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“El juicio a Galileo comenzó el 12 de
abril de 1633 en Roma. A principios de
ese año, la Santa Inquisición le notifica
su obligación a presentarse ante el
Tribunal Eclesiástico por negar la
“verdad infalible” de que la Tierra y no
el Sol era el centro del Universo.

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

Según la tradición, 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 actual idad los dist intos t ipos de cáncer constituyen uno de los

principales problemas de salud públ ica a nivel mundial. La mortal idad por cáncer

sólo es rebasada por las afecciones cardi ovasculares. De acuerdo con datos

publ icados por la OMS, se registran entre 2 y 3 mil lones de nuevos casos de

cáncer de piel cada año en el mundo, y de estos , alrededor de 130 mil

corresponden a melanoma maligno. De acuerdo con la misma organización esta

tendencia va en aumento debido a 2 razones principales, el cambio de

costumbres de la población mundial, donde cada vez es más frecuente la sobre-

exposición a los rayos solares principalmente durante la infancia, así como el

deterioro de la capa de ozono y por lo tanto la pérdida de su importante papel

f i l trador de rayos UV. De hecho se sabe desde hace t iempo que el s is tema

inmunológico es vulnerable a la radiación UV que disminuye su efect iv idad por

modif icaciones en la act ividad y distr ibución de las células encargadas de

conducir las respuestas inmunológicas1 .

El melanoma maligno aunque t iene mucho menor prevalencia que otros

cánceres de piel posee dos característ i cas que los hacen de importancia cl ínica:

es el más letal y, su incidencia ha incrementado signif icat ivamente en 4% anual

desde 1970.

Una situación part icularmente grave del melanoma maligno, es que se le da

poca  atención a las lesiones premalignas, por lo que cuando se real iza el

diagnóstico, el tumor ya ha rebasado la membrana basal de la epidermis. Debido

a la gran capacidad de invasión y de metástasis , aproximadamente el 50% de los

pacientes muere dentro de los primeros 5 años 2 .

Se han descri to varios factores de r iesgo para desarrol lar melanoma

maligno:

a) Nevos nevocít icos abundantes. Es el pr incipal factor de r iesgo en

poblaciones caucásicas.

b) Expos iciones intensas, continuas o intermitentes a radiación UV solar,

en part icular en sujetos de piel blanca.
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DIAGNÓSTICO DE MELANOMA

El diagnóst ico c l ín ico de melanoma mal igno se faci l i ta cuando se emplea el

s is tema ABCD, para la evaluación de lesiones pigmentadas de la piel .

A (Asimetría)

Los melanomas tempranos frecuentemente son

asimétr icos, s i  trazamos una l ínea a la mitad de l a

lesión generalmente no podemos obtener mitades

iguales

B (Bordes)

Los bordes de los melanomas tempranos no son

fáci les de dist inguir o no están bien del imitados.

C (Color)

Los melanomas tempranos frecuentemente

experimentan cambio de color en algunas áreas con

sombras cafés y negras aunque pueden ser de otros

colores.

D (Diámetro)

Los melanomas tempranos frecuentemente son de

mayor tamaño que los lunares (diámetros mayores a

0.75 cm aunque pueden ser menores)

Los melanomas malignos muestran dos patrones básicos de crecimiento. En

primer lugar tenemos el crecimiento radial ,  que or iginalmente no es invasivo y en

caso de evolucionar pasa a serlo , y en segundo lugar, el crecimiento vert ical que

como regla es invasivo.
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Epidermis

Dermis

Hipodermis

Crecimiento radial

(fase no invasiva)

Crecimiento radial

(fase invasiva)

Crecimiento vert ical

(fase invasiva)

Los melanomas incipientes cuando están en fase de crecimiento radial ,  sea

este invasivo o no invasivo, pueden curarse por completo por escis ión quirúrgica.

Si el tumor l lega a la dermis (atravesando la membrana basal epidérmica) por

medio del crecimiento vert ical, las posibi l idades de curación se reducen

considerablemente, debido a que las células tumorales ahora se encuentran en

contacto con vasos sanguíneos y l infát icos, lo que favorece el desarrol lo de

metástasis3 .

El diagnóstico específ ico del melanoma maligno requiere la evaluación

histológica de una biopsia. El  anatomopatólogo debe comprobar el  diagnóst ico de

melanoma maligno sobre la base del aspecto característ i co de las células

tumorales. Además debe reportar el estado de los bordes de resección quirúrgica,

así como valorar el grado de penetración del tumor. El s is tema más comúnmente

empleado para este f in es el de Clark. En este, se emplea una escala de cinco

niveles referidos con números romanos como sigue:

Niveles de Clark para valoración de melanoma maligno

I. Tumor localizado a la epidermis

II. Tumor en dermis superficial (papilar)

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

reticular

IV. Tumor que invade toda la dermis reticular

V. Tumor que rebasa la dermis reticular

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

disminuye signif icat ivamente en la medida en que el nivel de Clark es mayor.
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Otro sis tema empleado para valorar los melanomas mal ignos se conoce

como medición del índice de Breslow4 .  En estos casos, se adapta al microscopio

un sis tema micrométrico diseñado para medir con precis ión en espesor del tumor.

Las lesiones con espesor menor a 1 mm, t ienen el mejor pronóstico con muy

pocas posibi l idades de diseminación metastásica. Los tumores con espesor mayor

a 1 mm implican un pronóstico más sombrío5 .  Si bien existen muchos trabajos

que correlacionan el índice de Breslow con el pronóstico del paciente en estudio,

en la prácti ca es más común emplear el s is tema de Clark que no requiere del

micrómetro.

Una vez que se cuenta con la in formación anatomopatológica completa, el

médico tratante puede apl icar el s is tema TNM para situar al paciente en un grupo

pronóstico específ ico, que se conoce como “etapa”.

Apl icado específ icamente al caso del melanoma maligno, el s is tema TNM se

maneja como sigue:

La letra T  que signif ica tumor. Valora el grosor del tumor y si  está o no

ulcerado

La letra N valora si  el melanoma se ha propagado a los gangl ios l infát icos

(lymphoid node)

La letra  M  indica si hay metástasis a órganos distantes.

La etapa se describe usando 0 y números romanos del I al V. Las mejores

tasas de sobrevida a cinco años se observan con números menores.

Los posibles valores de la T son:

TX: No se puede evaluar el tumor primario

T0: 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 ulceración y nivel

Clark II o III (vea Ta y Tb)

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

T3: El grosor del melanoma mide de 2.01 a 4.0 mm con o sin ulceración
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T4: El grosor del melanoma mide más de 4.0 mm con o sin ulceración

Cualquier Ta = no ulcerado

Cualquier Tb = ulcerado

Los posibles valores de la N dependen de si se real izó una biopsia de

gangl io l infát ico.

NX: No se pueden evaluar los gangl ios l infát icos regionales

N0: No existe metástasis en los gangl ios l infát icos regionales

N1: Metástasis en un gangl io l infát ico

N2: Metástasis en 2 ó 3 gangl ios l infát icos o propagación del melanoma a la piel

que va hacia un área cercana al gangl io l infát ico

N3: Metástasis en 4 o más gangl ios l infát icos o propagación a la piel que va

hacia un área cercana al gangl io l infát ico y al gangl io(s) l infát ico(s).

Cualquier Na signif ica que el melanoma se observa solamente bajo el

microscopio.

Cualquier Nb signi f ica que el melanoma en el gangl io l infát ico es vis ible a simple

vista.

Los valores de la letra M son:

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

M0: No hay metástasis

M1a: Metástasis a la piel o tej idos subcutáneos (debajo de la piel) o a gangl ios

l infát icos distantes

M1b: Metástasis al pulmón

M1c: Metástasis a otros órganos

En el s istema TNM, el médico usa cada letra (T,N,y M) y un número

correspondiente. Por ejemplo, un melanoma puede ser clasi f icado como T2, N0,

M0.

TASA DE SUPERVIVENCIA

Para que esta información se más comprensible, algunas de las

descripciones TNM pueden ser agrupadas en un grupo simple de etapas

(estadios) del 0 al IV. 5
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Etapa 0:  Tis, N0, M0. Sobrevida a los 5 años de 97%.

Etapa I: T1, N0, M0 y T2, N0, M0. Sobrevida a los cinco años de 90 a 95%.

Etapa II: T3, N0, M0 y T4, N0, M0. Sobrevida a los 5 años de 85%.

Etapa III:  Cualquier valor de T, N1 o N2 y M0. Sobrevida a los 5 años de 45%.

Etapa IV: Cualquier valor de T y cualquier valor de N con M1. Sobrevida a los 5

años de 10%.

Otros factores de riesgo para la supervivencia:  La edad es ot ro factor que

afecta la supervivencia. En cada etapa, las personas de mayor edad t ienen una

supervivencia menor. La supervivencia disminuye aún más a part ir de los 70

años. Las personas infectadas con HIV también t ienen un r iesgo mayor de morir

s i  contraen melanoma.5

CLASIFICACIÓN TOPOGRÁFICA DEL MELANOMA

De acuerdo a su tamaño y local i zación los melanomas se pueden clasi f icar

en 4 grandes grupos 6 , 7 , 8

Melanoma de extensión superficial. Es el tipo más común 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 más frecuentes

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

Melanoma lentigo maligno. Es simi lar al de extensión superf ic ial ,  aunque se

puede formar una pequeña elevación de la les ión, también puede permanecer

largos periodos sin crecimiento vert ical, este t ipo de melanoma in situ es más

frecuente en la vejez en zonas expuestas crónicamente el sol .

Melanoma acral lentiginoso. Aunque también se extiende superf ic ialmente,

este t ipo tumoral dif iere de los dos primeros ya que usualmente aparece como

manchas cafés o negras debajo de las uñas, en la planta de los pies y en las

palmas; con frecuencia aparece en personas de piel oscura.
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Melanoma nodular.  Este t ipo es invasivo y se reconoce por la formación de

nódulos sobresal ientes, por su color negro y por local i zación en tronco, piernas,

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

TERAPIAS EXISTENTES CONTRA EL MELANOMA

Tipos de cirugía contra el melanoma5 , 10

Escisión simple: Los melanomas de poca profundidad pueden curarse por

completo mediante una cirugía relat ivamente menor l lamada escis ión simple. El

tumor es extirpado junto con una pequeña porción de piel normal en los bordes.

Se l laman márgenes a la piel sana y normal que está l imitando al tumor. Los

márgenes deben ser cuando menos 2.0 cm.

Reescisión (escisión amplia): Cuando un diagnóstico de melanoma es

establecido por la biopsia, será necesario volver a hacer una escis ión en el área.

Se el iminará más piel del área del melanoma, y el tej ido extraído se examinará

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

Grosor del tumor Márgenes recomendados

In situ 0.5 cm

Menos de 1 mm 1 cm

1 a 2 mm 1 a 2 cm

2 a 4 mm 2 cm

Más de 4 mm Por lo menos 2 cm

Amputación: Si el melanoma está en un dedo del pie o de la mano, el

tratamiento pudiera requerir la amputación de ese dedo. Con anterior idad, se

trataban algunos melanomas de los brazos y las piernas mediante amputación,

pero en la actual idad este procedimiento ya no se uti l iza ya que exis ten estudios

que han demostrado que la escis ión amplia de los melanomas del brazo y de la

pierna es tan ef icaz como la amputación.
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Resección de los ganglios linfáticos:  Una vez hecho el diagnóstico del

melanoma, el médico examinará los gangl ios l infát icos más cercanos al

melanoma. Si los gangl ios l infát icos no están aumentados de tamaño se puede

hacer una biopsia del gangl io l infát ico centinela1 1 .  Si el  gangl io l infát ico centinela

no t iene tumor, es muy poco probable que los demás gangl ios tengan metástasis,

por lo que se evita su resección. Por otro lado, s i  e l  gangl io l infát ico centinela es

posit i vo para metástasis, se recomienda la l infadenectomía radical.

 Como puede apreciarse en el s is tema de etapif icación basado en TNM, la

presencia de metástasis gangl ionares traduce un pronóstico más sombrío que el

observado en los pacientes sin gangl ios afectados por el tumor.

Cirugía del melanoma metastático En general los pacientes con

metástasis extragangl ionares se consideran inoperables. Las indicaciones de

cirugía en estos pacientes incluyen casos en los que el implante metastát ico

permite un abordaje senci l lo y completo, o en los casos en que la ext irpación

quirúrgica represente ventajas en la cal idad del paciente, como puede ser el caso

de los que t ienen metástasis cerebrales.

Tipos de Quimioterapia contra el melanoma5 ,12 , 13

La quimioterapia es un tratamiento con medicamentos que destruyen las

células cancerosas. La quimioterapia sis témica uti l iza medicamentos contra el

cáncer que se inyectan generalmente en una vena o se administran por vía oral.

Estos medicamentos viajan a través del torrente sanguíneo y atacan a las células

cancerosas que ya se han propagado más al l á de la pie l  para afectar los gangl ios

l infát icos y otros órganos.

Los medicamentos ut i l izados en la quimioterapia destruyen las células

cancerosas, pero también afectan células normales, en part icular aquél las que se

encuentran en tej idos con recambio importante como es el caso de la médula

ósea, los epitel ios mucosos del tracto digest ivo y los querat inocitos epidérmicos

y los asociados con los folículos pi losos. Por lo anterior debe prestarse atención

a los efectos secundarios, que dependen del t ipo de medicamento, de la cant idad
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administrada y de la duración del tratamiento. Entre los efectos secundarios

temporales de la quimioterapia sis témica pueden encontrarse las náuseas y

vómitos, la pérdida del apetito y la caída del cabel lo .

La lesión a las células de médula ósea traduce disminución en los recuentos

celulares en sangre perifér ica, en part icular de eritrocitos y leucocitos

neutróf i los, lo que traduce:

§ Mayores probabi l idades de infección

§ Sangrado o hematomas después de cortaduras o lesiones menores

§ Cansancio

Para el melanoma en la etapa IV se pueden uti l izar varios t ipos de

quimioterapias sis témicas. Aunque por lo general, la quimioterapia no es tan

eficaz en el melanoma como en otros t ipos de cáncer, puede al iv iar los síntomas

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

Los quimioterápicos que se uti l izan con más frecuencia para tratar al melanoma

incluyen:

§ Dacarbazina ( l lamada también DTIC), sola o en combinación con otros

quimioterápicos como la carmustina (conocida también como BCNU) y el

c isplat ino. La combinación de estos 3 quimioterápicos, junto con el

tamoxi feno (un medicamento de terapia hormonal ut i l i zado con más

frecuencia para t ratar el cáncer de la mama) es l lamada "régimen de

Dartmouth".

§ El c isplatino, la vinblast ina y la DTIC es otra combinación de quimioterapia

para tratar el melanoma.

§ La temozolomida es un nuevo medicamento que presenta la misma

efectividad que la DTIC en cuanto a destrucción de células tumorales pero

con la ventaja que se puede administrar en forma de past i l l a.

Los estudios recientes indican que la combinación de varios quimioterápicos

con uno o más medicamentos de inmunoterapia pudiera ser más ef icaz que un

solo medicamento de quimioterapia. Las combinaciones de quimioterapia

combinadas con medicamentos de inmunoterapia incluyen el alfa- interferón o la
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interleucina-2 Este t ipo de tratamiento también se conoce como

bioquimioterapia .

La perfusión de extremidades aisladas es un t ipo de quimioterapia

experimental ut i l izado algunas veces para tratar los melanomas metastásicos

l imi tados a los brazos y las piernas. Este método separa temporalmente la

circulación de la extremidad en cuestión del resto del cuerpo e inyecta altas

dosis de quimioterápicos en la arter ia que a l imenta la extremidad. Esto permite

que se administren altas dosis al área del tumor sin exponer a los órganos

internos a estas dosis que, de lo contra rio, podrían causar graves e fectos

secundarios . El melfalán es el medicamento usado más comúnmente para este

procedimiento de quimioterapia.

Tipos de Radioterapia contra el melanoma

La radioterapia ut i l iza rayos de alta energía o part ículas para destruir las

células cancerosas. La radioterapia externa enfoca la radiación desde fuera del

cuerpo sobre el tumor de la piel .

La radioterapia no se usa generalmente para tratar el melanoma primario

local izado en piel. Sin embargo, se puede usar para tratar el melanoma

recurrente, ya sea en la piel o en los gangl ios l infát icos, s i  no se puede extraer

completamente mediante cirugía. También se puede uti l i zar para evitar la

metástasis.

Quizás la función principal de la radioterapia sea el al iv io de los síntomas

de las metástasis al cerebro o a los huesos. Por ejemplo, una metástasis de

melanoma al cerebro pudiera causar parál is is, mareos intensos u otros síntomas

que se pueden al iv iar temporalmente mediante radioterapia.

Tipos de Inmunoterapia contra melanoma5 ,14 , 15 , 16

La inmunoterapia mejora y est imula el s is tema inmunológico de un

paciente para que reconozca y destruya las células cancerosas con más ef icacia.

Hay varios t ipos de inmunoterapia que se uti l i zan en el tratamiento de pacientes

con melanoma avanzado.
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Terapia con citocinas .  Dos citocinas, el alfa- interferón y la in terleucina-2,

pueden ayudar a est imular la inmunidad en los pacientes con melanoma. Ambos

medicamentos pueden ayudar a reducir el  tamaño de los melanomas metastásicos

(etapas III y IV) entre el 10% y el 20% de lo s pacientes.

Los efectos secundarios de las citocinas pueden incluir f iebre, escalofr íos ,

dolores y cansancio intenso. La interleucina-2, especialmente en altas dosis ,

puede causar secuestro de l íquidos al tercer espacio lo que se asocia con intenso

malestar general. En algunos casos es necesario hospital i zar a estos pacientes.

Interferón alfa 2b:  Los pacientes que t ienen 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 inter ferón-alfa2b se

puede uti l izar como terapia adyuvante.

En diversos estudios se ha demostrado que se t ienen que administrar altas

dosis de interferón para que la terapia sea ef icaz. Sin embargo, muchos

pacientes no pueden tolerar los efectos secundarios que ocasionan las altas dosis

de interferón. Los efectos secundarios del interferón alfa2b incluyen f iebre,

escalofr íos , dolores y cansancio intenso. También puede afectar al corazón y el

hígado, por lo que los pacientes deben recibir seguimiento por parte de un

oncólogo con experiencia en este tratamiento .

El interferón alfa2b que se les administra a los pacientes de melanoma en

etapa III después de la cirugía puede retrasar la recurrencia del melanoma. Al

tomar la decis ión de usar la terapia adyuvante, los pacientes y sus médicos

deben considerar los posibles benefic ios y efectos secundarios de este

tratamiento. El interferón 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 aún no han probado sus benefic ios.

El pr incipio de las vacunas contra el  melanoma es s imi lar al  de las empleadas

para las enfermedades virales, en las que se emplean virus debi l i tados o partes

del virus que no son patogénicas, de modo que el s is tema inmune se est imule

para la destrucción viral . De manera semejante, los antígenos del melanoma
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pueden inyectarse en pacientes con la intención de estimular al s istema inmune.

En general, las células de melanoma o los antígenos ais lados se encuentran

mezclados con sustancias est imulantes del s istema inmune. Desafortunadamente

la manufactura de una vacuna antitumoral representa muchos más problemas que

la de una para combatir virus. En algunos casos el problema reside en la

l imitación para elaborar cantidades sufic ientes como para probarse en

poblaciones amplias de pacientes.

Actualmente hay estudios cl ínicos que se están real izando en la actual idad

para probar el valor del tratamiento con vacunas en pacientes de melanoma en

etapas III 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 ais lado a part ir del baci lo Baci l lus Calmette Guerin

(BCG) y de Mycobacterium tuberculos is una proteína resis tente al choque de

calor (hsp) de 65 kDa que se encuentra conservado en un gran numero de

micobacterias, que est imula los efectos anti tumorales de la terapia de BCG, la

cuál ha tenido una efectividad bastante aceptable y ha sido ampliamente

uti l izada, recientemente se ha demostrado en cult ivo que  a células de melanoma

de la l ínea B-16 a las que se les ha transfectado el gen de éste antígeno de

65kDa y posteriormente se les apl ica una inmunoterapia de BCG se aumenta el

efecto antitumoral1 7 .
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INMUNOTERAPIA
HISTORIA DE LA INMUNOTERAPIA

Una de las cuest iones mas controversiales en el ámbito de la inmunología y la

oncología por más de un siglo ha sido “¿Puede el sistema inmune reconocer

y eliminar tumores malignos?”  múlt iples respuestas se han dado a esta

cuestión algunas a favor, otras en contra, dependiendo de las teorías

inmunológicas dominantes en el momento.

Parish,1 8  en su excelente art ículo de revis ión, menciona que la primera

implicación terapeútica que se le dio al s is tema inmune con respecto a dist intos

tumores mal ignos fue en el s iglo XIX, por Wil l iam Coley, quien observo que en

pacientes cancerosos que presentaban un cuadro de infecciones febri les , en

algunos de el los se presentaba una reducción aparentemente espontánea de l

tumor.

En 1893 Coley1 9  notó que al inyectar una suspensión

de un cult ivo de estreptococos a pacientes con cáncer en

algunos de los casos los tumores sufr ían regresión,

expl icando que esta in fección est imulaba al s is tema

inmunológico resultando en la el iminación del tumor. Al

preparado bacteriano que usó se le conoció como “toxina

de Coley”. Años después, Ehrl ich2 0  (1909) propuso que de

no ser por el s is tema inmunológico el número de nuevos

casos de cáncer y su tasa de crecimiento sería muy superior a la observada. Sin

embargo, el estudio de la part ic ipación del s is tema inmunológico contra dist intos

tumores fue abandonado por varias décadas, y no fue sino hasta los años 30 en

que se retomó la idea de regular la aparic ión y crecimiento de tumores vía el

s is tema inmunológico.

Woglom,2 1  en 1929, mediante un estudio de homo y auto transplantes de

tumores demostró el rechazo de transplante de tumores incluso en el caso de

auto transplantes, por lo que planteó la exi stencia de antígenos asociados a los

tumores (AAT) y que estos eran los responsables del rechazo. Sin embargo, en

esos momentos estaba en apogeo la teoría de la deleción de l infocitos auto

inmunes durante la vida prenatal, establecida por Burnet, que negaba la
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posibi l idad de que el s is tema inmunológico pudiera responder ante células

malignas, ya que se asumía que las células transformadas eran indist inguibles de

las normales, así 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 años cincuenta decía que era

imposible la inmunoterapia contra el cáncer , en 19672 2  publ ica su teoría de la

Inmunovigi lancia donde propone que los l infocitos se encuentran continuamente

patrul lando los tej idos en busca de células transformadas, el iminándolas

presumiblemente vía reconocimiento de AAT.

Posteriormente en los años setenta los inmunólogos teóricos aducían que

era poco probable que el s is tema inmunológico hubiera evolucionado para

reconocer y rechazar células malignas, argumentando que las infecciones agudas

son mucho mas agresivas, sobre todo para la población juveni l ,  lo que impl ica

una mucho mayor presión evolutiva, al mismo tiempo que se publ icaron

evidencias en contra de la inmunovigi lancia, como el hecho de que ratones

atímicos t ienen la misma proporción de tumores que los si l vestres; y que la

ef ic iencia de la deleción t ímica de células auto inmunes es total. Posteriormente,

en los años ochenta el punto de vis ta cambió nuevamente, ya que se demostró

que la deleción t ímica no era tan efect iva, ya que algunas clonas autoreactivas

podían escapar de los procesos de maduración.

Más tarde, se logró la caracterización de una gran cantidad de AAT, y se

reforzó la teoría de la inmunovigi lancia con la caracterización de las células

presentadoras de antígenos. Pero quizás uno de los mejores argumentos para

apoyar a la inmunoterapia es que las células mal ignas poseen un genoma muy

inestable, lo que permite la aparic ión de nuevos AAT específ icos13 , 14 .  Es de notar

que en los años noventa y a principios del presente siglo se ha demostrado que

las Células Dendrít icas (CD) presentadoras de antígenos son capaces de

presentar AAT e inducir respuestas inmunológicas. Por otro lado, también se ha

demostrado que una gran variedad de ratones inmunodeficientes presentan una

muy alta incidencia de tumores, lo que impl ica al s istema 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 ot ras cosas: grandes cantidades de
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l infocitos T citotóxicos (LTc) específ icos para AAT, Células Presentadoras de

Antígenos (CPA) con moléculas coest imulatorias como B7.1 y B7.2, el s istema

inmune innato debe l iberar señales de emergencia como las citocinas

inf lamatorias IL-1, IL-6, IL-12, IFN-γ y por tanto la regulación de una respuesta

inmune Th1, así como el e fecto  mediado por los receptores CD40-CD154

presentes en l infocitos y CPA respectivamente, que condicionan una regulación

posi t iva en la maduración de las CPA, en términos de expresión de moléculas

MHC y B7. 2 3 Por otro lado, aunque la mayorí a de los tumores no comparten AAT,

se necesita inducir una prol i feración de LTc en términos de MHC, además de

disminuir los mecanismos de evasión inmunitaria por parte de las células

tumorales.2 4

En este sentido se puede decir que la inmunidad contra tumores depende de

una activación inic ial efect iva y la subsecuente prol i feración de la respuesta de

l infocitos CD8+ antígeno-específ icos, así como del aumento de la concentración

de citocinas en el microambiente. Lo anterior se ha logrado desarrol lando la

“terapia citos ina-génica” que consiste en introducir genes de citocinas en células

tumorales autólogas2 5 .  También se han fabricado quimeras constituidas por la

fusión de citocinas y anticuerpos especí f icos del tumor conocidas como

inmunocitocinas, donde el anticuerpo se une a las células tumorales, mientras

que la citosina est imula a las células inmunitar ias directamente contra el tumor1 2

Específ icamente en el caso del melanoma maligno, los sis temas de

inmunoterapia se inic iaron empleando vacunas con l i sados de células tumorales.

Desafortunadamente los resultados no fueron signif icat ivos, por lo que se

intentaron nuevos abordajes como el empleo de células dendrít icas presentadoras

de antígenos (CD) fusionadas con células de melanoma2 6  o CD modif icadas

genéticamente para expresar antígenos tumorales como el MART-127 , 28 .

EVASIÓN TUMORAL A LAS RESPUESTAS INMUNOLÓGICAS

Los tumores mal ignos como el melanoma son capaces de desarrol lar

dist intos mecanismos que modulan al s is tema inmunológico para que no se

desarrol len respuestas en su contra. En conjunto dichos fenómenos se conocen
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como Mecanismos de Evasión Tumoral,  los cuales pueden ir  desde que las células

tumorales pasen desapercibidas hasta la i nducción de tolerancia. Algunos de los

mecanismos de evasión tumoral pueden deberse a dist intos procesos como la

l iberación de antígenos, enmascaramiento de antígenos, regulación de células

efectoras o inhibidoras, o a la conjunción de varios de el los.

En tumores inducidos experimentalmente se ha observado que las células

malignas cuentan con una menor cantidad de MHC I en su superf i c ie, lo que las

hace poco susceptibles a l infocitos T citotóxicos (LTc), s i  a estas células se les

induce la elevación de MHC I mediante tratamiento con IFN-γ entonces si pueden

ser atacadas por LTc. Otro mecanismo uti l izado por las células tumorales lo

comparten con los virus, inact ivando los genes de las  proteínas transportadoras

de antígenos2 9

En una gran cantidad de tumores el s istema inmunológico adaptativo es

capaz de disparar respuestas inmunológicas contra el los, s in embargo, para el lo

se requiere que las células tumorales o que las CPA cuenten con una cantidad

adecuada de MHC II y moléculas coestimulator ias como las B7, por lo que uno de

los principales mecanismos de evasión es que las células transformadas carezcan

de dichas proteínas de superf ic ie o bien induci r que las CPA también carezcan de

el los3 0 .

Otros mecanismos t ienen que ver con la pérdida o l iberación de aquel los

antígenos que puedan ser reconocidos por el s is tema inmunológico, estos

mecanismos son caracterís t icos de tumores con crecimiento rápido, y se debe

tanto a la elevada tasa de mitosis como a la gran inestabi l idad genética, lo que

tiene como resultado una elevada incidencia de mutaciones y deleciones, por lo

que los genes que codif ican a los AAT, pueden perderse fáci lmente, siempre y

cuando no sean genes relacionados con el crecimiento o prol i feración celular3 1 .

Un mecanismo de evasión inmunológica más consiste en que las células

tumorales suprimen la act ividad del s is tema inmunitario mediante la producción

de citocinas, como por ejemplo el factor transformante de crecimiento beta (TGF-

β ) que es secretado por muchos tumores e inhibe la prol i feración l infocitar ia, o la

secreción del l igando de Fas (FasL) induciendo la apoptosis de los l infocitos 3 2
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Otro mecanismo es que los antígenos de algunos tumores induzcan

tolerancia al ser autoantígenos y que hayan sido detectados por el s istema

inmune cuando estaba en desarrol lo, o bien que los antígenos no sean

inmunógenos sino tolerógenos y que sean reconocidos por l infocitos maduros 3 3

CITOCINAS INVOLUCRADAS EN LA INMUNIDAD ANTITUMORAL

En algunas investigaciones se ha demostrado claramente la part ic ipación de

algunas citocinas en la est imulación de respuestas inmunológicas contra dist intos

tumores. A un grupo de pacientes con melanoma en fase III y IV, se les sometió

a inmunización con péptidos antigénicos derivados del tumor, como gp100, 2

veces a la semana durante 8 semanas, algunos de los pacientes recibieron el

antígeno junto con IL-12 para evaluar la respuesta inmune en términos de

producción de inter ferón gama, encontrando que en aquel los pacientes

inmunizados con IL-12 la respuesta inmune fue superior y estuvo mediada por

una gran respuesta celular CD8+, en comparación por la presentada en aquel los

que no recibieron IL-12. Estos resultados sugieren que la IL-12 puede actuar

como un señal dist inta al TCR y a las moléculas coest imuladoras que revierte la

tolerancia expandiendo las clonas de CD8+.3 4 - 3 8

En algunas inmunoterapias, se han uti l i zado dist intas citocinas para

est imular las respuestas antitumorales contra melanoma, Rosenberg uti l izó IL-2

para est imular respuestas inmunes e inducir reducción de los tumores de

pacientes con melanoma, encontrando casos que iban desde una total remisión

hasta una parcial reducción de las lesiones.39 ,40  Por otra parte Fushimi41, demostró que

la proteína inflamatoria 3α de macrófagos (MIP3) estimula la migración de CD hacia los tumores y

suprime el crecimiento tumoral.
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CÉLULAS DE LANGERHANS Y EL SISTEMA DE CELULAS DENDRÍTICAS
CÉLULAS DENDRÍTICAS

El que un indiv iduo sea capaz de montar una respuesta imunitaria adecuada

depende de la interacción concertada entre la inmunidad innata y la adaptativa.

La inmunidad innata, antígeno no especí f ica, se caracteriza por reconocer

rápidamente a los patógenos, inducir daño t isular y contar con la capacidad de

alertar a las células de la inmunidad adaptat iva.

Este t ipo de respuesta cuenta con la part ic ipación de células fagocít icas ,

l infocitos NK, el complemento y los interferones, que uti l izan una serie de

receptores que reconocen patrones moleculares compartidos por dist intos

patógenos, como por ejemplo el l ipopol isacárido bacterial (LPS), carbohidratos, o

ARN viral de doble hebra. Gracias a la presión evolut iva se desarrol ló la

inmunidad adaptativa, que cuenta con la capacidad del rearreglo de los genes de

las inmunoglobul inas, lo que permite la producción de una gran diversidad de

clonas celulares antígeno específ icas y por lo tanto posee la capacidad de

desarrol lar memoria inmunológica. Sin embargo este sis tema necesita ser

preinstruido y regulado fundamentalmente por células presentadoras de

antígenos (CPA). A diferencia de los macrófagos las células dendrít icas, que son

células presentadoras de antígenos, son las únicas células capaces de inducir

respuestas inmunológicas primarias, que inducen el establecimiento de memoria

inmunológica.

Este grupo de células se encuentra distr ibuido en todo el organismo

formando un sis tema celular l lamado “Sistema de Células Dendrít icas” (SCD). Las

células de este sis tema, se caracterizan por presentar abundantes proyecciones

citoplásmicas que just if ican su nombre. Carecen de desmosomas y

tonofi lamentos; expresan el antígeno común leucocitar io CD45, así como

abundantes moléculas clase I y II del Complejo Principal de Histocompatibi l idad

(CPH). Sin embargo presentan otras caracte ríst icas fenotípicas según el órgano

en el que se encuentren, re f lejando su acti vidad con respecto al microambiente

en el que se local i zan.42 , 43
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HISTORIA DE LAS CÉLULAS DE LANGERHANS

Este t ipo celular fue observado por primera vez en 1868, por Paul

Langerhans quien notó la presencia de una población celular dendrít ica

intraepidérmica local i zada basal o suprabasalmente.4 4

Langerhans y otros autores escribieron acerca de su función, c lasi f icándolas

como células del s is tema nervioso45 , 46 .  Sin embargo la “Teoría Neural” de las

células de Langerhans se derrumbó con la l legada del microscopio electrónico,

evidenciando que su ultraestructura era diferente a la de las células nerviosas y

que además se podían encontrar en tej idos denervados4 7 ,  aunque quizá el

pr incipal hecho para objetar dicha teoría fue que nunca se observaron conexiones

entre estas células y las terminaciones nerviosas de la dermis4 8 .

A part ir de los años 40’s se retomó el estudio de este l inaje celular, pero

ahora relacionándolas con un origen melanocít ico4 9 .  Se pensó que las CL eran

melanocitos desgastados o  que habían perdido su capacidad de sintet izar

pigmentos y que migraban a estratos superiores, y junto con los queratinocitos ,

eran descamadas. Esta teoría tenía su fundamento en que ambas células son

dendrít icas, residen en la epidermis (siendo los melanocitos básales y las CL

suprabasales), además de que ambas reaccionan con algunas sales metál icas: los

melanocitos son argentaf ines mientras que las CL son aureofí l icas. Esta teoría

fue desechada porque, al estudiar la ontogenia de los melanocitos, se observó

que las CL ya estaban presentes en la epidermis mientras que los melanocitos

todavía no se encontraban o se encontraban inmaduros. Además cuando se

estudiaron ratones a los que se les habían removido experimentalmente las

crestas neurales, se observó en la epidermis una ausencia de melanocitos

mientras que las CL sí estaban presentes.

Finalmente Birbeck  demostró notables diferencias ultraestructurales entre

melanocitos y CL, ya que estas últ imas son células con citoplasma claro, con una

envoltura nuclear notoriamente plegada con abundantes surcos que

ocasionalmente dividen al núcleo en lóbulos. Además  cuentan con un t ipo de

gránulos constituidos por una porción vesicular y una discoide lo que en la

microscopia electrónica de transmisión se observa como un bastón o una raqueta

de tenis; actualmente a este organelo se le conoce como gránulo de Birbeck (GB)
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y se sabe que part ic ipa act ivamente en la incorporación y procesamiento de los

antígenos4 7

En 1965 Bi l l ingham y Si lvers mencionan por primera vez que las CL estaban

implicadas en la act iv idad del s is tema inmunológico ya que sugir ieron que las CL

podían capturar materiales antigénicos y tener un papel en la respuesta

inmunológica primaria5 0 .  Sin embargo, fue hasta los años 70’s que se  demostró

que las CL part ic ipaban en reacciones de hipersensibi l idad de contacto, además

de que se podían encontrar abundantemente en vasos l infáticos de la dermis, por

lo que se supuso que portaban antígenos hacia los gangl ios l infát icos lo cuál se

demostró al observar respuestas prol i ferat ivas de l infocitos después de est imular

CL con dist intos sensibi l i zadores5 1 - 5 5 .

Posteriormente, se demostró la presencia de marcadores de superf ic ie

característ i cos de células con funciones inmunológicas, tales como los receptores

para el tercer componente del complemento (C3) y la fracción cr istal izable (Fc)

de la IgG, mismos que comparten con l infocitos y macrófagos 56 , 57 ,  así  como la

expresión de las moléculas clase II del complejo principal de histocompatibi l idad

(MHC II)58 , 59 .

FENOTIPO DE LAS CÉLULAS DE LANGERHANS

Ultraestructuralmente, las CL t ienen forma irregular, presentan un

citoplasma electrón lúcido por la ausencia de tonofi lamentos y melanosomas, un

núcleo marcadamente indentado, aparato de Golgi bien desarrol lado y numerosas

y pequeñas mitocondrias así como el característ i co GB en forma de bastón o

raqueta de tenis,

En cuanto a su actividad enzimática, se caracterizan por presentar una

fuerte act ividad de adenosin-tr i fosfa tasa de calcio y magnesio (ATPasa)6 0 .  La

técnica de histoquímica enzimática para la demostración de ATPasa es senci l la y

reproducible: Dado que las únicas células posit i vas para esta técnica en epitel ios

escamosos son las CL, la histoquímica enzimática para ATPasa se considera

específ ica para su demostración. Las CL también poseen actividad de esterasa

inespecífica y de mieloperoxidasa ,  las cuales también se encuentran en

macrófagos, s in embargo, las CL no poseen act ividad de α−antitr ipsina y

α−antiquimotripsina6 1 .
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Las CL expresan en su membrana una gran cantidad de proteí nas

relacionadas con el s is tema inmunológico como el antígeno común leucocitar io

(CD45); las moléculas clase I del Complejo Principal de Histocompatibil idad

(MHC I), las moléculas clase II del Complejo Principal de Histocompatibi l idad

(MHC II), s iendo las CL las únicas células epidérmicas que constitut ivamente las

expresan6 2; los antígenos CD1 , que se dividen en CD1a, CD1b y CD1c y cuya

función se relaciona con la presentación de antígenos de origen l ipídico; el

antígeno CD4 ,  que es necesario para el reconocimiento del antígeno por el

receptor de la célula T (TCR); los marcadores del l inaje de MO/MQ CD14  y CD15

se han encontrado débi lmente expresados en CL6 3; la proteína ácida citoplásmica

S-100  cuya función es modular el calcio int racelular6 4; y los receptores para la

Fc de la IgG  y el C3b 6 5 .

ORIGEN DE LAS CÉLULAS DE LANGERHANS

En cuanto al or igen de las CL se han real izado algunos trabajos en los que

se ha demostrado que las CL derivan de la médula ósea66 , 67 ,  además que

continuamente son reemplazadas por un “pool ” de células precursoras

migratorias originadas en la médula ósea. Aunque algunos investigadores han

reportado producción de CL en bazo y gangl ios l infát icos68 , 69 .  Otros autores

sugir ieron que las CL están relacionadas al l inaje de los monocitos /macrófagos

(MO/MQ)7 0 ,  s in embargo su capacidad fagocí t ica es mucho menor que la de los

macrófagos aunque comparten algunos marcadores de superf ic ie como las

moléculas CD4, receptores para C3, C4d, y C3b-C4b71 . 72

En un estudio basado en el cult ivo de células de origen mieloide,

identif icaron una subpoblación de células que dan origen a las CD, las cuales

carecen de los marcadores del l inaje de los l infocitos , son CD34+ y presentan el

receptor para la Interleucina 3α (αIL-3R) con lo que se destaca su ruta de

diferenciación separada de otras células mieloides7 3 .

Recientemente se ha propuesto propuso que el linaje de las CD esta íntimamente

relacionado con el de los MO/MQ ya que ambos tipos celulares tienen un mismo precursor, el que

puede seguir dos rutas de diferenciación, una que lleva hacia monocito y posteriormente a

macrófago y otra que lo lleva hacia CD74,75. 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, según sean las condiciones microambientales así como de las

necesidades del individuo en ese momento. Así, las CD y los MQ representarían los extremos de

una misma familia, ya que mientras los MQ cuentan con una gran capacidad fagocítica y su

capacidad para realizar la presentación antigénica es poca, en las CD sucede lo contrario, ya que

tienen poca capacidad fagocítica y una gran capacidad como células presentadoras de antígenos.

(Fig. 1).

F igura  1 .  Esquema que  des t aca  dos  p r inc ipa l es  v ías  de  o r i gen  de  l as  CD a  par t i r  de  p recursores

de  m édul a  ós ea .

SISTEMA DE CELULAS DENDRITICAS

Las células de este sis tema se local i zan en órganos l infoides y no l infoides ,

así como en la circulación, ya sea l infát ica o sanguínea. Las células progenitoras

de las CD se originan en médula ósea, estas dan lugar a las células precursoras

circulantes que se dir igen a los dist intos tej idos donde residen como células

inmaduras con una elevada capacidad fagocí t ica. Al presentarse un daño t isular,

las células inmaduras capturan a los antígenos y posteriormente migran hacia los

órganos l infoides, donde seleccionan células T específ icas a dichos antígenos

permit iendo la inic iación de respuestas inmunes. En este sentido, las CD

presentan antígenos a l infocitos CD4+ que regulan a los efectores inmunológicos,

incluyendo l infocitos CD8+ y células B así como macrófagos, eosinófi los y células
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NK. Además las CD instruyen a las células efectoras para dir igirse a los s it ios

afectados. En este sentido, podríamos clasif icar a las CD’s por su estado de

desarrol lo como progenitoras de CD  que patrul lan sangre y l infa, precursoras

de CD  que pueden reconocer patógenos y l iberan grandes cantidades de

citocinas como IFN-α,  l imitando la dispersión de la infección, CD inmaduras

residentes de tejidos que poseen una alta capacidad endocít ica permit iendo la

captura de antígenos y CD maduras presentes en órganos l infoides secundarios

que expresan altos niveles de moléculas coest imulatorias permit iendo la

presentación antigénica. (Fig.2).

F igu ra  2 .  V ía  de  d i f er enci ació n  que  s igu en  l a s  C D des de  s u  o r igen  has ta  l a  p resen tac ión

ant igén i ca  en  l a  pa racor tez a  de  gang l i os  l i n fo ides .
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CÉLULAS DENDRÍTICAS EPIDÉRMICAS (CL). Se local i zan basal o suprabasalmente

en la epidermis y ocasionalmente se observan en la dermis; presentan

proyecciones citoplásmicas pudiendo l legar a formar redes, muestran act iv idad de

ATPasa, esterasa inespecíf ica, y expresan fuertemente moléculas c lase II del CPH

y presentan receptores para el Fc de la IgG y para el C3b. En cult i vo su tamaño

aumenta casi al doble, a la vez que aumenta la expresión de moléculas clase II

del CPH y de moléculas de adhesión, pero carecen del caracterís t ico GB, y de los

receptores para Fc de IgG, y por el lo asemejan a las CD sanguíneas o

l infoides.43 , 76 ,  7 7

CÉLULAS VELADAS. Su nombre se debe a que presentan grandes proyecciones

citoplásmicas en forma de velos; se local izan en la l infa, únicamente en los vasos

l infát icos aferentes, s iendo alrededor del 50% de la población celular de los

vasos l infát icos y en general presentan característ i cas análogas a las CL. Al igual

que las demás CD su actividad fagocít ica es baja en contraste con su alta

act iv idad presentadora de antígenos, y solamente un bajo porcentaje cuentan con

el característ ico GB. En sangre, menos del 0.1% del total de las células

presentan caracterís t icas dendrít i cas, s iendo éstas, las únicas que pueden

presentar velos retráct i les .  4 3 , 76 ,  77

CÉLULAS INTERDIGITANTES. Este subtipo celular se encuentra en las zonas T-

dependientes de los gangl ios l infát icos y en la médula del t imo. Su nombre se

debe a que forman interdigitaciones entre sus proyecciones y las de los l infocitos

T con los que se encuentran en ínt ima aposición para real izar la presentación

antigénica. Como las demás células del s is tema presentan característ i cas

análogas a las CL, pero su act ividad de ATPasa y la cantidad de receptores para

Fc y C3b es menor,  contrastando el aumento en la expresión de moléculas clase

II del CPH.  4 3 , 76 ,  7 7

CÉLULAS DENDRÍTICAS ESPLÉNICAS. Las células de Steinman y Cohn, a

diferencia de las demás CD, carecen del caracterís t ico GB, de la act ividad de

ATPasa y de receptores para el  Fc de las IgG y el  C3b. Se encuentran en grandes

cantidades en la vaina periarter iolar de los vasos (zona T-dependiente) y

expresan fuertemente la proteína S-100 y las moléculas clase II del CPH. En este

órgano las CD son simi lares a las del t imo pero de menor tamaño.  4 3 , 76 ,  7 7
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CÉLULAS DENDRÍTICAS INTERSTICIALES. También se han descrito CD en e l

interst ic io de algunos órganos como corazón, hígado, r iñón, intestino y páncreas,

con las mismas característ icas de las CL. En estudios sobre trasplante de tej ido

cardiaco se observó, algunos días después y mediante la ut i l ización de

anticuerpos monoclonales específ icos para el donador, que las CD de éste

colonizan el bazo del individuo receptor.  4 3 , 76 ,  7 7
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CÉLULAS DENDRÍTICAS y CÁNCER

A pesar de los grandes avances con los que se cuenta en las terapias contra estados

tempranos de cáncer, el pronóstico para los estados avanzados se ha mantenido estable durante

los últimos 50 años. Sin embargo una gran variedad de estrategias han sido introducidas, la

mayoría se han basado en los nuevos conocimientos que se tienen acerca de las características

inmunológicas de los diferentes tumores.

En un principio, la inmunoterapia contra el cáncer se enfocaban solamente en la IL-2 y

otras citocinas activadores de linfocitos T citotóxicos, específicos contra AAT: Estos ensayos

tuvieron cierto éxito con regresiones tumorales, aunque fallaban en el control de estados

avanzados. La act ivación efect iva de l infocitos T depende en gran medida de la

part ic ipación de CPA, así como de  macró fagos, l infocitos B y f ibroblastos. De

estas células, sólo las CD pueden act ivar l infocitos vírgenes, característ i ca

orientó a dist intos grupos de trabajo a uti l i zar CD para inducir respuestas

inmunes contra AAT.

Debido a que son muy escasas y no se ha desarrol lado la capacidad de

cult ivarlas en grandes cantidades no se han obtenido resultados terapéuticos

significat ivos. No obstante, se ha logrado la diferenciación ex vivo de CD’s con lo

que las cant idades disponibles aumentan al igual que las posibles apl icaciones en

inmunoterapia antineoplásica. 39 , 42 , 78

La part ic ipación de CL o CD en la presentación de ant ígenos cancerosos ha

sido ampliamente discutida desde inic ios de los 90, cuando se observó la

presencia y aposición de éstas con células cancerosas de tej idos afectados79;

recientemente se estableció que las CL in vitro, a diferencia de lo que

ocurre in vivo, estimulan la respuesta inmune mediada por l in focitos T,

CD4+ ó CD8+, cuando han sido expuestas previamente a epítopes

cancerosos80 ,81 , 82 .

Un problema general izado en cuanto a la terapia de los dist intos t ipos de

cánceres es el hecho de que presentan una alta variabi l idad de antígenos por lo

que el desarrol lar protocolos de inmunoterapia, depende del ais lamiento de

antígenos constantes que puedan ser ut i l i zados como proteína blanco de la
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respuesta inmune, por ejemplo el antígeno prostát ico, o los antígenos MAGE del

melanoma.

Es importante resaltar que las diferentes interacciones entre las células

tumorales y el s istema inmunológico involucran tanto a un gran número de

células como de mediadores, que pueden desarrol lar mecanismos de regulación

de escape inmunitario mediante la secreción de factores inmunosupresores 8 3 - 8 7 ,

lo cuál puede resultar en la modif icación de la act ividad de captación o

presentación antigénica por parte de las CL. Aunque la mayoría de los tumores

inducidos o transplantados son capaces de inducir una débi l  respuesta inmune,

cada tumor en part icular presenta antígenos específ icos de ese tumor, los cuales

no comparten con otros tumores incluso del mismo individuo y son

característ i cos de los tumores inducidos químicamente como en los carcinomas

epidermoides88 , 89 .  Sin embargo, en melanomas inducidos químicamente se ha

demostrado que algunos antígenos tumorales inducen una respuesta que provee

protección contra otros melanomas90 , 91 .  En este sentido, se han identif icado

algunos antígenos tumorales constantes de las células de melanoma como el

MZ2-E 9 2 ,  el MZ2-D9 3 ,  ambos codif icados por los genes de la famil ia MAGE94 ,95  así

como los antígenos SK29aAb y SK29aAa codi f i cados por el gen Melan-A 9 3 , 9 6 -9 9 .

Numerosos autores han estudiado la posibi l idad de establecer una

inmunoterapia basada en la ut i l ización de CD, tanto de sangre peri fér ica como de

médula ósea, en la mayoría de los reportes se ha observado una reducción

parcial del tumor, así como un fenotipo inmaduro de las CD inf i l trantes en

dist intos t ipos de tumores, como en cáncer de mama1 0 0 ,  carcinoma escamoso

celular1 0 1 ,  cáncer de cabeza y cuel lo 102 , 1 03 ,  y en otros tej idos cancerosos

humanos104 , 1 05 .

Como un dato interesante, se ha propuesto que la densidad de CL en el

estroma del tumor se puede uti l i zar como parámetro de pronostico de

sobrevida1 0 6 .  Más recientemente, se estableció que las CL in vitro, a diferencia

de in vivo, est imulan la respuesta inmune mediada tanto por l infocitos T, CD4+ o

CD8+, cuando han sido expuestas previamente a epítopes cancerosos 8 2 ,  En este

sentido, es de notar que las células tumorales pueden regular un mecanismo de

escape inmunitario por la secreción 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 cancerosos83 , 84 , 85 .  Estos factores pueden producir un

decremento en la expresión de moléculas del CPH, resultando una presentación

antigénica defectuosa por las CL.

En los tumores cutáneos las CL como CPA part ic ipan en la inic iación de

respuestas inmunológicas contra tumores en la epidermis, mientras que las CD

dérmicas y macrófagos lo hacen en la dermis, Lo anterior ha sido demostrado en

tumores inducidos químicamente, donde la prol i feración de l infocitos T

específ icos a los antígenos tumorales1 0 7  dependen de citoci nas presentes como

GM-CSF y TNFα108 , 1 09 .  Por otro lado, es ampliamente conocido que los

queratinocitos producen TNFα e IL-1β durante la hipersensibi l idad de contacto,

en este sentido, es posible que alteraciones en la producción de estas citocinas

durante el desarrol lo del tumor puedan inf luenciar a las CL alterando su

capacidad de presentación de antígenos.

Aunque los t ipos de respuesta inmunológica responsables del control del

crecimiento de tumores permanecen inciertos, es probable que las respuestas

celulares sean más importantes que las humorales, ya que l infocitos Th1 CD4+,

los cuales secretan IL-2 e IFN-γ,  son más abundantes en tumores en regresión

que otros t ipos de l infocitos. Entre otros mecanismos, posiblemente los l infocitos

Th1 CD4+ induzcan una regresión de tumores mediante la producción de factores

que l leven a la apoptosis de las células tumorales 1 1 0 .

 En el caso de los tumores inducidos mediante  carcinógenos químicos como

el dimeti lbenza-(α)-antranceno (DMBA) y el tetradecanoi l forbol-13-acetato (TPA)

se produce una depleción de CL epidérmicas, del 50% en los tres primeros días

de la apl icación. Esta depleción de CL epidérmicas persiste s i  los cancerígenos se

apl ican semanalmente durante ocho semanas, hasta que se desarrol la un tumor

epidérmico1 1 1 .  Otros trabajos han demostrado que el otro 50% de las CL que han

quedado en la epidermis, 4 días después de la apl icación de DMBA y TPA, son

incapaces de inducir prol i feración de l infocitos T antígeno específ icos, captan

menos antígenos, fal lan en la producción de IL-1α, y t ienen una reducida

expresión de la molécula coest imulatoria B7-2. Estas alteraciones en las CL

también se han observado en la carcinogénes is inducida por UVB 112 , 1 13 .
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 En los distintos tipos de cáncer la instalación de una respuesta inmune contra las células

cancerosas es un punto crucial para el progreso de la enfermedad. Diversos autores han analizado

el número y función de las CD en diferentes cánceres, encontrando una disminución, ya sea en la

densidad de CD en el tumor o la presencia de CD inmaduras para montar respuestas

inmunológicas.

 En este sentido, mediante la ut i l ización de una población de CD sanguíneas

generó células T CD8+ específ icas contra el antígeno específ ico del tej ido

prostático (PSA), lo cual generó una destrucción de células tumorales

prostát icas1 1 4 .  En otro ensayo de inmunoterapia contra el cáncer de próstata,

anal izó la posible ut i l ización de CD pulsadas con los péptidos PSM-P1 y PSM-P2

obtenidos de células cancerosas, encontrando que aquel los pacientes que

recibieron CD pulsadas con los péptidos tuvieron una disminución de PSA

sérico1 1 5 ,  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

disminución del PSA sérico.

En algunas variedades de células cancerosas se ha inducido  apoptosis

debido al l igando inductor de apoptosis relacionado al TNF (TRAIL), demostrando

que las CD sanguíneas CD11c+ expresan TRAIL después de ser est imuladas con

interferón alfa o gama y adquieren la habi l idad de matar a las células tumorales

que son TRAIL-sensit ivas y no así a las TRAIL-resistentes o t ipos celulares

normales. Lo que sugiere que el TRAIL puede servi r como una molécula e fectora

en las CD CD11c+ para la el iminación de células tumorales que se desarrol len

espontaneamente116 , 1 17 .

En otros estudios, en pacientes con melanoma a los que se les apl icó una

inyección semanal de 1 a 3 x106  CD pulsadas con antígenos sintét icos de

melanoma, se observó que en uno de el los la respuesta a la inyección de CD fue

completa y la in f i l tración de células T y CD en la lesión fue notoria; La misma

respuesta se ha observado en pacientes con melanoma, carcinoma de cabeza y

cuel lo y cáncer de mama a los que se les han apl icado inyecciones de

fibroblastos productores de IL-121 1 6 .  Por otro lado, en pacientes con leucemia

aguda y crónica detectó 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  l igando de las SIRP es el
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CD47, por lo que se concluyó que probablemente la adhesión celular juegue un

papel muy importante en los mecanismos de escape inmunológico del tumor1 1 8 .

En nuestro laboratorio , trabajando con lesiones premalignas (queratosis

act ínica) y mal ignas (carcinoma epidermoide) y ut i l i zando como controles piel

fotoexpuesta del brazo y piel  no fotoexpuesta del glúteo evidenciamos un cambio

en la densidad de CL en ambos t ipos de lesiones: una disminución en la densidad

de CL en la lesión premaligna, mientras que en la lesión maligna encontramos

una densidad elevada de éstas células119 , 1 20 .  (Graf ica 1.)

Gráf i ca  1 .  Compara t i vo  de  l a  dens idad  de  CL  en  tumores  p rema l i gnos  ( quer a tos i s

ac t ín i ca )  y  tumo res  m a l ignos  ( ca rc inoma ep ide rmo ide )  donde  s e  anal i z a ron  dos  g rupos  con t ro l es

de  p ie l  f o toexpues ta  y  no  fo toe xpues ta  pe r tenec i en tes  a  l os  m i smos  ind i v iduos 1 1 9 .

Todos estos estudios que uti l izan CD no epidérmicas presentan dos

problemas operat ivos importantes: en pr imer lugar la dif icultad para la obtención

purif icada de CD a part ir de sangre y/o médula ósea, en términos de

infraestructura; en segundo lugar, una eficacia disminuida en términos de

estimulación antigénica debido al fenotipo inmaduro de las CD así obtenidas.

Considerando que las CL t ienen un grado de maduración signif icat ivo en

términos de procesamiento antigénico, así como el hecho de que se encuentran
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normalmente en grandes cantidades en la ep idermis , que parece de fáci l  acceso,

resulta curioso que hasta la fecha no se haya evaluado la capacidad de estas

células para reconocer antígenos específ icos de melanoma ni su capacidad para

inducir respuestas inmunológicas contra células de melanoma. Desde luego,

tampoco se ha determinado el patrón de citocinas que permite la part ic ipación 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

prol i ferat ivas de l infocitos T, al ponerlos en cult ivo en presencia de antígenos

tumorales de melanoma.

OBJETIVOS PARTICULARES:

• Determinar si las CL en cult ivo son capaces de inducir una respuesta

prol i ferat iva de l infocitos específ icos contra antígenos tumorales de

melanoma.

• Determinar en cocult ivos de l infocitos con CL previamente pulsadas con

antígenos tumorales ais lados y con CL previamente expuestas a células

tumorales integras:

a) Si la prol i feración l infocitar ia es simi lar.

b) Si varía la expresión de las moléculas clase  II del MHC y las moléculas

coest imulatorias B7

HIPÓTESIS

1. Al cult ivar l infocitos con CL  previamente expuestas a antígenos MAGE

se observará una proliferación linfocitaria elevada.8 3 - 8 7

2. Al cult ivar l infocitos con CL  previamente expuestas a células de

melanoma vivas se debe observar una proliferación linfocitaria baja .8 3 - 8 7

DISEÑO EXPERIMENTAL

Animales.

Se uti l izaron ratones singénicos de la cepa C57BL/6, haplot ipo H-2b  de  8

semanas de edad y de 40 g de peso, provenientes de una cepa adqui r ida en

laboratorios Harland. Los ratones fueron mantenidos en el bioterio del Depto. de

Bio logía Celular y Tisular, al imentados con al imento purina Chow para ratones y
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agua ad-l ibi tum y se mantuvieron en ci clos de luz oscuridad de 12 hrs. y a una

temperatura constante de 23 oC.

Suspensiones celulares.

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

(5 por experimento) se les sacrif icó por dis locación cervical, se les cortaron las

orejas y la piel ventral,  las cuales fueron sometidas a incubación con EDTA 0.02M

durante 60min. a 37ºC, previa depi lación, y con la ayuda de pinzas y agujas se

obtuvieron mecánicamente láminas epidérmicas.

Las láminas epidérmicas fueron incubadas en una solución de tr ipsina

0.25%, DNAsa I 0.025% durante 30min. a 37ºC para su digest ión, tras la

incubación se ret iraron de la solución de tr ipsina  y se colectaron en una

coladera de acero inoxidable, mediante agitación por pipeteo y posterior

frotación se obtuvo una suspensión de células epidérmicas, de la cuál se

retiraron las células muertas mediante centr i fugación en Ficol l  Hipaque 1077,

posteriormente se incubaron con un anticuerpo acoplado a esferas

paramagnéticas dir igido contra moléculas clase II del MHC (Macs microbeads

MHC-II, Mi ltenyi) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, la suspensión

se pasó a través de una columna paramagnética (MS+, Miltenyi), las células

ais ladas fueron colectadas y ut i l i zadas en los experimentos de inducción de

presentación antígénica.

Suspensión de l infocitos T.   Se colectó la sangre de 5 ratones (1 ml/ratón)

y mediante un gradiente de centri fugación con Ficol l-Hipaque se aislaron células

mononucleadas. Las células obtenidas con el procedimiento anterior se colocaron

durante dos horas en una botel la de cult ivo para que los monocitos/macrófagos

se adhieran al plást ico y los l infocitos se co lectaron para los experimentos de

presentación antígénica y prol i feración.

Suspensión de células de melanoma. Se ut i l izó la l ínea celular B16-F10 de

melanoma murino obtenida de la base de la oreja de un ratón C57BL/6 (Fidler IJ,

Nature New Bio l, 1972, 242:148). La l ínea celular fue expandida en botel las de

25cm2  (RPMI 1640 adicionado con sulfato de gentamicina y amfoteric ina β ) hasta

obtener una monocapa. A cada botel la se le ret iro el  medio y se le añadieron 2ml



35

de tr ipsina 0.5% 5 min. 37ºC, f inalmente se lavaron en medio de cult ivo y se

congelaron a –70ºC (DMSO10% SFB 10% en RPMI) hasta su uso.

Extracción de antígenos tumorales.

Se tomaron 5 X106  células de la l ínea B16-F10 y fueron l isadas mediante

incubación en un buffer de l i s i s RIPA durante 30min a 4ºC, posteriormente se

real i zó una homogeneización y se dejo incubar en RIPA durante 30min a 4ºC, a

continuación se centr ifugaron a 10,000 g durante 10min. y se desechó el botón

que contiene los restos celulares.

El sobrenadante que contenía las proteínas se concentró mediante

centrifugación en tubos Amicon Ul tra 4 que dejan pasar moléculas por debajo de

10,000 kilodaltons. Finalmente los antígenos MAGE fueron ais lados al hacer pasar

el concentrado de proteínas a t ravés de una columna de alta a f inidad de Proteína

A (ImmunoPure® (Protein A) IgG Purification Kit, Pierce Co.) acoplada con un anti cuerpo

pol ic lonal anti-MAGE.(Santacruz f l-309) Este anticuerpo reconoce a todos los

antígenos de la famil ia MAGE.

Activación de CL.

Las CL obtenidas mediante el proceso de ais lamiento descrito

anteriormente presentan un inmuno-fenotipo “ inact ivo”, por lo que para

activarlas se adicionó al medio de cult ivo con factor est imulante de colonias de

granulocitos y monocitos  1µg/ml (GM-CSF) y se dejaron cult ivar por 48 hrs. En

esta condición se colocaron 1 X105  CL por pozo en placas de cult ivo de 1ml/pozo.

Una vez que recuperan su condición de captación de antígenos, las CL fueron

estimuladas ya sea con células tumorales vi vas en una proporción 1:10 (CL:B16)

o bien con antígenos tumorales MAGE ais lados (50µg/ml) durante 48hrs.

Presentación antigénica:

Tanto los cult ivos de CL act ivados con células tumorales vivas como con

antígenos ais lados fueron co-cult ivados con 5 X 105  l infocitos T aislados el  mismo

día de su uti l ización.

Como controles a los dos grupos anteriores se ut i l izó un co-cult ivo de CL

sin est imulación y l infocitos , y uno con CL activadas con un antígeno no

relacionado como el dinitrof luorobenceno (DNFB).
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Un grupo control necesario fue la est imulación de l infocitos con

f itohemaglutinina. En donde se tomó el índice de prol i feración de l in focitos 100%

y se comparó con el índice de prol i feración de los otros grupos experimentales.

Cuantificación de la respuesta proliferativa de linfocitos .

En los grupos de cult ivos donde se l levó a cabo la presentación de

antígenos se evaluó la prol i feración l infocít i ca por inmunohistoquímica mediante

la uti l i zación de un anticuerpo anti-PCNA. Este anticuerpo identi f ica a la proteína

PCNA, la cual es una cic l ina que dir ige la divis ión celular, donde las células

PCNA+ corresponden a l infocitos en divis ión. El número de células posit i vas se

cuantif i có y se expresó el índice mitót ico de los l infocitos en cada grupo

experimental y control. Para esto se contaron 100 cèlulas por campo, con un

mínimo de 100 campos por ensayo contando almenos 1000 l infocitos que incluían

tanto a os pCNA+ como pCNA-.

Manejo estadístico

Todos los datos obtenidos fueron procesados para obtener su estadíst i ca

descript iva y se les apl ico la prueba de normalidad “Ómnibus de D’Agostino”,

posteriormente se les apl icó una prueba de anál is i s de varianza de una sola vía

“ANOVA” y f inalmente se les real izo una prueba de comparación múlt iple de

Bonferroni. Para estos anál is is se ut i l izó el programa estadíst ico SPSS V.12.0

(Apache Software Foundation)
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

CARACTERIZACIÓN Y EXPANSIÓN DE LA LÍNEA CELULAR B16

La l ínea de melanoma B16-F10, fue mantenida en congelación en al í cuotas

de 1-2 X105  cels./ml en DMSO 10% en ABS/RPMI,  tras ser descongeladas se

mantuvieron en condiciones de crecimiento y hasta después de 7 días

recuperaron su actividad mitóti ca. De cada al í cuota descongelada se obtuvieron,

en aproximadamente 10 días alrededor de 20 X 106  células de las que se tomaban

aproximadamente 1 X 105  células para volver a ser sembradas y tener una

producción aproximada de 20 X 106  cada 3 días. (Gráfica 2)

Graf i c a  2 .  En  a )  s e  o bserva  l a  tasa  m i tó t i ca  que  a l canz an  los  cul t i vos  de  l a  l í n ea  ce l u lar  B -16
durante  los  p r imer os  10  d ías  des pués  de  s e r  s embrados ,  a  par t i r  del  s ép t imo d ía  de  cu l t i vo  l a
tas a  de  m i tos i s .  En  b )  s e  g rá f i ca  e l  número  de  cé lu las  de  l a  l í nea  B -16  que  s e  pueden  obte ner  por
cul t i vo,  nó t ese  que  par a  e l  9º .  D ía  de  cul t i vo  se  pueden ob t ener  números  e levados  de  cé lu las  de
me lanoma.

Por otra parte se anal izó mediante inmunohistoquímica la expresión de la

proteína S-100, tanto en cult i vos tr ipsinados como en no tr ipsinados,

encontrando un 99% de células posit ivas (Fig.3). Esta proteína es característ i ca
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de los melanocitos, y otras células con proyecciones citoplásmicas, por lo que se

ha uti l izado ampliamente en el diagnóstico de las células de melanoma.

F igura  3 .  C u l t i vo  de  l a  l í nea  ce lu l a r  B16-F10 .  a  y  c  cu l t i vos  a  l a s  2  hor as  después  de  l a s  s i embra ,
b  y  d  cu l t i vos  a  l os  7  d ías  desp ués  de  l a  s i embra .  E n  l a s  imág enes  a  y  b  s e  o bse rva  a  l os  cu l t i vos
medi an te  con t r as te  de  f ases ;  en  c  y  d  s e  r eal i zo  i nmunoh i s toqu ím i ca  d i r i g i da  con t ra  l a  p rote í na
S-100.

AISLAMIENTO DE CL

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

aislamiento de CL fue mediante migración de láminas epidérmicas en cultivo. Para esto se

separaron las láminas como se indica en el capitulo de diseño experimental, y posteriormente se

dejaron en cultivo durante 8 días en RPMI suplementado   con   SFB   10%  e  IL-1. Como

consecuencia  a   la   presencia  de IL-1 en el medio de cult i vo se indujo una migración

de las CL y a los 8 días se recuperó el sobrenadante y se obtuvieron las CL1 2 1 .

Para comprobar la migración se real izó en las láminas epidérmicas cult ivadas una

cuantif i cación de las CL restantes mediante inmunohistoquímica contra MHC II .

Aunque en las láminas epidérmicas se observó una migración casi  del 100% a los

a b

dc
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8 días de cult ivo (Fig. 4), solamente se recuperó alrededor del 10% de lo

esperado, por lo que esta metodología fue desechada. (Gráf ica 4)

Gráf i ca  4 .  Obtenc ión  de  C L  po r  i nducc ió n  de  m ig rac ión  m edi an te  IL -1 .  Nó tese  que  aunque  l a
mig rac ión  es  cons tan te  y  a l  8o .  Todas  l as  CL  han  emig rado  de  l a  ep ide rmis  l a  recuper ació n  se
encuent ra  m uy  por  deba jo  de  l o  esper ado .

F igura  4 .  Inmunohi s t oqu ím ica  d i r i g ida  con t ra  l as  mo lécu las  c l ase  I I  de l  MHC en  l áminas
epi dé rm icas  en  cu l t i vo  a )  1dí a ;  b )  3  d ías ;  c )7  d ías .

Aislamiento por gradiente de densidad. Otra metodología que se ensayó

para ais lar CL fue la ut i l i zación de gradientes de centr ifugación, de acuerdo a lo

reportado por Peña Cruz1 2 2  en el 2002, en donde uti l i za un gradiente de

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

a b c
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1.100g/ml. En metodologías anteriores se recomendaba para cent r ifugación usar

Histopaque 1077 que es uti l izado normalmente para separar células

mononucleares de sangre perifér ica. Sin embargo, con este gradiente los autores

reportan una recuperación de 1 a 3 X106  con una viabi l idad superior al 90% y

una pureza de entre el 80% y el 90%; una recuperación elevada si consideramos

que en cada ensayo se ut i l izan 100 cm2  de piel  lo que nos da un aproximado de 4

X106  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 variabi l idad muy alta entre uno y otro ensayo, ya que

tiene resultados que van desde 8.5 X105  hasta 2.4 X106  CL. (Fig. 5.)

F igura  5 .  Esquema de l  g rad ien te  de  ce ntr i f ugac ió n  y  número  de  C L  rec uperadas  por  es ta
metodolo g ía . 1 2 2

Cuando apl icamos esta metodología, primero ensayamos tanto con pie l

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, además de que t iene una

gran cantidad de tej ido dérmico e hipodérmico, lo que hace mas dif í c i l  la

separación de la epidermis, se decidió ut i l izar solamente piel de oreja, aunque

con esto se tuviera que incrementar el número de animales a uti l i zarse por

experimento. De acuerdo a lo indicado, se obtuvieron las láminas epidérmicas y

se disgregaron hasta obtener una suspensión de células epidérmicas;

posteriormente éstas fueron lavadas en RPMI y la suspensión fue colocada sobre

el gradiente previamente preparado en un tubo de 15ml, y se centr ifugó a 3000

rpm / 1h / temp. amb., los resultados obtenidos con esta metodología tampoco
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fueron los adecuados, donde nuestra mejor separación fue de 1.3 X105  (Graf ica

5) pero con una pureza del 74%. Al real izar los experimentos de prol i feración

l infocít i ca se observó una respuesta prol i ferat iva muy alta, aún cuando no se

hubiera pulsado a las CL con algún antígeno, por lo que dicha respuesta

inespecíf ica se atr ibuyo a la contaminación por otro t ipo de células en los

cult ivos, razón por la cuál se optó por ut i l izar otra metodología en el ais lamiento

de CL.

Gráf i c a  5 .  a i s l am i en to  de  C L  med ian te  l a  u t i l i za c ión  de  un  g rad ien te  de  dens i dad .  Las  cé lu l as
to ta les  ob ten idas  con  es ta  meto do logí a  i ncl uyen  tan to  a  l as  C L  como cé lu las  ep idé rmicas .  En
todos  l os  ensa yos  l a  pureza  no  rebasa  e l  75%.

Aislamiento por inmunoafinidad. La últ ima metodología ensayada para

aislar CL fue la ut i l ización de MACS, que consist ió en incubar la suspensión de

células epidérmicas con anticuerpos monoclonales anti-MHC II, acoplados a

esferas paramagnéticas, posteriormente se hizo pasar la suspensión a través de

una columna cuya matriz también contiene esferas paramagnéticas y mediante l a

uti l ización de un magneto las células marcadas con el ant icuerpo se quedan en l a
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columna, posteriormente al ret irarse el magneto, se deja f luir a la suspensión

con CL ais ladas.

Mediante esta metodología aunque obtuvimos una recuperación de CL no

tan alta como en el caso del gradiente de centr ifugación, alrededor de 1.2 X105 ,

s í  obtuvimos una elevada pureza, cercana al 95%, como se observa en la Gráf ica

6.

Gráf i c a  6 .  A i s l am ien to  de  C L  med ian te  m etodo log ía  MACS.  C on  es ta  m etodo log ía  r ecuperamos  1 .2
X  10 6   CL  con  una  purez a  de l  95%

Al comparar las dist intas metodologías (Graf ica 7) ut i l izadas para el

ais lamiento de CL decidimos uti l i zar la separación mediante MACS, ya que con

el la podemos ais lar tantas células como en el gradiente de densidad, pero con

una pureza del 95%, lo que nos permite durante la est imulación l infocít i ca

reducir ampliamente la respuesta inespecíf ica debido a la contaminación por

otros grupos celulares.
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Gráf i c a  7 .  Compar ació n  de  l as  d i s t i n t as  técn i c as  de  a i s l amien to  de  CL  donde  se  observ a  e l
número  de  C L  r ecuper adas  y  s e  purez a  expresada  en  porcen ta j es ,  l a s  C L  s e  ca rac te r i z a ron
medi an te  i nmunohi s toquím ica  con t ra  MHC I I  y  B7 .

PURIFICACIÓN DE ANTÍGENOS MAGE

Para el ais lamiento de antígenos MAGE se cosecharon células de la l ínea

de melanoma B16-F10 mediante tr ipsinación y posteriormente fueron l i sadas,

para la obtención de un concentrado de proteínas totales de acuerdo a como se

describe en el capítulo de diseño experimental. Una vez obtenido dicho

concentrado se pasó por la columna de af inidad (Fig. 6) constituida por una

matriz de proteína A, la cuál t iene una alta af inidad por la Fc de IgG, y un

anticuerpo pol i c lonal anti-MAGE que reconoce a todas las proteínas integrantes

de esta famil ia de antígenos, además este sis tema de af inidad está reforzado

mediante la ut i l i zación de disuccinimidi l  suberato (DSS) que forma un enlace

covalente entre la proteína A y la porción Fc de los anticuerpos dándole mayor

estabi l idad a la columna de purif icación. Tras el reconocimiento de los antígenos

en la columna se eluyó la suspensión de proteínas y posteriormente se recuperó

el antígeno puri f icado añadiéndole un buffer con pH=2 para disociar al complejo

antígeno-anticuerpo, recuperando los primeros 5ml, posteriormente a l a

suspensión de antígenos se le restauró a pH=7.2.
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Figura 6. Esquema de la columna de afinidad uti l i zada para el aislamiento

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

Con la f inal idad de estandarizar el procedimiento de ais lamiento de

antígenos se ensayaron dist intas concentraciones de células de melanoma a

uti l izar, así como los búferes de l isado. En l a tabla  4, se resumen los dist intos

procedimientos ensayados.

Tabla 4. Ais lamiento de antígenos MAGE uti l izando dis t ipos de Buffer de

l is is y metodología de concentración, en todos los casos los Ag se

aislaron mediante la columna Immunopure.

No. de cels.

de

Melanoma

Buffer de

l isado

Método para

concentrar

proteínas

Concentración

de proteína

total

Concentración

de MAGE

5 X106 Glucosa  C. 10000rpm 152µg/ml 18.73µg/ml

5 X106 Glucosa C. AMICON 548µg/ml 68.6µg/ml

5 X106 RIPA C. 10000rpm 9025µg/ml 87.3µg/ml

5 X106 RIPA C. AMICON 1260µg/ml 105µg/ml

Para la cuantif icación de los antígenos obtenidos se real izó la prueba de

determinación de proteínas micro-Bradford y posteriormente mediante

electroforesis se confirmó que la proteína ais lada fuera MAGE, solamente por

correspondencia con su peso molecular (Graf ica 8). En los dist intos ensayos que
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se real izaron se obtuvo en promedio 105 µg/ml de antígenos MAGE purif icados a

part ir de 5X106  células B-16.

Gráf i c a  8 .  De te rm i nac ión  de  p ro t e ínas  m edi an te  l a  té cni ca  M icr o  de  B rad fo r d .  La  l í ne a  punteada
represen ta  una  cu rva  pa t rón  de  a lbúmi na  y  l a  l í ne a  con t i nua  a  s u  r eg res ión  l i neal ,  l o s  t r i ángu los
repres enta n  l a  p ro te ína  to t a l  y  l os  c í r cu los  a  l os  an t ígenos  MAGE a i s l ados .  Am bos  casos  s e
encuent ra n  en  una  d i l ució n  1 :100 ,  para  que  se  a jus ten  a l  rango de  sens i b i l i dad  de l  ensayo .  En  e l
i nser to  s e  o bserva  un  ge l  de  e le c t ro fo r es i s  en  e l  que  se  co r r i ó  l a  s o luc ió n  e lu ída  de  l a  co lum na
de  pur i f i cac ión ,  donde  s e  o bse rva  una  banda  g ruesa  en t re  37  y  50  KD,  que  co r r esponde  a  l os
an t ígenos  MAGE a i s l ados .

ESTIMULACIÓN DE RESPUESTAS PROLIFERATIVAS DE LINFOCITOS

Como experimento previo para evaluar la estimulación de l infocitos por CL

activadas. Se est imularon 5 X 105 l infocitos recientemente obtenidos de sangre

periférica con f itohemaglutinina a una concentración de 5µg/ml encontrando un

índice de est imulación (IE) en todos los experimentos cercano al 40% Gráfica 9),

lo que concuerda con lo reportando en la referencia del fabricante de

fitohemaglutinina. La evaluación se real izó en extendidos de células cult ivadas

que fueron procesadas mediante inmunohistoquímica dir igida contra la ci c l ina

pCNA.

En cada cult ivo se evaluaron 3 lamini l las 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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Gráf i c a  9 .  Es t im u lac ión  de  p ro l i f e rac ión  l i n foci t a r i a  con  f i t o hemag lu t ini na  expr esada  en
porcen ta je  de  ca da  1000  l i n foc i tos .

En los ensayos de presentación antigénica y prol i feración l infocitar ia se

uti l izaron 1 X 105  CL (previamente act ivadas con GM-CSF), que fueron

estimuladas un grupo con 50µg de antígenos MAGE purif icados y otro grupo con

1X106  células de la l ínea B16, después de cult ivar a las CL durante 24 horas con

su respectivo est ímulo se añadió a cada pozo 5X105  l infocitos, mismos que se

dejaron cult ivar 24 horas y posteriormente se cosecharon los cult ivos para

real izar la evaluación del índice de est imulación (IE) de l infocitos mediante

inmunohistoquímica dir igida contra la cic l ina pCNA; de igual manera que en los

cult ivos de l infocitos est imulados con PHA se contaron por experimento un tota l

de 1000 células en por lo menos 10 campos.

En cada experimento el IE de cada cult ivo de l infocitos obtenido con PHA

se consideró como el 100% y a part ir de este se calculó el porcentaje de

l infocitos que fueron est imulados por CL.(Gráf icas 10 y 11)

Estimulación de prol i feración l infocitar ia con f i tohemaglutinina (1000 células
por ensayo).

Exp1 Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Exp6
pCNA+ 431 379 408 386 435 397
pCNA- 569 621 592 614 565 603
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Gráf i c a  10 .  En  l a  s igu i en te  g rá f i ca  s e  mues t ra  e l  í nd i c e  de  es t im u lac ión  ob t eni do  con  C L  que
fuer on  a i s l adas  med ian te  l a  técn i ca  de  g radi en te  de  dens ida d .  Como s e  puede  aprec ia r  e l  í nd i ce
de  pro l i f e rac ió n  en  e l  g rupo  con t ro l  es  de l  9 .5%,  en  e l  g rupo  de  C L  + MAGE de l  47% y  en  e l
g rupo  C L+B16 de l  21%.

Al sust ituir la metodología de ais lamiento de CL mediante gradiente de

densidad por la metodología MACS se obtuvo una mayor pureza de CL lo que

esperábamos resultara en una disminución de la respuesta prol i ferat iva

l infocitar ia inespecíf ica,(Gráfica 11), la respuesta inespecíf ica se abatió a la

mitad aunque se mantuvo el mismo patrón pro l i ferat ivo.

Gráfica 11. Proliferación linfocitaria estimulada por CL tanto en cultivos con antígenos MAGE como con células vivas B16.
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En la gráfica anterior se observa como la respuesta proliferativa linfocitaria es 4 veces
mayor cuando las CL fueron pulsadas con antígenos MAGE  al aplicar un Análisis de Varianza entre
las distintas repeticiones se observo una diferencia estadísticamente 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 estadísticamente significativa entre ambos grupos experimentales, entre si y con el
grupo control, como se observa en la Gráfica 12.

Gráfica 12. Diagrama de Caja en que se gráfica la proliferación 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 estadísticamente significativas con el grupo control, según los estadísticos de comparación múltiple de Kruskal
Wallis como de Bonferroni  con una alfa de 0,05.y una Z de 1.96
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CONCLUSION

La f inal idad de este trabajo fué demost rar la habi l idad de las CL

epidérmicas para inducir respuestas prol i ferat ivas de l infocitos Ag-específ icos,

misma que ha sido ampliamente demostrada en CD sanguíneas y t isulares.

Durante los mas de 10 años que ha atravesado el desarrol lo de la inmunoterapia

contra el cáncer basada en la uti l i zación de células pertenecientes al SCD, la

mayoría de los estudios se han hecho precisamente con CD sanguíneas , que

constituyen un estado de desarrol lo previo al de las CL.

Durante esta etapa  de diferenciación  se caracterizan por presentar una

aceptable capacidad de captura de antígenos y práct icamente 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 sanguíneas y una vez que han

captado dichos antígenos real izan una presentación antigénica, de manera simi lar

a las CD presentadoras de antígenos derivadas de CD sanguíneas; siendo

seleccionadas en la mayoría de los casos estas últ imas no por sus superiores

característ icas funcionales en cuanto a la captación y/o presentación antigénica.

Con respecto a los demás integrantes de este l inaje celular, s ino por su

fáci l  d isponibi l idad y elevados números que se pueden obtener, mientras que con

las CD epidérmicas (CL) la disponibi l idad de el las es mucho menor y de mayor

dif icultad.

Con la metodología descrita en el presente estudio fuimos capaces de

obtener una suspensión enriquecida de CL con una pureza del 95%, uti l i zando

como criter io de aceptación a aquel las células MHC II+, lo que es superior a lo

obtenido en reportes previos, donde alcanzan una pureza que osci la entre el 70 y

el  90%121 , 1 22 ,  aunque los números de CL obtenidas no fueron superiores a 5 X105

CL por experimento.

Actualmente el procedimiento se sigue optimizando. Sin embargo estos

resultado son acordes o tan satis factorios como los que han obtenido otros

autores con CD sanguíneas, donde tras obtener sangre perifér ica  se separan las
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células mononulceares mediante centr ifugación con Ficol l  y posteriormente se

desechan a las células no adherentes (diferenciadas), mientras que las

adherentes se cult ivan por 6 días en presencia de GM-CSF e  IL-4 recuperando al

7º día de cult ivo una suspensión de células CD1a+ 90%, y para est imular la

maduración de las CD del día 5 al 7 se les adiciona el medio con CD40L123 , 124 , 1 25 .

En cuanto a la presentación antigénica pudimos determinar que las CL son

buenas est imuladoras de respuestas prol i ferat ivas de l infocitos, como se

representan en la gráf ica No. 11, y al  comparar nuestros resultados con otros

estudios en donde uti l i zan CD sanguíneas, se puede observar un patrón de

prol i feración l infocitar io simi lar, de lo que podemos concluir que la presentación

antigénica obtenida en nuestros cul t ivos se esta dando de manera

adecuada123 , 1 25 , 1 26 ,1 27 , 1 28 , 1 29

En la  g ráf i c a  an te r io r  o b ten id a  de l  t raba jo  de  Bera rd 1 2 3  s e  o bser va  l a  i nducció n  de
prol i f e r ació n  de  l i n foci t os  T  CD4+ y  CD8+,  m edi an te  l a  de tecc ión  de  inco rpor ació n  de  t im i d ina
cuando  fue ron  co -cu l t i va dos  con  C D obten idas  de  sangre  per i f é r i ca  pu l sad as  y  no  pul s adas  con
cél u las  m uer tas  de  m e lanoma.

Así mismo evidenciamos que cuando las CL son pulsadas con antígenos

tumorales purif i cados, MAGE, la respuesta prol i ferat iva de l infocitos es al menos

4 veces mayor que cuando las CL son pulsadas con células de melanoma B-16

vivas. Esta diferencia en la est imulación prol i ferat iva de l infocitos, posiblemente
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se debe a que las células tumorales pueden estar secretando citocinas

inmunosupresoras o bien que modulen negati vamente a las CL, lo que confirmaría

nuestra hipótesis , s in embargo, necesitamos real izar un mayor número de

ensayos en los que determinemos las citocinas presentes en el sobrenadante del

cult ivo así  como determinar que vías de señal ización se están activando en las CL

con la f inal idad de establecer los mecanismo de modulación por parte de las

células tumorales.

Una vez que hemos logrado determinar que l as CL son igualmente potentes

en la est imulación de respuestas específ icas contra los antígenos MAGE que las

CD de origen sanguíneo, tenemos que completar el presente estudio, para el

futuro establecimiento de una inmunoterap ia basada en la uti l i zación de CL,

mediante las siguientes propuestas:

• Efic ientar el proceso de obtención de CL, ya que como se ha

mencionado en capítulos anteriores una adecuada respuesta

inmunológica depende ampl iamente de un número elevado de CPA.

• En este mismo sentido, ais lar y evaluar las dist intas subpoblaciones

de CL, ya que como se sabe no todas las CL son estimulatorias ,

s ino que algunas subpoblaciones pueden inducir tolerancia a los

antígenos tumorales, lo que tendría por resultado un crecimiento

tumoral.

• Evaluar el patrón de citocinas producidas ya sea por las células

tumorales o bien por las mismas CL, así como las vías de

señal ización que part ic ipan tanto en la est imulación como en la

inactivación.
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