pueden curarse por completo por escision quirurgica.
Si el tumor llega a la dermis (atravesando la membrana basal epidérmica) por
medio del crecimiento vertical, las posibilidades de curacién se reducen
considerablemente, debido a que las células tumorales ahora se encuentran en
contacto con vasos sanguineos y linfaticos, lo que favorece el desarrollo de

metastasis®.

El diagndstico especifico del melanoma maligno requiere la evaluacion
histolégica de una biopsia. El anatomopat6logo debe comprobar el diagnéstico de
melanoma maligno sobre la base del aspecto caracteristico de las células
tumorales. Ademds debe reportar el estado de los bordes de reseccidn quirdrgica,
asi como valorar el grado de penetracion del tumor. El sistema mas comiUnmente
empleado para este fin es el de Clark. En este, se emplea una escala de cinco

niveles referidos con nimeros romanos como sigue:

Niveles de Clark para valoracion de melanoma maligno

l. Tumor localizado a la epidermis
1. Tumor en dermis superficial (papilar)

I1l. Tumor invade completamente la dermis papilar sin llegar a la

reticular
V. Tumor que invade toda la dermis reticular
V. Tumor que rebasa la dermis reticular

La sobrevida a cinco afios de los pacientes con melanoma maligno,

disminuye significativamente en la medida en que el nivel de Clark es mayor.



Otro sistema empleado para valorar los melanomas malignos se conoce
como mediciéon del indice de Breslow*. En estos casos, se adapta al microscopio
un sistema micrométrico disefiado para medir con precision en espesor del tumor.
Las lesiones con espesor menor a 1 mm, tienen el mejor prondstico con muy
pocas posibilidades de diseminacion metastasica. Los tumores con espesor mayor
a 1 mm implican un pronéstico mas sombrio®. Si bien existen muchos trabajos
gue correlacionan el indice de Breslow con el prondstico del paciente en estudio,
en la practica es mas comun emplear el sistema de Clark que no requiere del

micrémetro.

Una vez que se cuenta con la informacién anatomopatoldégica completa, el
médico tratante puede aplicar el sistema TNM para situar al paciente en un grupo

prondstico especifico, que se conoce como “etapa”.

Aplicado especificamente al caso del melanoma maligno, el sistema TNM se

maneja como sigue:

La letra T que significa tumor. Valora el grosor del tumor y si estd o no

ulcerado

La letra N valora si el melanoma se ha propagado a los ganglios linfaticos

(lymphoid node)
La letra M indica si hay metéstasis a 6rganos distantes.

La etapa se describe usando 0 y nimeros romanos del | al V. Las mejores

tasas de sobrevida a cinco afios se observan con ndmeros menores.

Los posibles valores de la T son:

TX: No se puede evaluar el tumor primario

TO: No existe evidencia de tumor primario

Tis: Melanoma in situ (no ha invadido)

T1: El melanoma es menor que o igual a 1.0 mm de grosor sin ulceracién y nivel
Clark Il o Ill (vea Tay Th)

T2: El grosor del melanoma mide de 1.01 a 2.0 mm con o sin ulceracién

T3: El grosor del melanoma mide de 2.01 a 4.0 mm con o sin ulceracién



T4: El grosor del melanoma mide méas de 4.0 mm con o sin ulceracion
Cualquier Ta = no ulcerado

Cualquier Tb = ulcerado

Los posibles valores de la N dependen de si se realiz6 una biopsia de
ganglio linfatico.
NX: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO: No existe metéstasis en los ganglios linfaticos regionales
N1l: Metéastasis en un ganglio linfatico
N2: Metéastasis en 2 6 3 ganglios linfaticos o propagacion del melanoma a la piel
gue va hacia un area cercana al ganglio linfatico
N3: Metéstasis en 4 o mas ganglios linfaticos o propagacion a la piel que va
hacia un area cercana al ganglio linfatico y al ganglio(s) linfatico(s).
Cualquier Na significa que el melanoma se observa solamente bajo el
microscopio.
Cualquier Nb significa que el melanoma en el ganglio linfatico es visible a simple

vista.

Los valores de la letra M son:

MX: La presencia de metastasis a distancia no puede ser evaluada

MO: No hay metastasis

Mla: Metastasis a la piel o tejidos subcutaneos (debajo de la piel) o a ganglios
linfaticos distantes

M1lb: Metastasis al pulmon

Mlc: Metastasis a otros 6rganos

En el sistema TNM, el médico usa cada letra (T,N,y M) y un ndmero
correspondiente. Por ejemplo, un melanoma puede ser clasificado como T2, NO,
MO.

TASA DE SUPERVIVENCIA

Para que esta informacion se méas comprensible, algunas de las
descripciones TNM pueden ser agrupadas en un grupo simple de etapas
(estadios) del 0 al IV.?



Etapa O: Tis, NO, MO. Sobrevida a los 5 afios de 97%.

Etapa I: T1, NO, MO y T2, NO, MO. Sobrevida a los cinco afios de 90 a 95%.
Etapa Il: T3, NO, MO y T4, NO, MO. Sobrevida a los 5 afios de 85%.

Etapa Ill: Cualquier valor de T, N1 o N2 y MO. Sobrevida a los 5 afios de 45%.
Etapa 1V: Cualquier valor de T y cualquier valor de N con M1. Sobrevida a los 5

afios de 10%.

Otros factores de riesgo para la supervivencia: La edad es otro factor que
afecta la supervivencia. En cada etapa, las personas de mayor edad tienen una
supervivencia menor. La supervivencia disminuye aun mas a partir de los 70
afios. Las personas infectadas con HIV también tienen un riesgo mayor de morir

si contraen melanoma.®

CLASIFICACION TOPOGRAFICA DEL MELANOMA

De acuerdo a su tamafio y localizacidon los melanomas se pueden clasificar

en 4 grandes grupos®’®

Melanoma de extensién superficial. Es el tipo mas comun siendo alrededor del 70% de
los casos, se caracteriza por ser aplanado carente de crecimiento vertical, puede permanecer
mucho tiempo en esta fase. Se presenta como una placa descolorida con bordes irregulares y
variaciones de color pueden ser localizadas en cualquier parte del cuerpo, pero son mas frecuentes

en el tronco en varones, en las piernas en mujeres, y en la espalda en ambos sexos.

Melanoma lentigo maligno. Es similar al de extensidén superficial, aunque se
puede formar una pequefia elevacion de la lesion, también puede permanecer
largos periodos sin crecimiento vertical, este tipo de melanoma in situ es mas

frecuente en la vejez en zonas expuestas cronicamente el sol.

Melanoma acral lentiginoso. Aunque también se extiende superficialmente,
este tipo tumoral difiere de los dos primeros ya que usualmente aparece como
manchas cafés o negras debajo de las ufias, en la planta de los pies y en las

palmas; con frecuencia aparece en personas de piel oscura.



Melanoma nodular. Este tipo es invasivo y se reconoce por la formacion de
nédulos sobresalientes, por su color negro y por localizacién en tronco, piernas,

brazos y cabeza. Este tipo tumoral ocupa del 10 al 15 % de los casos.

TERAPIAS EXISTENTES CONTRA EL MELANOMA

Tipos de cirugia contra el melanoma®*°

Escision simple: Los melanomas de poca profundidad pueden curarse por
completo mediante una cirugia relativamente menor llamada escision simple. El
tumor es extirpado junto con una pequefia porcion de piel normal en los bordes.
Se llaman méargenes a la piel sana y normal que esta limitando al tumor. Los

margenes deben ser cuando menos 2.0 cm.

Reescision (escision amplia): Cuando un diagnéstico de melanoma es
establecido por la biopsia, serd necesario volver a hacer una escisién en el area.
Se eliminara mas piel del area del melanoma, y el tejido extraido se examinaré

para asegurarse de que no queden células cancerosas en la piel.

Grosor del tumor Margenes recomendados
In situ 0.5 cm

Menos de 1 mm 1lcm

la2mm la2cm

2a4 mm 2cm

Més de 4 mm Por lo menos 2 cm

Amputacién: Si el melanoma esta en un dedo del pie o de la mano, el
tratamiento pudiera requerir la amputacion de ese dedo. Con anterioridad, se
trataban algunos melanomas de los brazos y las piernas mediante amputacion,
pero en la actualidad este procedimiento ya no se utiliza ya que existen estudios
gue han demostrado que la escision amplia de los melanomas del brazo y de la

pierna es tan eficaz como la amputacion.



Reseccion de los ganglios linfaticos: Una vez hecho el diagndstico del
melanoma, el médico examinara los ganglios linfaticos mas cercanos al
melanoma. Si los ganglios linfaticos no estdn aumentados de tamafio se puede
hacer una biopsia del ganglio linfatico centinela®®. Si el ganglio linfatico centinela
no tiene tumor, es muy poco probable que los demdas ganglios tengan metéastasis,
por lo que se evita su reseccion. Por otro lado, si el ganglio linfatico centinela es

positivo para metastasis, se recomienda la linfadenectomia radical.

Como puede apreciarse en el sistema de etapificacién basado en TNM, la
presencia de metéstasis ganglionares traduce un pronostico mas sombrio que el

observado en los pacientes sin ganglios afectados por el tumor.

Cirugia del melanoma metastatico En general los pacientes con
metéstasis extraganglionares se consideran inoperables. Las indicaciones de
cirugia en estos pacientes incluyen casos en los que el implante metastatico
permite un abordaje sencillo y completo, o en los casos en que la extirpacién
quirargica represente ventajas en la calidad del paciente, como puede ser el caso

de los que tienen metastasis cerebrales.

Tipos de Quimioterapia contra el melanoma®*?*?

La quimioterapia es un tratamiento con medicamentos que destruyen las
células cancerosas. La quimioterapia sistémica utiliza medicamentos contra el
cadncer que se inyectan generalmente en una vena o se administran por via oral.
Estos medicamentos viajan a través del torrente sanguineo y atacan a las células
cancerosas que ya se han propagado mas allad de la piel para afectar los ganglios

linfaticos y otros 6rganos.

Los medicamentos utilizados en la quimioterapia destruyen las células
cancerosas, pero también afectan células normales, en particular aquéllas que se
encuentran en tejidos con recambio importante como es el caso de la médula
O0sea, los epitelios mucosos del tracto digestivo y los queratinocitos epidérmicos
y los asociados con los foliculos pilosos. Por lo anterior debe prestarse atencidn

a los efectos secundarios, que dependen del tipo de medicamento, de la cantidad



administrada y de la duracion del tratamiento. Entre los efectos secundarios
temporales de la quimioterapia sistémica pueden encontrarse las nauseas y

vomitos, la pérdida del apetito y la caida del cabello.

La lesién a las células de médula dsea traduce disminucion en los recuentos
celulares en sangre periférica, en particular de eritrocitos y leucocitos

neutrofilos, lo que traduce:

§ Mayores probabilidades de infeccién
§ Sangrado o hematomas después de cortaduras o lesiones menores

§ Cansancio

Para el melanoma en la etapa IV se pueden utilizar varios tipos de
quimioterapias sistémicas. Aunque por lo general, la quimioterapia no es tan
eficaz en el melanoma como en otros tipos de cancer, puede aliviar los sintomas

o prolongar la vida de algunos pacientes con melanoma en etapa IV.

Los quimioterdpicos que se utilizan con mas frecuencia para tratar al melanoma

incluyen:

§ Dacarbazina (llamada también DTIC), sola o en combinacion con otros
guimioterdpicos como la carmustina (conocida también como BCNU) y el
cisplatino. La combinacion de estos 3 quimioterapicos, junto con el
tamoxifeno (un medicamento de terapia hormonal utilizado con més
frecuencia para tratar el cancer de la mama) es llamada "régimen de
Dartmouth".

§ EIl cisplatino, la vinblastina y la DTIC es otra combinacion de quimioterapia
para tratar el melanoma.

§ La temozolomida es un nuevo medicamento que presenta la misma
efectividad que la DTIC en cuanto a destruccion de células tumorales pero

con la ventaja que se puede administrar en forma de pastilla.

Los estudios recientes indican que la combinacién de varios quimioterapicos
con uno o mas medicamentos de inmunoterapia pudiera ser méas eficaz que un
solo medicamento de quimioterapia. Las combinaciones de quimioterapia

combinadas con medicamentos de inmunoterapia incluyen el alfa-interferén o la
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interleucina-2 Este tipo de tratamiento también se conoce como

bioquimioterapia.

La perfusion de extremidades aisladas es un tipo de quimioterapia
experimental utilizado algunas veces para tratar los melanomas metastasicos
limitados a los brazos y las piernas. Este método separa temporalmente la
circulacion de la extremidad en cuestién del resto del cuerpo e inyecta altas
dosis de quimioterdpicos en la arteria que alimenta la extremidad. Esto permite
gque se administren altas dosis al area del tumor sin exponer a los drganos
internos a estas dosis que, de lo contrario, podrian causar graves efectos
secundarios. El melfalan es el medicamento usado mé&s cominmente para este

procedimiento de quimioterapia.

Tipos de Radioterapia contra el melanoma

La radioterapia utiliza rayos de alta energia o particulas para destruir las
células cancerosas. La radioterapia externa enfoca la radiaciéon desde fuera del
cuerpo sobre el tumor de la piel.

La radioterapia no se usa generalmente para tratar el melanoma primario
localizado en piel. Sin embargo, se puede usar para tratar el melanoma
recurrente, ya sea en la piel o en los ganglios linfaticos, si no se puede extraer
completamente mediante cirugia. También se puede utilizar para evitar la

metastasis.

Quizas la funcién principal de la radioterapia sea el alivio de los sintomas
de las metéstasis al cerebro o a los huesos. Por ejemplo, una metastasis de
melanoma al cerebro pudiera causar paralisis, mareos intensos u otros sintomas
gue se pueden aliviar temporalmente mediante radioterapia.

Tipos de Inmunoterapia contra melanoma?®***°:1®

La inmunoterapia mejora y estimula el sistema inmunolégico de un
paciente para que reconozca y destruya las células cancerosas con mas eficacia.
Hay varios tipos de inmunoterapia que se utilizan en el tratamiento de pacientes

con melanoma avanzado.
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Terapia con citocinas. Dos citocinas, el alfa-interferon y la interleucina-2,
pueden ayudar a estimular la inmunidad en los pacientes con melanoma. Ambos
medicamentos pueden ayudar a reducir el tamafio de los melanomas metastasicos
(etapas 111 y 1V) entre el 10% y el 20% de los pacientes.

Los efectos secundarios de las citocinas pueden incluir fiebre, escalofrios,
dolores y cansancio intenso. La interleucina-2, especialmente en altas dosis,
puede causar secuestro de liquidos al tercer espacio lo que se asocia con intenso

malestar general. En algunos casos es necesario hospitalizar a estos pacientes.

Interferén alfa 2b: Los pacientes que tienen melanomas profundos a menudo
tienen células cancerosas que se desprenden del melanoma primario y viajan a
otras partes del cuerpo, y es en estas circunstancias que el interferén-alfa2b se

puede utilizar como terapia adyuvante.

En diversos estudios se ha demostrado que se tienen que administrar altas
dosis de interferon para que la terapia sea eficaz. Sin embargo, muchos
pacientes no pueden tolerar los efectos secundarios que ocasionan las altas dosis
de interferon. Los efectos secundarios del interferon alfa2b incluyen fiebre,
escalofrios, dolores y cansancio intenso. También puede afectar al corazén y el
higado, por lo que los pacientes deben recibir seguimiento por parte de un
oncélogo con experiencia en este tratamiento.

El interferon alfa2b que se les administra a los pacientes de melanoma en
etapa Ill después de la cirugia puede retrasar la recurrencia del melanoma. Al
tomar la decisién de usar la terapia adyuvante, los pacientes y sus médicos
deben considerar los posibles beneficios y efectos secundarios de este
tratamiento. El interferén pudiese también administrarse como parte de un

régimen de bioquimioterapia para los pacientes en etapa IV de melanoma.

Terapia de vacunas: Las vacunas contra el melanoma son terapias

experimentales que aun no han probado sus beneficios.

El principio de las vacunas contra el melanoma es similar al de las empleadas
para las enfermedades virales, en las que se emplean virus debilitados o partes
del virus que no son patogénicas, de modo que el sistema inmune se estimule

para la destruccion viral. De manera semejante, los antigenos del melanoma
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pueden inyectarse en pacientes con la intencion de estimular al sistema inmune.
En general, las células de melanoma o los antigenos aislados se encuentran
mezclados con sustancias estimulantes del sistema inmune. Desafortunadamente
la manufactura de una vacuna antitumoral representa muchos méas problemas que
la de una para combatir virus. En algunos casos el problema reside en la
limitacion para elaborar cantidades suficientes como para probarse en
poblaciones amplias de pacientes.

Actualmente hay estudios clinicos que se estan realizando en la actualidad
para probar el valor del tratamiento con vacunas en pacientes de melanoma en
etapas Ill o IV, a veces combinadas también con la terapia de citocinas. Estos

estudios han estado progresando lentamente y sus resultados han sido ambiguos.

Inmunoterapia con BCG.

Actualmente se ha aislado a partir del bacilo Bacillus Calmette Guerin
(BCG) y de Mycobacterium tuberculosis una proteina resistente al choque de
calor (hsp) de 65 kDa que se encuentra conservado en un gran numero de
micobacterias, que estimula los efectos antitumorales de la terapia de BCG, la
cual ha tenido una efectividad bastante aceptable y ha sido ampliamente
utilizada, recientemente se ha demostrado en cultivo que a células de melanoma
de la linea B-16 a las que se les ha transfectado el gen de éste antigeno de
65kDa y posteriormente se les aplica una inmunoterapia de BCG se aumenta el

efecto antitumoral®’.
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INMUNOTERAPIA
HISTORIA DE LA INMUNOTERAPIA

Una de las cuestiones mas controversiales en el &mbito de la inmunologia y la
oncologia por méas de un siglo ha sido “¢Puede el sistema inmune reconocer
y eliminar tumores malignos?” multiples respuestas se han dado a esta
cuestién algunas a favor, otras en contra, dependiendo de las teorias

inmunoldgicas dominantes en el momento.

Parish,’® en su excelente articulo de revisién, menciona que la primera
implicacién terapedtica que se le dio al sistema inmune con respecto a distintos
tumores malignos fue en el siglo XIX, por William Coley, quien observo que en
pacientes cancerosos que presentaban un cuadro de infecciones febriles, en
algunos de ellos se presentaba una reduccién aparentemente espontanea del

tumor.

En 1893 Coley'® noté que al inyectar una suspensién

e de un cultivo de estreptococos a pacientes con cancer en

N 3 algunos de los casos los tumores sufrian regresion,

&

inmunoldgico resultando en la eliminacion del tumor. Al

E*- explicando que esta infeccién estimulaba al sistema

preparado bacteriano que uso6 se le conocié como “toxina

de Coley”. Afios después, Ehrlich?® (1909) propuso que de

no ser por el sistema inmunolégico el nimero de nuevos
casos de cancer y su tasa de crecimiento serfa muy superior a la observada. Sin
embargo, el estudio de la participacién del sistema inmunoldgico contra distintos
tumores fue abandonado por varias décadas, y no fue sino hasta los afios 30 en
gque se retomo la idea de regular la aparicion y crecimiento de tumores via el
sistema inmunolégico.

Woglom,?!

en 1929, mediante un estudio de homo y auto transplantes de
tumores demostré el rechazo de transplante de tumores incluso en el caso de
auto transplantes, por lo que planted la existencia de antigenos asociados a los
tumores (AAT) y que estos eran los responsables del rechazo. Sin embargo, en
es0s momentos estaba en apogeo la teoria de la delecion de linfocitos auto

inmunes durante la vida prenatal, establecida por Burnet, que negaba la
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posibilidad de que el sistema inmunolégico pudiera responder ante células
malignas, ya que se asumia que las células transformadas eran indistinguibles de
las normales, asi mismo, se rechazaba la existencia de AAT simplemente
alegando que el rechazo de los transplantes era un artefacto de la técnica. Es de
notar que el mismo Burnet, que durante los afios cincuenta decia que era
imposible la inmunoterapia contra el cancer, en 19672%% publica su teoria de la
Inmunovigilancia donde propone que los linfocitos se encuentran continuamente
patrullando los tejidos en busca de células transformadas, eliminandolas

presumiblemente via reconocimiento de AAT.

Posteriormente en los afios setenta los inmundlogos tedricos aducian que
era poco probable que el sistema inmunoldgico hubiera evolucionado para
reconocer y rechazar células malignas, argumentando que las infecciones agudas
son mucho mas agresivas, sobre todo para la poblacién juvenil, lo que implica
una mucho mayor presiéon evolutiva, al mismo tiempo que se publicaron
evidencias en contra de la inmunovigilancia, como el hecho de que ratones
atimicos tienen la misma proporcién de tumores que los silvestres; y que la
eficiencia de la delecion timica de células auto inmunes es total. Posteriormente,
en los afios ochenta el punto de vista cambié nuevamente, ya que se demostro
que la delecion timica no era tan efectiva, ya que algunas clonas autoreactivas

podian escapar de los procesos de maduracion.

Mé&s tarde, se logrd la caracterizacién de una gran cantidad de AAT, y se
reforzé la teoria de la inmunovigilancia con la caracterizacién de las células
presentadoras de antigenos. Pero quizas uno de los mejores argumentos para
apoyar a la inmunoterapia es que las células malignas poseen un genoma muy

13.14 Es de notar

inestable, lo que permite la apariciéon de nuevos AAT especificos
qgue en los afios noventa y a principios del presente siglo se ha demostrado que
las Células Dendriticas (CD) presentadoras de antigenos son capaces de
presentar AAT e inducir respuestas inmunoldgicas. Por otro lado, también se ha
demostrado que una gran variedad de ratones inmunodeficientes presentan una
muy alta incidencia de tumores, lo que implica al sistema inmune innato como un

importante mediador de la respuesta antitumoral.

Sin embargo, montar un sistema de inmunoterapia ideal resulta muy

complicado ya que se requiere entre otras cosas: grandes cantidades de
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linfocitos T citotéxicos (LTc) especificos para AAT, Células Presentadoras de
Antigenos (CPA) con moléculas coestimulatorias como B7.1 y B7.2, el sistema
inmune innato debe liberar sefiales de emergencia como las citocinas
inflamatorias IL-1, IL-6, IL-12, IFN-g y por tanto la regulacién de una respuesta
inmune Thl, asi como el efecto mediado por los receptores CD40-CD154
presentes en linfocitos y CPA respectivamente, que condicionan una regulacion
positiva en la maduracion de las CPA, en términos de expresion de moléculas
MHC y B7.2% Por otro lado, aunque la mayoria de los tumores no comparten AAT,
se necesita inducir una proliferacién de LTc en términos de MHC, ademas de
disminuir los mecanismos de evasion inmunitaria por parte de las células

tumorales.?*

En este sentido se puede decir que la inmunidad contra tumores depende de
una activaciéon inicial efectiva y la subsecuente proliferaciéon de la respuesta de
linfocitos CD8+ antigeno-especificos, asi como del aumento de la concentracion
de citocinas en el microambiente. Lo anterior se ha logrado desarrollando la
“terapia citosina-génica” que consiste en introducir genes de citocinas en células
tumorales autélogas®®>. También se han fabricado quimeras constituidas por la
fusién de citocinas y anticuerpos especificos del tumor conocidas como
inmunocitocinas, donde el anticuerpo se une a las células tumorales, mientras

que la citosina estimula a las células inmunitarias directamente contra el tumor?*?

Especificamente en el caso del melanoma maligno, los sistemas de
inmunoterapia se iniciaron empleando vacunas con lisados de células tumorales.
Desafortunadamente los resultados no fueron significativos, por lo que se
intentaron nuevos abordajes como el empleo de células dendriticas presentadoras
de antigenos (CD) fusionadas con células de melanoma?® o CD modificadas

genéticamente para expresar antigenos tumorales como el MART-1%728,

EVASION TUMORAL A LAS RESPUESTAS INMUNOLOGICAS

Los tumores malignos como el melanoma son capaces de desarrollar
distintos mecanismos que modulan al sistema inmunolégico para que no se

desarrollen respuestas en su contra. En conjunto dichos fendmenos se conocen
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como Mecanismos de Evasion Tumoral, los cuales pueden ir desde que las células
tumorales pasen desapercibidas hasta la induccion de tolerancia. Algunos de los
mecanismos de evasion tumoral pueden deberse a distintos procesos como la
liberacién de antigenos, enmascaramiento de antigenos, regulacién de células

efectoras o inhibidoras, o a la conjuncién de varios de ellos.

En tumores inducidos experimentalmente se ha observado que las células
malignas cuentan con una menor cantidad de MHC | en su superficie, lo que las
hace poco susceptibles a linfocitos T citotdxicos (LTc), si a estas células se les
induce la elevacién de MHC | mediante tratamiento con IFN-g entonces si pueden
ser atacadas por LTc. Otro mecanismo utilizado por las células tumorales lo
comparten con los virus, inactivando los genes de las proteinas transportadoras

de antigenos?®

En una gran cantidad de tumores el sistema inmunolégico adaptativo es
capaz de disparar respuestas inmunoldgicas contra ellos, sin embargo, para ello
se requiere que las células tumorales o que las CPA cuenten con una cantidad
adecuada de MHC Il y moléculas coestimulatorias como las B7, por lo que uno de
los principales mecanismos de evasion es que las células transformadas carezcan
de dichas proteinas de superficie o bien inducir que las CPA también carezcan de

ellos®°.

Otros mecanismos tienen que ver con la pérdida o liberacion de aquellos
antigenos que puedan ser reconocidos por el sistema inmunolégico, estos
mecanismos son caracteristicos de tumores con crecimiento rapido, y se debe
tanto a la elevada tasa de mitosis como a la gran inestabilidad genética, lo que
tiene como resultado una elevada incidencia de mutaciones y deleciones, por lo
gue los genes que codifican a los AAT, pueden perderse facilmente, siempre y

cuando no sean genes relacionados con el crecimiento o proliferacion celular®®.

Un mecanismo de evasion inmunolégica méas consiste en que las células
tumorales suprimen la actividad del sistema inmunitario mediante la produccion
de citocinas, como por ejemplo el factor transformante de crecimiento beta (TGF-
b) que es secretado por muchos tumores e inhibe la proliferacion linfocitaria, o la

secrecién del ligando de Fas (FasL) induciendo la apoptosis de los linfocitos 32
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Otro mecanismo es que los antigenos de algunos tumores induzcan
tolerancia al ser autoantigenos y que hayan sido detectados por el sistema
inmune cuando estaba en desarrollo, o bien que los antigenos no sean

inmundégenos sino tolerégenos y que sean reconocidos por linfocitos maduros *3

CITOCINAS INVOLUCRADAS EN LA INMUNIDAD ANTITUMORAL

En algunas investigaciones se ha demostrado claramente la participacién de
algunas citocinas en la estimulacion de respuestas inmunoldgicas contra distintos
tumores. A un grupo de pacientes con melanoma en fase Ill y IV, se les someti6
a inmunizacion con péptidos antigénicos derivados del tumor, como gpl00, 2
veces a la semana durante 8 semanas, algunos de los pacientes recibieron el
antigeno junto con IL-12 para evaluar la respuesta inmune en términos de
produccién de interfer6n gama, encontrando que en aquellos pacientes
inmunizados con IL-12 la respuesta inmune fue superior y estuvo mediada por
una gran respuesta celular CD8+, en comparacion por la presentada en aquellos
gque no recibieron IL-12. Estos resultados sugieren que la IL-12 puede actuar
como un sefial distinta al TCR y a las moléculas coestimuladoras que revierte la

tolerancia expandiendo las clonas de CD8+.3438

En algunas inmunoterapias, se han utilizado distintas citocinas para
estimular las respuestas antitumorales contra melanoma, Rosenberg utilizé IL-2
para estimular respuestas inmunes e inducir reduccion de los tumores de
pacientes con melanoma, encontrando casos que iban desde una total remisién
hasta una parcial reduccion de las lesiones.?*?*° Por otra parte Fushimi*!, demostr6 que
la proteina inflamatoria 3a de macrofagos (MIP3) estimula la migracion de CD hacia los tumores y

suprime el crecimiento tumoral.
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CELULAS DE LANGERHANS Y EL SISTEMA DE CELULAS DENDRITICAS
CELULAS DENDRITICAS

El que un individuo sea capaz de montar una respuesta imunitaria adecuada
depende de la interaccién concertada entre la inmunidad innata y la adaptativa.
La inmunidad innata, antigeno no especifica, se caracteriza por reconocer
rapidamente a los patdgenos, inducir dafio tisular y contar con la capacidad de

alertar a las células de la inmunidad adaptativa.

Este tipo de respuesta cuenta con la participacién de células fagociticas,
linfocitos NK, el complemento y los interferones, que utilizan una serie de
receptores que reconocen patrones moleculares compartidos por distintos
patégenos, como por ejemplo el lipopolisacarido bacterial (LPS), carbohidratos, o
ARN viral de doble hebra. Gracias a la presién evolutiva se desarrollé la
inmunidad adaptativa, que cuenta con la capacidad del rearreglo de los genes de
las inmunoglobulinas, lo que permite la produccion de una gran diversidad de
clonas celulares antigeno especificas y por lo tanto posee la capacidad de
desarrollar memoria inmunolégica. Sin embargo este sistema necesita ser
preinstruido y regulado fundamentalmente por células presentadoras de
antigenos (CPA). A diferencia de los macrdfagos las células dendriticas, que son
células presentadoras de antigenos, son las Unicas células capaces de inducir
respuestas inmunolégicas primarias, que inducen el establecimiento de memoria

inmunolégica.

Este grupo de células se encuentra distribuido en todo el organismo
formando un sistema celular Illamado “Sistema de Células Dendriticas” (SCD). Las
células de este sistema, se caracterizan por presentar abundantes proyecciones
citopldsmicas que justifican su nombre. Carecen de desmosomas vy
tonofilamentos; expresan el antigeno comun leucocitario CD45, asi como
abundantes moléculas clase | y Il del Complejo Principal de Histocompatibilidad
(CPH). Sin embargo presentan otras caracteristicas fenotipicas segun el 6rgano
en el que se encuentren, reflejando su actividad con respecto al microambiente

en el que se localizan.*?*3
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HISTORIA DE LAS CELULAS DE LANGERHANS
Este tipo celular fue observado por primera vez en 1868, por Paul
Langerhans quien notdé la presencia de una poblacién celular dendritica

intraepidérmica localizada basal o suprabasalmente.**

Langerhans y otros autores escribieron acerca de su funcién, clasificandolas

como células del sistema nervioso®*®46.

Sin embargo la “Teoria Neural” de las
células de Langerhans se derrumbd con la llegada del microscopio electrdnico,
evidenciando que su ultraestructura era diferente a la de las células nerviosas y
z , . 47 -z
gue ademas se podian encontrar en tejidos denervados®’, aunque quiza el
principal hecho para objetar dicha teoria fue que nunca se observaron conexiones

entre estas células y las terminaciones nerviosas de la dermis*®.

A partir de los afios 40’s se retomd el estudio de este linaje celular, pero
ahora relacionandolas con un origen melanocitico®. Se pensé que las CL eran
melanocitos desgastados o que habian perdido su capacidad de sintetizar
pigmentos y que migraban a estratos superiores, y junto con los queratinocitos,
eran descamadas. Esta teoria tenia su fundamento en que ambas células son
dendriticas, residen en la epidermis (siendo los melanocitos basales y las CL
suprabasales), ademéas de que ambas reaccionan con algunas sales metalicas: los
melanocitos son argentafines mientras que las CL son aureofilicas. Esta teoria
fue desechada porque, al estudiar la ontogenia de los melanocitos, se observo
gue las CL ya estaban presentes en la epidermis mientras que los melanocitos
todavia no se encontraban o se encontraban inmaduros. Ademas cuando se
estudiaron ratones a los que se les habian removido experimentalmente las
crestas neurales, se observdé en la epidermis una ausencia de melanocitos

mientras que las CL si estaban presentes.

Finalmente Birbeck demostrd notables diferencias ultraestructurales entre
melanocitos y CL, ya que estas Ultimas son células con citoplasma claro, con una
envoltura nuclear notoriamente plegada con abundantes surcos que
ocasionalmente dividen al nidcleo en l6bulos. Ademas cuentan con un tipo de
granulos constituidos por una porcidon vesicular y una discoide lo que en la
microscopia electrénica de transmisidon se observa como un bastéon o una raqueta

de tenis; actualmente a este organelo se le conoce como granulo de Birbeck (GB)
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y se sabe que participa activamente en la incorporacion y procesamiento de los

antigenos*’

En 1965 Billingham y Silvers mencionan por primera vez que las CL estaban
implicadas en la actividad del sistema inmunolégico ya que sugirieron que las CL
podian capturar materiales antigénicos y tener un papel en la respuesta
inmunolégica primaria®®. Sin embargo, fue hasta los afios 70’s que se demostré
que las CL participaban en reacciones de hipersensibilidad de contacto, ademas
de que se podian encontrar abundantemente en vasos linfaticos de la dermis, por
lo que se supuso que portaban antigenos hacia los ganglios linfaticos lo cuél se
demostro al observar respuestas proliferativas de linfocitos después de estimular

CL con distintos sensibilizadores®!°5.

Posteriormente, se demostré la presencia de marcadores de superficie
caracteristicos de células con funciones inmunoldgicas, tales como los receptores
para el tercer componente del complemento (C3) y la fraccion cristalizable (Fc)

56.57 " asi como la

de la 1gG, mismos que comparten con linfocitos y macréfagos
expresion de las moléculas clase Il del complejo principal de histocompatibilidad

(MHC 11)°8:2°,

FENOTIPO DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

Ultraestructuralmente, las CL tienen forma irregular, presentan un
citoplasma electron licido por la ausencia de tonofilamentos y melanosomas, un
nucleo marcadamente indentado, aparato de Golgi bien desarrollado y numerosas
y pequefias mitocondrias asi como el caracteristico GB en forma de bastén o

raqueta de tenis,

En cuanto a su actividad enzimdtica, se caracterizan por presentar una
fuerte actividad de adenosin-trifosfatasa de calcio y magnesio (ATPasa)®®. La
técnica de histoquimica enzimética para la demostracion de ATPasa es sencilla y
reproducible: Dado que las Unicas células positivas para esta técnica en epitelios
escamosos son las CL, la histoquimica enzimatica para ATPasa se considera
especifica para su demostracion. Las CL también poseen actividad de esterasa
inespecifica y de mieloperoxidasa, las cuales también se encuentran en
macréfagos, sin embargo, las CL no poseen actividad de a-antitripsina y

a- antiquimotripsina®®.
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Las CL expresan en su membrana una gran cantidad de proteinas
relacionadas con el sistema inmunolégico como el antigeno comun leucocitario
(CD45); las moléculas clase | del Complejo Principal de Histocompatibilidad
(MHC 1), las moléculas clase Il del Complejo Principal de Histocompatibilidad
(MHC 1I1), siendo las CL las Unicas células epidérmicas que constitutivamente las
expresan®?; los antigenos CD1, que se dividen en CDla, CD1b y CDlc y cuya
funcién se relaciona con la presentacién de antigenos de origen lipidico; el
antigeno CD4, que es necesario para el reconocimiento del antigeno por el
receptor de la célula T (TCR); los marcadores del linaje de MO/MQ CD14 y CD15
se han encontrado débilmente expresados en CL®®; la proteina &cida citoplasmica
S-100 cuya funcién es modular el calcio intracelular®; y los receptores para la
Fc de la 1gG y el C3b®°.

ORIGEN DE LAS CELULAS DE LANGERHANS

En cuanto al origen de las CL se han realizado algunos trabajos en los que
se ha demostrado que las CL derivan de la médula 6sea®®®’, ademas que
continuamente son reemplazadas por un “pool” de células precursoras
migratorias originadas en la médula d6sea. Aunque algunos investigadores han

68.69 " Otros autores

reportado produccién de CL en bazo y ganglios linfaticos
sugirieron que las CL estan relacionadas al linaje de los monocitos /macréfagos
(MO/MQ)’°, sin embargo su capacidad fagocitica es mucho menor que la de los
macréfagos aunque comparten algunos marcadores de superficie como las

moléculas CD4, receptores para C3, C4d, y C3b-C4b"%"?

En un estudio basado en el cultivo de células de origen mieloide,
identificaron una subpoblacién de células que dan origen a las CD, las cuales
carecen de los marcadores del linaje de los linfocitos, son CD34+ y presentan el
receptor para la Interleucina 3a (allL-3R) con lo que se destaca su ruta de

diferenciacion separada de otras células mieloides’?.

Recientemente se ha propuesto propuso que el linaje de las CD esta intimamente
relacionado con el de los MO/MQ ya que ambos tipos celulares tienen un mismo precursor, el que
puede seguir dos rutas de diferenciacion, una que lleva hacia monocito y posteriormente a
macréfago y otra que lo lleva hacia CD’*"®. En la primera ruta destacan la posibilidad de que un

monocito se diferencie en CD o en MQ, pero ambos tipos celulares pueden en un momento dado
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cambiar de MQ a CD indistintamente, segun sean las condiciones microambientales asi como de las
necesidades del individuo en ese momento. Asi, las CD y los MQ representarian los extremos de
una misma familia, ya que mientras los MQ cuentan con una gran capacidad fagocitica y su
capacidad para realizar la presentacién antigénica es poca, en las CD sucede lo contrario, ya que

tienen poca capacidad fagocitica y una gran capacidad como células presentadoras de antigenos.
(Fig. 1).

MEDULA OSEA SANGRE TEJIDOS

Célula dendritica S oD

/ sanguinea
—..

Celula Precursor
Pluripotencial misloide

Figura 1. Esquema que destaca dos principales vias de origen de las CD a partir de precursores

de médula 6sea.

SISTEMA DE CELULAS DENDRITICAS

Las células de este sistema se localizan en d6rganos linfoides y no linfoides,
asi como en la circulacién, ya sea linfatica o sanguinea. Las células progenitoras
de las CD se originan en médula ésea, estas dan lugar a las células precursoras
circulantes que se dirigen a los distintos tejidos donde residen como células
inmaduras con una elevada capacidad fagocitica. Al presentarse un dafio tisular,
las células inmaduras capturan a los antigenos y posteriormente migran hacia los
organos linfoides, donde seleccionan células T especificas a dichos antigenos
permitiendo la iniciaciobn de respuestas inmunes. En este sentido, las CD
presentan antigenos a linfocitos CD4+ que regulan a los efectores inmunolégicos,

incluyendo linfocitos CD8+ y células B asi como macréfagos, eosindéfilos y células
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NK. Ademds las CD instruyen a las células efectoras para dirigirse a los sitios
afectados. En este sentido, podriamos clasificar a las CD’'s por su estado de
desarrollo como progenitoras de CD que patrullan sangre y linfa, precursoras
de CD que pueden reconocer patégenos y liberan grandes cantidades de
citocinas como IFN-a, limitando la dispersién de la infeccion, CD inmaduras
residentes de tejidos que poseen una alta capacidad endocitica permitiendo la
captura de antigenos y CD maduras presentes en drganos linfoides secundarios
gue expresan altos niveles de moléculas coestimulatorias permitiendo la

presentaciéon antigénica. (Fig.2).

EPIDERMIS

CI CAPILARES DERMIS
LINFATICOS

: AFERENTES

q % GANGLIO

/ > LINFOIDE

ARTERIA VENA

VASOS
LINFATICOS
AFERENTES

PARACORTICAL

MEDULA OSEA

Figura 2. Via de diferenciacion que siguen las CD desde su origen hasta la presentacién

antigénica en la paracorteza de ganglios linfoides.

24



CELULAS DENDRITICAS EPIDERMICAS (CL). Se localizan basal o suprabasalmente
en la epidermis y ocasionalmente se observan en la dermis; presentan
proyecciones citoplasmicas pudiendo llegar a formar redes, muestran actividad de
ATPasa, esterasa inespecifica, y expresan fuertemente moléculas clase Il del CPH
y presentan receptores para el Fc de la IgG y para el C3b. En cultivo su tamafio
aumenta casi al doble, a la vez que aumenta la expresion de moléculas clase Il
del CPH y de moléculas de adhesién, pero carecen del caracteristico GB, y de los
receptores para Fc de 1gG, y por ello asemejan a las CD sanguineas o

linfoides.*® 76 77

CELULAS VELADAS. Su nombre se debe a que presentan grandes proyecciones
citopladsmicas en forma de velos; se localizan en la linfa, Gnicamente en los vasos
linfaticos aferentes, siendo alrededor del 50% de la poblacion celular de los
vasos linfaticos y en general presentan caracteristicas anadlogas a las CL. Al igual
gque las deméas CD su actividad fagocitica es baja en contraste con su alta
actividad presentadora de antigenos, y solamente un bajo porcentaje cuentan con
el caracteristico GB. En sangre, menos del 0.1% del total de las células
presentan caracteristicas dendriticas, siendo éstas, las U(nicas que pueden

presentar velos retractiles. **7% 77

CELULAS INTERDIGITANTES. Este subtipo celular se encuentra en las zonas T-
dependientes de los ganglios linfaticos y en la médula del timo. Su nombre se
debe a que forman interdigitaciones entre sus proyecciones y las de los linfocitos
T con los que se encuentran en intima aposicién para realizar la presentacion
antigénica. Como las demas células del sistema presentan caracteristicas
analogas a las CL, pero su actividad de ATPasa y la cantidad de receptores para
Fc y C3b es menor, contrastando el aumento en la expresion de moléculas clase
Il del CPH. *37% 77

CELULAS DENDRITICAS ESPLENICAS. Las células de Steinman y Cohn, a
diferencia de las demas CD, carecen del caracteristico GB, de la actividad de
ATPasa y de receptores para el Fc de las IgG y el C3b. Se encuentran en grandes
cantidades en la vaina periarteriolar de los vasos (zona T-dependiente) vy
expresan fuertemente la proteina S-100 y las moléculas clase Il del CPH. En este

6rgano las CD son similares a las del timo pero de menor tamafio. 376 77
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CELULAS DENDRITICAS INTERSTICIALES. También se han descrito CD en el
intersticio de algunos 6rganos como corazon, higado, rifidn, intestino y pancreas,
con las mismas caracteristicas de las CL. En estudios sobre trasplante de tejido
cardiaco se observd, algunos dias después y mediante la utilizacion de
anticuerpos monoclonales especificos para el donador, que las CD de éste

colonizan el bazo del individuo receptor. #37% 77
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CELULAS DENDRITICAS y CANCER

A pesar de los grandes avances con los que se cuenta en las terapias contra estados
tempranos de cancer, el pronostico para los estados avanzados se ha mantenido estable durante
los dltimos 50 afios. Sin embargo una gran variedad de estrategias han sido introducidas, la
mayoria se han basado en los nuevos conocimientos que se tienen acerca de las caracteristicas

inmunolégicas de los diferentes tumores.

En un principio, la inmunoterapia contra el cancer se enfocaban solamente en la IL-2 y
otras citocinas activadores de linfocitos T citotoxicos, especificos contra AAT: Estos ensayos
tuvieron cierto éxito con regresiones tumorales, aunque fallaban en el control de estados
avanzados. La activaciéon efectiva de linfocitos T depende en gran medida de la
participacién de CPA, asi como de macrofagos, linfocitos B y fibroblastos. De
estas células, s6lo las CD pueden activar linfocitos virgenes, caracteristica
orienté a distintos grupos de trabajo a utilizar CD para inducir respuestas

inmunes contra AAT.

Debido a que son muy escasas y no se ha desarrollado la capacidad de
cultivarlas en grandes cantidades no se han obtenido resultados terapéuticos
significativos. No obstante, se ha logrado la diferenciacién ex vivo de CD’s con lo
que las cantidades disponibles aumentan al igual que las posibles aplicaciones en

inmunoterapia antineoplasica.®%4%"®

La participacion de CL o CD en la presentacion de antigenos cancerosos ha
sido ampliamente discutida desde inicios de los 90, cuando se observé la
presencia y aposicién de éstas con células cancerosas de tejidos afectados’®;
recientemente se establecié que las CL in vitro, a diferencia de lo que
ocurre in vivo, estimulan la respuesta inmune mediada por linfocitos T,
CD4+ 6 CD8+, cuando han sido expuestas previamente a epitopes

cancerosos®%:81:82

Un problema generalizado en cuanto a la terapia de los distintos tipos de
canceres es el hecho de que presentan una alta variabilidad de antigenos por lo
que el desarrollar protocolos de inmunoterapia, depende del aislamiento de

antigenos constantes que puedan ser utilizados como proteina blanco de la
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respuesta inmune, por ejemplo el antigeno prostatico, o los antigenos MAGE del

melanoma.

Es importante resaltar que las diferentes interacciones entre las células
tumorales y el sistema inmunoldgico involucran tanto a un gran numero de
células como de mediadores, que pueden desarrollar mecanismos de regulacion
de escape inmunitario mediante la secrecién de factores inmunosupresores®3 87,
lo cual puede resultar en la modificacion de la actividad de captacion o
presentacion antigénica por parte de las CL. Aunque la mayoria de los tumores
inducidos o transplantados son capaces de inducir una débil respuesta inmune,
cada tumor en particular presenta antigenos especificos de ese tumor, los cuales
no comparten con otros tumores incluso del mismo individuo y son
caracteristicos de los tumores inducidos quimicamente como en los carcinomas

88,89

epidermoides Sin embargo, en melanomas inducidos quimicamente se ha

demostrado que algunos antigenos tumorales inducen una respuesta que provee

90,91

proteccion contra otros melanomas En este sentido, se han identificado

algunos antigenos tumorales constantes de las células de melanoma como el

94,95 _ ¢
E

MZ2-E°2, el MZ2-D%3, ambos codificados por los genes de la familia MAG asi

como los antigenos SK29aAb y SK29aAa codificados por el gen Melan-A 939699,

Numerosos autores han estudiado la posibilidad de establecer una
inmunoterapia basada en la utilizacién de CD, tanto de sangre periférica como de
médula O6sea, en la mayoria de los reportes se ha observado una reduccién
parcial del tumor, asi como un fenotipo inmaduro de las CD infiltrantes en
distintos tipos de tumores, como en cancer de mama’®®, carcinoma escamoso

celular'®®, cancer de cabeza y cuello'®®'°® 'y en otros tejidos cancerosos

humanost®4:195,

Como un dato interesante, se ha propuesto que la densidad de CL en el
estroma del tumor se puede utilizar como parametro de pronostico de

sobrevidal®®.

Mé&s recientemente, se establecié que las CL in vitro, a diferencia
de in vivo, estimulan la respuesta inmune mediada tanto por linfocitos T, CD4+ o
CD8+, cuando han sido expuestas previamente a epitopes cancerosos®?, En este
sentido, es de notar que las células tumorales pueden regular un mecanismo de
escape inmunitario por la secrecién de factores inmunosupresores, ya sean

producidos por las mismas células tumorales o por células adyacentes al tumor.
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Estos factores incluyen a las prostaglandinas y a otros mediadores encontrados

en el suero de pacientes cancerosos®®:8485,

Estos factores pueden producir un
decremento en la expresion de moléculas del CPH, resultando una presentacién

antigénica defectuosa por las CL.

En los tumores cutaneos las CL como CPA participan en la iniciacién de
respuestas inmunoldgicas contra tumores en la epidermis, mientras que las CD
dérmicas y macrofagos lo hacen en la dermis, Lo anterior ha sido demostrado en
tumores inducidos quimicamente, donde la proliferacion de linfocitos T
especificos a los antigenos tumorales'®’ dependen de citocinas presentes como
GM-CSF y TNFa'%®!%  por otro lado, es ampliamente conocido que los
gueratinocitos producen TNFa e IL-1b durante la hipersensibilidad de contacto,
en este sentido, es posible que alteraciones en la produccién de estas citocinas
durante el desarrollo del tumor puedan influenciar a las CL alterando su

capacidad de presentacion de antigenos.

Aunque los tipos de respuesta inmunoldgica responsables del control del
crecimiento de tumores permanecen inciertos, es probable que las respuestas
celulares sean méas importantes que las humorales, ya que linfocitos Thl CD4+,
los cuales secretan IL-2 e IFN-g, son mas abundantes en tumores en regresién
gue otros tipos de linfocitos. Entre otros mecanismos, posiblemente los linfocitos
Th1l CD4+ induzcan una regresion de tumores mediante la produccién de factores

que lleven a la apoptosis de las células tumorales®*®.

En el caso de los tumores inducidos mediante carcinégenos quimicos como
el dimetilbenza-(a)-antranceno (DMBA) y el tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)
se produce una deplecién de CL epidérmicas, del 50% en los tres primeros dias
de la aplicacion. Esta deplecion de CL epidérmicas persiste si los cancerigenos se
aplican semanalmente durante ocho semanas, hasta que se desarrolla un tumor
epidérmico'!!. Otros trabajos han demostrado que el otro 50% de las CL que han
gquedado en la epidermis, 4 dias después de la aplicacion de DMBA y TPA, son
incapaces de inducir proliferacién de linfocitos T antigeno especificos, captan
menos antigenos, fallan en la produccion de IL-la, y tienen una reducida
expresion de la molécula coestimulatoria B7-2. Estas alteraciones en las CL

también se han observado en la carcinogénesis inducida por UVB'!%113,
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En los distintos tipos de cancer la instalacién de una respuesta inmune contra las células
cancerosas es un punto crucial para el progreso de la enfermedad. Diversos autores han analizado
el nimero y funcién de las CD en diferentes canceres, encontrando una disminucion, ya sea en la
densidad de CD en el tumor o la presencia de CD inmaduras para montar respuestas

inmunoldgicas.

En este sentido, mediante la utilizacion de una poblacion de CD sanguineas
generd células T CD8+ especificas contra el antigeno especifico del tejido
prostatico (PSA), lo cual generdé wuna destruccién de células tumorales

prostaticas'®®.

En otro ensayo de inmunoterapia contra el cancer de prostata,
analizé la posible utilizacién de CD pulsadas con los péptidos PSM-P1 y PSM-P2
obtenidos de células cancerosas, encontrando que aquellos pacientes que
recibieron CD pulsadas con los péptidos tuvieron una disminucién de PSA
sérico''®, mientras que los individuos a los que se les inyectaron los péptidos
aislados o que solamente recibieron CD no pulsadas con los péptidos no tuvieron

disminucién del PSA sérico.

En algunas variedades de células cancerosas se ha inducido apoptosis
debido al ligando inductor de apoptosis relacionado al TNF (TRAIL), demostrando
gue las CD sanguineas CD11c+ expresan TRAIL después de ser estimuladas con
interferén alfa o gama y adquieren la habilidad de matar a las células tumorales
gue son TRAIL-sensitivas y no asi a las TRAIL-resistentes o tipos celulares
normales. Lo que sugiere que el TRAIL puede servir como una molécula efectora
en las CD CD1l1lc+ para la eliminacion de células tumorales que se desarrollen

espontaneamente®®®- 17,

En otros estudios, en pacientes con melanoma a los que se les aplicé una
inyeccion semanal de 1 a 3 x10° CD pulsadas con antigenos sintéticos de
melanoma, se observé que en uno de ellos la respuesta a la inyecciéon de CD fue
completa y la infiltracion de células T y CD en la lesion fue notoria; La misma
respuesta se ha observado en pacientes con melanoma, carcinoma de cabeza y
cuello y cancer de mama a los que se les han aplicado inyecciones de

fibroblastos productores de IL-12'°,

Por otro lado, en pacientes con leucemia
aguda y crénica detectd la ausencia de las signal-regulatory proteins (SIRP) en
monocitos, CD, granulocitos y células mieloides CD34+, CD190+ y AC133+ en

contraste con la de individuos sanos. Aparentemente, el ligando de las SIRP es el
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CD47, por lo que se concluyé que probablemente la adhesiéon celular juegue un

papel muy importante en los mecanismos de escape inmunolégico del tumor**2,

En nuestro laboratorio, trabajando con lesiones premalignas (queratosis
actinica) y malignas (carcinoma epidermoide) y utilizando como controles piel
fotoexpuesta del brazo y piel no fotoexpuesta del gliteo evidenciamos un cambio
en la densidad de CL en ambos tipos de lesiones: una disminucién en la densidad
de CL en la lesion premaligna, mientras que en la lesién maligna encontramos

una densidad elevada de éstas células**®*?°, (Grafica 1.)

Densidad de CL en lesiones tumorales
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0.05 0.05

Topografia

Grafica 1. Comparativo de la densidad de CL en tumores premalignos (queratosis
actinica) y tumores malignos (carcinoma epidermoide) donde se analizaron dos grupos controles

de piel fotoexpuesta y no fotoexpuesta pertenecientes a los mismos individuos*®.

Todos estos estudios que utilizan CD no epidérmicas presentan dos
problemas operativos importantes: en primer lugar la dificultad para la obtencidn
purificada de CD a partir de sangre y/o médula o6sea, en términos de
infraestructura; en segundo lugar, una eficacia disminuida en términos de

estimulacion antigénica debido al fenotipo inmaduro de las CD asi obtenidas.

Considerando que las CL tienen un grado de maduracion significativo en

términos de procesamiento antigénico, asi como el hecho de que se encuentran
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normalmente en grandes cantidades en la epidermis, que parece de facil acceso,
resulta curioso que hasta la fecha no se haya evaluado la capacidad de estas
células para reconocer antigenos especificos de melanoma ni su capacidad para
inducir respuestas inmunoldgicas contra células de melanoma. Desde luego,
tampoco se ha determinado el patron de citocinas que permite la participacion in

vitro de las CL contra el tumor.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar si las CL, al igual que otras CD son capaces de inducir respuestas
proliferativas de linfocitos T, al ponerlos en cultivo en presencia de antigenos

tumorales de melanoma.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar si las CL en cultivo son capaces de inducir una respuesta
proliferativa de linfocitos especificos contra antigenos tumorales de

melanoma.

Determinar en cocultivos de linfocitos con CL previamente pulsadas con
antigenos tumorales aislados y con CL previamente expuestas a células
tumorales integras:

a) Si la proliferacion linfocitaria es similar.

b) Si varia la expresion de las moléculas clase Il del MHC y las moléculas

coestimulatorias B7

HIPOTESIS

1. Al cultivar linfocitos con CL previamente expuestas a antigenos MAGE

se observara una proliferacion linfocitaria elevada.?*®’

2. Al cultivar linfocitos con CL previamente expuestas a células de

melanoma vivas se debe observar una proliferaciéon linfocitaria baja.?*®’

DISENO EXPERIMENTAL

Animales.

Se utilizaron ratones singénicos de la cepa C57BL/6, haplotipo H-2" de 8
semanas de edad y de 40 g de peso, provenientes de una cepa adquirida en
laboratorios Harland. Los ratones fueron mantenidos en el bioterio del Depto. de

Biologia Celular y Tisular, alimentados con alimento purina Chow para ratones y
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agua ad-libitum y se mantuvieron en ciclos de luz oscuridad de 12 hrs. y a una

temperatura constante de 23 °C.

Suspensiones celulares.

Suspensién de células de Langerhans (CL). A ratones de la cepa C57BL/6

(5 por experimento) se les sacrificd por dislocacion cervical, se les cortaron las
orejas y la piel ventral, las cuales fueron sometidas a incubaciéon con EDTA 0.02M
durante 60min. a 37°C, previa depilacién, y con la ayuda de pinzas y agujas se
obtuvieron mecanicamente ldminas epidérmicas.

Las laminas epidérmicas fueron incubadas en una solucion de tripsina
0.25%, DNAsa | 0.025% durante 30min. a 37°C para su digestion, tras la
incubacion se retiraron de la solucion de tripsina y se colectaron en una
coladera de acero inoxidable, mediante agitacion por pipeteo y posterior
frotacion se obtuvo una suspension de células epidérmicas, de la cual se
retiraron las células muertas mediante centrifugacion en Ficoll Hipaque 1077,
posteriormente se incubaron con un anticuerpo acoplado a esferas
paramagnéticas dirigido contra moléculas clase Il del MHC (Macs microbeads
MHC-I1, Miltenyi) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, la suspensién
se pas6d a través de una columna paramagnética (MS+, Miltenyi), las células
aisladas fueron colectadas y utilizadas en los experimentos de induccién de

presentacion antigénica.

Suspensidén de linfocitos T. Se colectd la sangre de 5 ratones (1 ml/ratén)

y mediante un gradiente de centrifugacién con Ficoll-Hipaque se aislaron células
mononucleadas. Las células obtenidas con el procedimiento anterior se colocaron
durante dos horas en una botella de cultivo para que los monocitos/macrdéfagos
se adhieran al plastico y los linfocitos se colectaron para los experimentos de

presentacion antigénica y proliferacion.

Suspension de células de melanoma. Se utilizé la linea celular B16-F10 de

melanoma murino obtenida de la base de la oreja de un ratéon C57BL/6 (Fidler 1J,
Nature New Biol, 1972, 242:148). La linea celular fue expandida en botellas de
25cm? (RPMI 1640 adicionado con sulfato de gentamicina y amfotericina b) hasta

obtener una monocapa. A cada botella se le retiro el medio y se le afiadieron 2ml



de tripsina 0.5% 5 min. 37°C, finalmente se lavaron en medio de cultivo y se
congelaron a —-70°C (DMS0O10% SFB 10% en RPMI) hasta su uso.

Extraccion de antigenos tumorales.

Se tomaron 5 X10° células de la linea B16-F10 y fueron lisadas mediante
incubacion en un buffer de lisis RIPA durante 30min a 4°C, posteriormente se
realiz6 una homogeneizacién y se dejo incubar en RIPA durante 30min a 4°C, a
continuacién se centrifugaron a 10,000 g durante 10min. y se desecho el botdn
gue contiene los restos celulares.

El sobrenadante que contenia las proteinas se concentré6 mediante
centrifugacién en tubos Amicon Ultra 4 que dejan pasar moléculas por debajo de
10,000 kilodaltons. Finalmente los antigenos MAGE fueron aislados al hacer pasar
el concentrado de proteinas a través de una columna de alta afinidad de Proteina
A (ImmunoPure® (Protein A) IgG Purification Kit, Pierce Co.) acoplada con un anticuerpo
policlonal anti-MAGE.(Santacruz fl-309) Este anticuerpo reconoce a todos los

antigenos de la familia MAGE.

Activacion de CL.

Las CL obtenidas mediante el proceso de aislamiento descrito
anteriormente presentan un inmuno-fenotipo “inactivo”, por lo que para
activarlas se adicion6 al medio de cultivo con factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos 1mg/ml (GM-CSF) y se dejaron cultivar por 48 hrs. En
esta condicién se colocaron 1 X10° CL por pozo en placas de cultivo de 1ml/pozo.
Una vez que recuperan su condicién de captacion de antigenos, las CL fueron
estimuladas ya sea con células tumorales vivas en una proporcién 1:10 (CL:B16)

0 bien con antigenos tumorales MAGE aislados (50mg/ml) durante 48hrs.

Presentacién antigénica:
Tanto los cultivos de CL activados con células tumorales vivas como con
antigenos aislados fueron co-cultivados con 5 X 10° linfocitos T aislados el mismo

dia de su utilizacidn.
Como controles a los dos grupos anteriores se utiliz6 un co-cultivo de CL

sin estimulacion y linfocitos, y uno con CL activadas con un antigeno no

relacionado como el dinitrofluorobenceno (DNFB).
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Un grupo control necesario fue la estimulacion de linfocitos con
fitohemaglutinina. En donde se tomé el indice de proliferaciéon de linfocitos 100%

y se compard6 con el indice de proliferacion de los otros grupos experimentales.

Cuantificacion de la respuesta proliferativa de linfocitos.

En los grupos de cultivos donde se llevo a cabo la presentaciéon de
antigenos se evalud la proliferacion linfocitica por inmunohistoquimica mediante
la utilizacién de un anticuerpo anti-PCNA. Este anticuerpo identifica a la proteina
PCNA, la cual es una ciclina que dirige la division celular, donde las células
PCNA+ corresponden a linfocitos en division. EI nimero de células positivas se
cuantific6 y se expresé el indice mitdtico de los linfocitos en cada grupo
experimental y control. Para esto se contaron 100 células por campo, con un
minimo de 100 campos por ensayo contando almenos 1000 linfocitos que incluian

tanto a os pCNA+ como pCNA-.

Manejo estadistico

Todos los datos obtenidos fueron procesados para obtener su estadistica
descriptiva y se les aplico la prueba de normalidad “Omnibus de D’Agostino”,
posteriormente se les aplic6 una prueba de andlisis de varianza de una sola via
“ANOVA” y finalmente se les realizo una prueba de comparacién mdualtiple de
Bonferroni. Para estos analisis se utilizé el programa estadistico SPSS V.12.0

(Apache Software Foundation)
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RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION Y EXPANSION DE LA LINEA CELULAR B16

La linea de melanoma B16-F10, fue mantenida en congelacion en alicuotas
de 1-2 X10° cels./ml en DMSO 10% en ABS/RPMI, tras ser descongeladas se
mantuvieron en condiciones de crecimiento y hasta después de 7 dias
recuperaron su actividad mitética. De cada alicuota descongelada se obtuvieron,
en aproximadamente 10 dias alrededor de 20 X 10° células de las que se tomaban
aproximadamente 1 X 10° células para volver a ser sembradas y tener una

produccién aproximada de 20 X 10° cada 3 dias. (Grafica 2)

PROLIFERACION DE LA LINEA CELULA B16
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Grafica 2. En a) se observa la tasa mitética que alcanzan los cultivos de la linea celular B-16
durante los primeros 10 dias después de ser sembrados, a partir del séptimo dia de cultivo la
tasa de mitosis. En b) se grafica el niumero de células de la linea B-16 que se pueden obtener por
cultivo, ndtese que para el 9°. Dia de cultivo se pueden obtener nimeros elevados de células de
melanoma.

Por otra parte se analiz6 mediante inmunohistoquimica la expresién de la
proteina S-100, tanto en cultivos tripsinados como en no tripsinados,

encontrando un 99% de células positivas (Fig.3). Esta proteina es caracteristica
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de los melanocitos, y otras células con proyecciones citoplasmicas, por lo que se

ha utilizado ampliamente en el diagnostico de las células de melanoma.

Figura 3. Cultivo de la linea celular B16-F10. a y c cultivos a las 2 horas después de las siembra,
b y d cultivos a los 7 dias después de la siembra. En las imagenes a y b se observa a los cultivos
mediante contraste de fases; en ¢ y d se realizo inmunohistoquimica dirigida contra la proteina
S-100.

AISLAMIENTO DE CL

Aislamiento por migracion. La primera de las técnicas desarrolladas en el proyecto para el

aislamiento de CL fue mediante migracion de laminas epidérmicas en cultivo. Para esto se
separaron las laminas como se indica en el capitulo de disefio experimental, y posteriormente se
dejaron en cultivo durante 8 dias en RPMI suplementado con SFB 10% e IL-1. Como
consecuencia a la presencia de IL-1 en el medio de cultivo se indujo una migracién
de las CL y a los 8 dias se recuper6 el sobrenadante y se obtuvieron las CL'?!.
Para comprobar la migracién se realizé en las laminas epidérmicas cultivadas una
cuantificacion de las CL restantes mediante inmunohistoquimica contra MHC II.

Aunque en las lA&minas epidérmicas se observ6 una migracion casi del 100% a los
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8 dias de cultivo (Fig. 4), solamente se recuperd alrededor del 10% de lo

esperado, por lo que esta metodologia fue desechada. (Grafica 4)

I Recuperacion esp [ Recuperacion obs
—B— Intraepidermicas

~

CL (X10°)
w N [¢)] [¢)]

0 1 2 3 4 5 6 7 8
DIAS DE CULTIVO

Gréafica 4. Obtenciéon de CL por induccién de migracién mediante IL-1. NoOtese que aunque la
migracién es constante y al 8o. Todas las CL han emigrado de la epidermis la recuperacién se
encuentra muy por debajo de lo esperado.

Figura 4. Inmunohistoquimica dirigida contra las moléculas clase Il del MHC en laminas
epidérmicas en cultivo a) 1dia; b) 3 dias; c)7 dias.

Aislamiento por gradiente de densidad. Otra metodologia que se ensayé

para aislar CL fue la utilizacion de gradientes de centrifugacion, de acuerdo a lo

2

reportado por Pefia Cruz'?® en el 2002, en donde utiliza un gradiente de

densidades de la siguiente manera 1.057g/ml, 1.068g/ml, 1.079g/ml, 1.090g/ml y

39



1.100g/ml. En metodologias anteriores se recomendaba para centrifugacion usar
Histopaque 1077 que es utilizado normalmente para separar células
mononucleares de sangre periférica. Sin embargo, con este gradiente los autores
reportan una recuperacién de 1 a 3 X10° con una viabilidad superior al 90% y
una pureza de entre el 80% y el 90%; una recuperacion elevada si consideramos
que en cada ensayo se utilizan 100 cm? de piel lo que nos da un aproximado de 4
X10® CL. Los autores de esta técnica alcanzan dichas recuperaciones cuando
hacen un combinado de las fracciones 2, 3 y 4, sin embargo en sus propios
resultados se observa una variabilidad muy alta entre uno y otro ensayo, ya que
tiene resultados que van desde 8.5 X10° hasta 2.4 X10° CL. (Fig. 5.)
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Figura 5. Esquema del gradiente de centrifugacién y numero de CL recuperadas por esta
metodologia.'??

Cuando aplicamos esta metodologia, primero ensayamos tanto con piel
ventral y dorsal como de oreja. Debido a que la densidad de CL es mucho mas
baja en epidermis corporal, que en epidermis de oreja, ademdas de que tiene una
gran cantidad de tejido dérmico e hipodérmico, lo que hace mas dificil la
separacion de la epidermis, se decidié utilizar solamente piel de oreja, aunque
con esto se tuviera que incrementar el nimero de animales a utilizarse por
experimento. De acuerdo a lo indicado, se obtuvieron las laminas epidérmicas y
se disgregaron hasta obtener wuna suspensién de células epidérmicas;
posteriormente éstas fueron lavadas en RPMI y la suspensién fue colocada sobre
el gradiente previamente preparado en un tubo de 15ml, y se centrifugé a 3000

rom / 1h / temp. amb., los resultados obtenidos con esta metodologia tampoco
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fueron los adecuados, donde nuestra mejor separaciéon fue de 1.3 X10° (Grafica
5) pero con una pureza del 74%. Al realizar los experimentos de proliferacién
linfocitica se observé una respuesta proliferativa muy alta, adn cuando no se
hubiera pulsado a las CL con algin antigeno, por lo que dicha respuesta
inespecifica se atribuyo a la contaminacion por otro tipo de células en los

cultivos, razén por la cual se optd por utilizar otra metodologia en el aislamiento
de CL.
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Grafica 5. aislamiento de CL mediante la utilizacion de un gradiente de densidad. Las células
totales obtenidas con esta metodologia incluyen tanto a las CL como células epidérmicas. En
todos los ensayos la pureza no rebasa el 75%.

Aislamiento por inmunoafinidad. La ultima metodologia ensayada para

aislar CL fue la utilizacion de MACS, que consistié en incubar la suspensién de
células epidérmicas con anticuerpos monoclonales anti-MHC 1Il, acoplados a
esferas paramagnéticas, posteriormente se hizo pasar la suspensién a través de
una columna cuya matriz también contiene esferas paramagnéticas y mediante la

utilizacion de un magneto las células marcadas con el anticuerpo se quedan en la
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columna, posteriormente al retirarse el magneto, se deja fluir a la suspension

con CL aisladas.

Mediante esta metodologia aunque obtuvimos una recuperacion de CL no
tan alta como en el caso del gradiente de centrifugacion, alrededor de 1.2 X107,
s{ obtuvimos una elevada pureza, cercana al 95%, como se observa en la Gréafica
6.
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Grafica 6. Aislamiento de CL mediante metodologia MACS. Con esta metodologia recuperamos 1.2
X 10% CL con una pureza del 95%

Al comparar las distintas metodologias (Grafica 7) utilizadas para el
aislamiento de CL decidimos utilizar la separacién mediante MACS, ya que con
ella podemos aislar tantas células como en el gradiente de densidad, pero con
una pureza del 95%, lo que nos permite durante la estimulacion linfocitica
reducir ampliamente la respuesta inespecifica debido a la contaminaciéon por

otros grupos celulares.
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Grafica 7. Comparacién de las distintas técnicas de aislamiento de CL donde se observa el
nimero de CL recuperadas y se pureza expresada en porcentajes, las CL se caracterizaron
mediante inmunohistoquimica contra MHC Il y B7.

PURIFICACION DE ANTIGENOS MAGE

Para el aislamiento de antigenos MAGE se cosecharon células de la linea
de melanoma B16-F10 mediante tripsinacion y posteriormente fueron lisadas,
para la obtencidon de un concentrado de proteinas totales de acuerdo a como se
describe en el capitulo de disefio experimental. Una vez obtenido dicho
concentrado se pas6 por la columna de afinidad (Fig. 6) constituida por una
matriz de proteina A, la cudal tiene una alta afinidad por la Fc de 1gG, y un
anticuerpo policlonal anti-MAGE que reconoce a todas las proteinas integrantes
de esta familia de antigenos, ademés este sistema de afinidad esta reforzado
mediante la utilizacion de disuccinimidil suberato (DSS) que forma un enlace
covalente entre la proteina A y la porcidon Fc de los anticuerpos dandole mayor
estabilidad a la columna de purificacién. Tras el reconocimiento de los antigenos
en la columna se eluyd la suspensién de proteinas y posteriormente se recuperé
el antigeno purificado afiadiéndole un buffer con pH=2 para disociar al complejo
antigeno-anticuerpo, recuperando los primeros 5ml, posteriormente a la

suspensién de antigenos se le restaurdé a pH=7.2.
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Figura 6. Esquema de la columna de afinidad utilizada para el aislamiento

de antigenos MAGE ImmunoPure® (Protein A) IgG Purification Kit, Pierce Co.

Con la finalidad de estandarizar el procedimiento de aislamiento de
antigenos se ensayaron distintas concentraciones de células de melanoma a
utilizar, asi como los buferes de lisado. En la tabla 4, se resumen los distintos

procedimientos ensayados.

Tabla 4. Aislamiento de antigenos MAGE utilizando dis tipos de Buffer de
lisis y metodologia de concentracién, en todos los casos los Ag se
aislaron mediante la columna Immunopure.

No. de cels. | Buffer de | Método para | Concentracion | Concentracion
de lisado concentrar de proteina | de MAGE
Melanoma proteinas total

5 X10° Glucosa C. 10000rpm | 152mg/ml 18.73mg/ml

5 X10° Glucosa C. AMICON 548mg/ml 68.6mg/ml

5 X10° RIPA C. 10000rpm | 9025mg/ml 87.3mg/ml

5 X10° RIPA C. AMICON |1260mg/ml 105mg/ml

Para la cuantificacion de los antigenos obtenidos se realizé la prueba de

determinacion de proteinas micro-Bradford y posteriormente mediante

electroforesis se confirmd que la proteina aislada fuera MAGE, solamente por

correspondencia con su peso molecular (Grafica 8). En los distintos ensayos que



se realizaron se obtuvo en promedio 105 ng/ml de antigenos MAGE purificados a
partir de 5X10° células B-16.
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Grafica 8. Determinacion de proteinas mediante la técnica Micro de Bradford. La linea punteada
representa una curva patron de albumina y la linea continua a su regresion lineal, los tridngulos
representan la proteina total y los circulos a los antigenos MAGE aislados. Ambos casos se
encuentran en una dilucién 1:100, para que se ajusten al rango de sensibilidad del ensayo. En el
inserto se observa un gel de electroforesis en el que se corrié la solucién eluida de la columna
de purificacion, donde se observa una banda gruesa entre 37 y 50 KD, que corresponde a los
antigenos MAGE aislados.

ESTIMULACION DE RESPUESTAS PROLIFERATIVAS DE LINFOCITOS

Como experimento previo para evaluar la estimulacidon de linfocitos por CL
activadas. Se estimularon 5 X 10° linfocitos recientemente obtenidos de sangre
periférica con fitohemaglutinina a una concentracién de 5ng/ml encontrando un
indice de estimulacién (IE) en todos los experimentos cercano al 40% Grafica 9),
lo que concuerda con lo reportando en la referencia del fabricante de
fitohemaglutinina. La evaluacion se realiz6 en extendidos de células cultivadas
gue fueron procesadas mediante inmunohistoquimica dirigida contra la ciclina
PCNA.

En cada cultivo se evaluaron 3 laminillas contando 10 campos y en cada

campo se contaron 100 células o bien 1000 células por experimento, incluyendo

tanto a las pCNA+ como a las pCNA-.
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Células maracadas 206

Estimulacién de proliferacién linfocitaria con fitohemaglutinina (1000 células
por ensayo).

Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Exp6
pCNA+ 431 379 408 386 435 397
pCNA- 569 621 592 614 565 603
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Grafica 9. Estimulacion de proliferacion linfocitaria con fitohemaglutinina expresada en

porcentaje de cada 1000 linfocitos.

En los ensayos de presentacion antigénica y proliferacién linfocitaria se
1 X 10° GM-CSF),

estimuladas un grupo con 50ng de antigenos MAGE purificados y otro grupo con

utilizaron CL (previamente activadas con que fueron
1X10° células de la linea B16, después de cultivar a las CL durante 24 horas con
su respectivo estimulo se afiadié6 a cada pozo 5X10° linfocitos, mismos que se
dejaron cultivar

24 horas y posteriormente se cosecharon los cultivos para

realizar la evaluacion del indice de estimulacion (IE) de linfocitos mediante
inmunohistoquimica dirigida contra la ciclina pCNA; de igual manera que en los
cultivos de linfocitos estimulados con PHA se contaron por experimento un total

de 1000 células en por lo menos 10 campos.

En cada experimento el IE de cada cultivo de linfocitos obtenido con PHA

se consider6 como el 100% y a partir de este se calculé el porcentaje de

linfocitos que fueron estimulados por CL.(Graficas 10 y 11)
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Grafica 10. En la siguiente grafica se muestra el indice de estimulacion obtenido con CL que
fueron aisladas mediante la técnica de gradiente de densidad. Como se puede apreciar el indice
de proliferacién en el grupo control es del 9.5%, en el grupo de CL + MAGE del 47% y en el
grupo CL+B16 del 21%.

Al sustituir la metodologia de aislamiento de CL mediante gradiente de
densidad por la metodologia MACS se obtuvo una mayor pureza de CL lo que

esperabamos resultara en una disminucién de la respuesta proliferativa

linfocitaria inespecifica,(Grafica 11), la respuesta inespecifica se abatio a la

mitad aunque se mantuvo el mismo patrén proliferativo.
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Gréfica 11. Proliferacion linfocitaria estimulada por CL tanto en cultivos con antigenos MAGE como con células vivas B16.
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En la gréfica anterior se observa como la respuesta proliferativa linfocitaria es 4 veces
mayor cuando las CL fueron pulsadas con antigenos MAGE al aplicar un Andlisis de Varianza entre
las distintas repeticiones se observo una diferencia estadisticamente significativa entre el
experimento 1, (CL aisladas mediante gradiente de densidad, 74% de pureza) con respecto al resto
de los experimentos (CL aisladas mediante MACS 95% pureza).

Cuando comparamos dentro de los experimentos y se agruparon todos los experimentos se obtuvo
una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos experimentales, entre si y con el
grupo control, como se observa en la Grafica 12.
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Gréfica 12. Diagrama de Caja en que se gréfica la proliferacion linfocitaria en los distintos grupos experimentales, como se
puede apreciar, tanto los cultivos pulsados con antigenos MAGE como los cultivos pulsados con células B16 guardan
diferencias estadisticamente significativas con el grupo control, segln los estadisticos de comparacion multiple de Kruskal
Wallis como de Bonferroni con una alfa de 0,05.y una Z de 1.96
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CONCLUSION

La finalidad de este trabajo fué demostrar la habilidad de las CL
epidérmicas para inducir respuestas proliferativas de linfocitos Ag-especificos,
misma que ha sido ampliamente demostrada en CD sanguineas y tisulares.
Durante los mas de 10 afios que ha atravesado el desarrollo de la inmunoterapia
contra el cancer basada en la utilizacion de células pertenecientes al SCD, la
mayoria de los estudios se han hecho precisamente con CD sanguineas, que

constituyen un estado de desarrollo previo al de las CL.

Durante esta etapa de diferenciacion se caracterizan por presentar una
aceptable capacidad de captura de antigenos y practicamente nula capacidad
presentatoria, mientras que las CL epidérmicas, aunque actualmente también son
consideradas como células inmaduras, presentan una capacidad de captura
antigénica de 10 a 100 veces mayor que las CD sanguineas y una vez que han
captado dichos antigenos realizan una presentacion antigénica, de manera similar
a las CD presentadoras de antigenos derivadas de CD sanguineas; siendo
seleccionadas en la mayoria de los casos estas Ultimas no por sus superiores

caracteristicas funcionales en cuanto a la captacién y/o presentacion antigénica.

Con respecto a los demés integrantes de este linaje celular, sino por su
facil disponibilidad y elevados nimeros que se pueden obtener, mientras que con
las CD epidérmicas (CL) la disponibilidad de ellas es mucho menor y de mayor
dificultad.

Con la metodologia descrita en el presente estudio fuimos capaces de
obtener una suspensién enriquecida de CL con una pureza del 95%, utilizando
como criterio de aceptacién a aquellas células MHC 11+, lo que es superior a lo
obtenido en reportes previos, donde alcanzan una pureza que oscila entre el 70 y
el 90%*2*'*22 aunque los nimeros de CL obtenidas no fueron superiores a 5 X10°

CL por experimento.
Actualmente el procedimiento se sigue optimizando. Sin embargo estos

resultado son acordes o tan satisfactorios como los que han obtenido otros

autores con CD sanguineas, donde tras obtener sangre periférica se separan las

49



células mononulceares mediante centrifugacién con Ficoll y posteriormente se
desechan a las células no adherentes (diferenciadas), mientras que las
adherentes se cultivan por 6 dias en presencia de GM-CSF e IL-4 recuperando al
7° dia de cultivo una suspension de células CDla+ >=90%, y para estimular la

maduracion de las CD del dia 5 al 7 se les adiciona el medio con CD40QL?!23:124:125

En cuanto a la presentacion antigénica pudimos determinar que las CL son
buenas estimuladoras de respuestas proliferativas de linfocitos, como se
representan en la grafica No. 11, y al comparar nuestros resultados con otros
estudios en donde utilizan CD sanguineas, se puede observar un patréon de
proliferacion linfocitario similar, de lo que podemos concluir que la presentacidn
antigénica obtenida en nuestros cultivos se esta dando de manera

adecuadalZS,125,126,127,128,129

CD4*T cells CDET cells
S | o uwbe 1
= E 1 ~ E
- LDC
§ f t
-]
2 B &
& |
E 4 4
-
=
E 2 f 21
= e 1 _#_______
£l . S B =i )
200 1000 5000 200 1000 5000
Number of DC par well

En la grafica anterior obtenida del trabajo de Berard'?® se observa la induccién de
proliferacion de linfocitos T CD4+ y CD8+, mediante la deteccidon de incorporacién de timidina
cuando fueron co-cultivados con CD obtenidas de sangre periférica pulsadas y no pulsadas con
células muertas de melanoma.

Asi mismo evidenciamos que cuando las CL son pulsadas con antigenos
tumorales purificados, MAGE, la respuesta proliferativa de linfocitos es al menos
4 veces mayor que cuando las CL son pulsadas con células de melanoma B-16

vivas. Esta diferencia en la estimulacién proliferativa de linfocitos, posiblemente
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se debe a que las células tumorales pueden estar secretando citocinas
inmunosupresoras o0 bien que modulen negativamente a las CL, lo que confirmaria
nuestra hipodtesis, sin embargo, necesitamos realizar un mayor numero de
ensayos en los que determinemos las citocinas presentes en el sobrenadante del
cultivo asi como determinar que vias de sefalizacién se estan activando en las CL
con la finalidad de establecer los mecanismo de modulacion por parte de las

células tumorales.

Una vez que hemos logrado determinar que las CL son igualmente potentes
en la estimulacién de respuestas especificas contra los antigenos MAGE que las
CD de origen sanguineo, tenemos que completar el presente estudio, para el
futuro establecimiento de una inmunoterapia basada en la utilizacion de CL,

mediante las siguientes propuestas:

Eficientar el proceso de obtencion de CL, ya que como se ha
mencionado en capitulos anteriores una adecuada respuesta

inmunoldgica depende ampliamente de un namero elevado de CPA.

En este mismo sentido, aislar y evaluar las distintas subpoblaciones
de CL, ya que como se sabe no todas las CL son estimulatorias,
sino que algunas subpoblaciones pueden inducir tolerancia a los
antigenos tumorales, lo que tendria por resultado un crecimiento

tumoral.

Evaluar el patron de citocinas producidas ya sea por las células
tumorales o bien por las mismas CL, asi como las vias de
sefializacion que participan tanto en la estimulacién como en la

inactivacion.
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