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stefany.infante@udep.edu.pe Introduccion. Las células dendriticas (CD) desempefian un papel clave en la presentacion antigénica

y la activacion de linfocitos T, pero su funcion puede ser modulada por el microambiente tumoral, lo
que afecta la respuesta inmunitaria antitumoral. Este estudio se centra en la interaccion entre las CD
y el hepatocarcinoma (HCC), explorando cémo el entorno tumoral influye en la actividad de las CD.
Objetivo. Evaluar la variacion en la actividad de las CD en respuesta a la expresion de citoquinas
proinflamatorias, IL-10y receptores CXCR4 y CCR7 en un modelo murino de hepatocarcinoma (PM299L).
Métodos. Se realizaron ensayos in vitro cocultivando CD murinas y una linea tumoral murina de HCC. Se
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Introduction. Dendritic cells (DCs) play a key role in antigen presentation and T cell activation, but their
function can be modulated by the tumor microenvironment, affecting the antitumor immune response.
This study focuses on the interaction between DCs and hepatocellular carcinoma (HCC), exploring
how the tumor environment influences DC activity. Objective. To evaluate the variation in DC activity
in response to the expression of proinflammatory cytokines, IL-10 and CXCR4 and CCRY receptors
in a murine model of hepatocellular carcinoma (PM299L). Methods. In vitro assays were performed
co-culturing murine DCs and HCC tumor line. The expression of proinflammatory cytokines (IL-12, IL-
8, IL-1B, TNF-a), immunosuppressive (IL-10) and receptors associated with migration and maturation
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a modelo tumoral de hepatocarcinoma. An (CXCR4 and CCRY) was evaluated by Qpcr at 24, 48 and 72 hours. The tests were repeated three times.
Fac med. 202485(2):156-162. DOL: htfos/iol. Results. DCs exposed to the HCC tumor environment showed increased expression of proinflammatory
0rg/10.15381/anales v85i2.25425. cytokines and IL-10 compared to the control group. Furthermore, elevated expression of CXCR4 and

CCRY receptors will be observed in DCs exposed to HCC. These changes in gene expression occurred
within a 72-h period of coculture. Conclusion. DC activity is influenced by HCC tumor environment
and interaction time, which modulates their proinflammatory and antigen presentation function.
These findings highlight the importance of understanding the dynamics of the immune response in
hepatocarcinoma.
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INTRODUCCION

Las células dendriticas (CD) son consi-
deradas presentadoras profesionales de
antigenos, pues reconocen, capturan,
procesan y presentan los antigenos a los
linfocitos T (LT) para inducir su activa-
cion 2, Las CD al ser estimuladas por ci-
toquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-
8, IL-12 y TNF-a) o por ligandos de CD40
—expresado en el LT CD4+—, se activan
y expresan un perfil de maduracién
(CD80, CD86, CD54). A su vez, modifican
su patron de expresién perdiendo los
receptores CCR1 y CCR5, y expresando
CCR7 y CXCR4 permitiéndoles migrar a
los drganos linfoides secundarios 4.

Las CD reclutadas al entorno tumoral
pueden verse afectadas en su madura-
cién, diferenciacion y presentacion anti-
génica resultando en CD tolerogénicas o
inmunosupresoras ¢ de esta manera
contribuyen al crecimiento y disemina-
cién tumoral ?. En el microambiente tu-
moral, las sefiales estimuladoras y supre-
soras condicionan la capacidad funcional
y fenotipo de las CD ©. Se ha demostrado
el efecto del microambiente tumoral so-
bre un fenotipo polarizado de CD regula-
doras protumorales en exposicion a un
modelo murino de cancer del pulmén ©.
Ademsds, se ha descrito variacion en los
niveles de secrecion de citoquinas proin-
flamatorias e inmunosupresoras cuando
son expuestas a entornos tumorales (1011,
como la produccién de VEGF, IL-6, IL-10
gue conducen a la inhibicion de la madu-
racién y activacién de CD in vitro 2. Por
otro lado, se ha identificado la expresion
de IL-10 en entornos tumorales como
melanoma, mieloma multiple, cdncer de
pulmon que han contribuido a la prolife-
racién tumoral ©9,

Las CD son versatiles en su funcion
durante el proceso de maduracion, pre-
sentacion antigénica y posterior activa-
cion de linfocitos T, y como se ha des-
crito, su funcionalidad varia segun las
sefiales a las que se encuentran expues-
tas en el entorno y segun el tipo tumo-
ral. Sin embargo, este fendmeno requie-
re de mas estudios y descripcién de los
mecanismos involucrados. Los resulta-
dos de estos estudios podrian ayudar a
mejorar la eficacia en la respuesta anti-
tumoral de las CD *3%5), Por lo descrito,

nuestro objetivo fue evaluar la variacién
en la actividad de las CD en funcion a la
secrecion de citoquinas proinflamato-
rias, inmunosupresora y de la expresion
de CXCR4 Y CCR7 frente a un entorno tu-
moral de células hepatocarcinoma (HCC,
por sus siglas en inglés).

METODOS

Se realizd un estudio experimental
segln las etapas que se muestran en la
figura 1. Los ensayos in vitro se realiza-
ron con CD extraidas de ratén y una linea
tumoral murina de hepatocarcinoma. Los
ensayos se realizaron tres veces y por tri-
plicado. El experimento fue realizado en
el laboratorio de investigacion: Cultivo
Celular, Inmunologia y Biologia Celular,
de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad de Piura, Lima-Peru, y en el
Centro de Investigacion Médica Aplicada
de la Universidad de Navarra, Espafia, en-
tre enero y mayo del afio 2022.

Linea celular murina de hepatocarcinoma

La linea murina tumoral de HCC:
PM299L (MYC?-LucOS CTNNB1%=NT) fye
generada simultdneamente mediante la

sobreexpresion constitutiva del oncogén
c-Myc y el noqueo del anti-oncogén Tp53,
El procedimiento consistio en la inyeccidn
hidrodindmica de los plasmidos: pT3-
EF1a-Myc o pT3-EFla-Myc-IRES-lucOS,
px330-sg-p53 y CMV-SB13 en el I6bulo
derecho del modelo murino generando. A
partir de dichos tumores, se aislaron las
lineas y se mantuvieron en cultivo®®,

Para los ensayos de este estudio, la
linea tumoral murina descrita fue dona-
da por Ruiz de Galarreta y colaboradores
(Tisch Cancer Institute, Precision Immu-
nology Institute, Icahn School of Medici-
ne at Mount Sinai, New York, USA) 19 y
fue cultivada en medio RPMI-1640 con
10% Suero Bovino Fetal (SBF), 100 U/mL
penicilina/estreptomicina (P4333, Sigma,
St. Louis, MO, USA), 0,1% de 2-mercap-
toetanol (Gibco, UK) manteniéndose en
crecimiento celular y realizando pases
cada 3 dias.

Aislamiento de células dendriticas

A partir de muestras de fémur y
tibia de ratones macho BALB/c de 5
semanas se extrajeron las médulas
oseas en condiciones de esterilidad.

Aislamiento de células
dendriticas a partir de
médula dsea de ratéon

Cocultivo y no cocultivo

24,48, 72 horas

Celu’Ia.)s Célulla.s Células de HCC
dendriticas dendriticas
Control
Control Enfrentadas a HCC ()
(CD-) HCC
| Separacion celular |
v K//\\\ v
Células Células Células 3
dendriticas dendriticas HCC Celucla';ff IHCC
Control (+) (+) ontro
| J
Y
ARN/gPCR

Expresion de genes

Figura 1. Diagrama del disefio del estudio experimental.
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Se disgregaron en placas de cultivo ce-
lular con medio RPMI-1640 (Sigma, St.
Louis, MO, USA). Se realizaron lavados
mediante centrifugaciones (1800 rpm
por 5 minutos a 4 °C) y se adiciond
buffer de lisis para eritrocitos durante
un 1 minuto con lavados consecutivos.
Finalmente, se realizé un recuento ce-
lular y se sembraron en una densidad
de 0,5 x 10° células/mL suplementado
con 20 ng/mL de GM-CSF (SRP3201,
Sigma, St. Louis, MO, USA) en placas
de cultivo celular de 12 pocillos en 3
mL de medio RPMI-1640 con 10% Su-
ero Bovino Fetal (SBF), 100 U/mL peni-
cilina/estreptomicina (P4333, Sigma,
St. Louis, MO, USA), 0,1% de 2-mer-
captoetanol (Gibco, UK). A los 3y 5
dias fue realizado un cambio de me-
dio de cultivo completo suplementado
con 20 ng/mL GM-CSF. Al quinto dia el
volumen de renovacién de medio fue
de 2,5 mL. Al sexto dia se utilizaron
para realizar los cocultivos

Cocultivo de células dendriticas y linea
tumoral de hepatocarcinoma

La linea tumoral fue cocultivada en una
densidad de 0,5 x 10° células/pocillo en 500
uL sobre las CD previamente cultivadas en
placa de 12 pocillos (relaciéon de cocultivo
CD a linea tumoral fue 1:1). Se incubaron
durante 24, 48 y 72 horas a 37° C con 5%
de CO,. A las 24 horas se recogieron las li-
neas celulares y se realizd una separacion
celular empleando kit de seleccidn positiva
CD11c+ MicroBeads (Life Technologies), si-
guiendo las especificaciones del fabricante.
Mediante la separacion celular MACS Dis-
sociator (Miltenyi Biotec) se obtuvo una
fraccion positiva de células dendriticas y
una fraccién negativa con la linea tumoral.
Se procedié de la misma manera para las
incubaciones de 48 y 72 horas. Los cocul-
tivos fueron realizados en pocillos por tri-
plicado y cada ensayo se realizo tres veces.

Expresion de genes asociados a la madu-
racion, activacion y regulacion de células
dendriticas

Posterior a la separacion celular se
extrajo ARN empleando TRI Reagent
(T9424, Invitrogen), se siguieron las espe-
cificaciones del protocolo hasta la cuanti-
ficacion del ARN. Seguidamente, se reali-
z6 la reaccion de retro-transcripcién con
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DNAse, EDTA, DTT, RP, RNAsa Out, MMLV
(Invitrogen). Finalmente, se realizd una
gPCR (CFX96 Dx System-Bio-Rad) usando
Syber-green dye (Applied Biosystems)
para evaluar la expresion de los genes del
perfil proinflamatorio: IL-12, IL-6, IL-1,
TNFa; citoquina inmunosupresora: I1L-10;
receptores de maduracién y migracién
celular: CCR7, CXCR4.

Analisis estadistico

La comparacién de las concentracio-
nes de ARNm de las citoquinas y recep-
tores expresados por las CD expuestas
a las lineas tumorales versus las no ex-
puestas fue realizada con la prueba U de
Mann-Whitney. Esta prueba de hipdtesis
fue aplicada para las 24, 48 y 72 horas.
Seguimos el mismo procedimiento para
comparar las HCC cocultivadas versus no
cocultivadas. Para comparar las concen-
traciones de las citoquinas y receptores
en cada punto de tiempo (tres grupos:
24, 48 y 72 horas) aplicamos la prueba
Kruskall-Wallis, y realizamos la compara-
cién entre pares de puntos con la prueba
de comparaciones multiples de Dunn. Se
uso un nivel de significancia estadistica
del 5%. Los datos fueron analizados y los
graficos generados mediante el progra-
ma GraphPad Prism 9.5.0.

Consideraciones éticas

El desarrollo metodoldgico fue reali-
zado en modelos celulares (linea celular
murina de HCC y cultivo primario de cé-
lulas dendriticas). El estudio no involucrd
la participacion de seres humanos, ni
requirio experimentar con animales de
laboratorio.

RESULTADOS

Perfil de expresion de citoquinas proin-
flamatorias

A'las 24 y 48 horas las CD en presencia
de un entorno tumoral de HCC expresa-
ron una mayor concentracion de ARNm
de citoquinas proinflamatorias (IL-1pB, IL-
6, IL-12, TNF-a) comparadas con las del
grupo control (Figura 2). Las diferencias se
mantuvieron significativas a las 72 horas,
pero con una menor magnitud. La con-
centracién de estas citoquinas mostré un
incremento entre las 24 y 48 horas, pero

tuvieron una disminucion marcada a las
72 horas; en el caso de la IL-6 los niveles
llegaron a ser similares, y en la IL-12 y
TNF-a los niveles fueron inferiores que
el medido a las 24 horas (Material Suple-
mentario S1).

Expresion de IL-10

La expresiéon de IL-10, tanto en CD y
HCC expuestas en cocultivo, fue mayor en
comparacién con sus grupos controles, es-
tas diferencias fueron observadas a las 24,
48 y 72 horas (Figura 3). Ademas, obser-
vamos un incremento significativo en los
niveles de expresion desde las 24 hasta las
72 horas, especialmente, en las CD cocul-
tivadas (Material Suplementario S2).

Expresion de receptores asociados a mi-
gracion y maduracién

Los niveles de expresion de los recep-
tores CXCR4 y CCR7 de las CD expuestas
a la linea tumoral fueron superiores com-
parados con aquellas no expuestas; sin
embargo, la magnitud de dicha diferencia,
aungue significativa, se fue reduciendo de
las 24 a las 72 horas. Las HCC enfrentadas
a las CD expresaron mayores niveles de
CXCR4 y CCR7 comparadas con las HCC
control, estas diferencias se incremen-
taron a mayor tiempo de cocultivo (Figura
4). Los niveles de CXCR4 y CCR7 en las CD
expuestas disminuyeron en el transcurso
del tiempo de cocultivo, mientras que en
las HCC cocultivadas dichos niveles se in-
crementaron (Material Suplementario S3).

DISCUSION

Nuestros resultados revelan un per-
fil dinamico de expresion de citoquinas
proinflamatorias, IL-10, y receptores aso-
ciados a migracién y maduracion en CD
expuestas a un entorno tumoral de HCC
durante diferentes periodos de tiempo.
Estos hallazgos ofrecen una visiéon detal-
lada de la interaccion entre las CD y un
entorno tumoral mostrando la comple-
jidad de la respuesta inmunitaria en el
contexto del HCC.

Los resultados mostraron un incre-
mento significativo en la expresion del
ARN mensajero (ARNm) de citoqui-
nas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, 1L-12,
TNF-a) asociadas a la actividad inmuno-
génica y respuesta antitumoral, en las CD
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Figura 2. Expresion de IL-1, IL-6, IL-12, TNFa en células dendriticas (CD) enfrentadas a la linea tumoral de hepatocarcinoma

(HCC) durante 24, 48 y 72 horas de exposicion.

CD (-): Células dendriticas control, sin exposicion a la linea tumoral; CD (+): Células dendriticas expuestas a la linea tumoral; HCC (-): Linea tumoral
control no cocultivada; HCC (+): linea tumoral tras cocultivo con CD. Niveles de expresién de genes normalizados por valores Ct del gen de histona. Los
graficos muestran valores de expresion relativa calculados usando el método AACt.
ns: p 20,05; * 0,01 < p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p< 0,0001; prueba U de Mann-Whitney.
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Figura 3. Expresion de IL-10 en células dendriticas (CD) enfrentadas a la linea tumoral de hepatocarcinoma (HCC) durante

24, 48 y 72 horas de exposicion.

CD (-): Células dendriticas control, sin exposicion a la linea tumoral; CD (+): Células dendriticas expuestas a la linea tumoral; HCC (-): Linea
tumoral control no cocultivada; HCC (+): linea tumoral tras cocultivo con CD. Niveles de expresion de genes normalizados por valores Ct del
gen de histona. Los graficos muestran valores de expresion relativa calculados usando el método AACt.
ns: p =0,05; * 0,01 <p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p< 0,0001; prueba U de Mann-Whitney.

expuestas al entorno tumoral en com-
paracion al grupo control, especialmente
a las 24 y 48 horas. Estos resultados son
consistentes con estudios previos que
han medido la participacion de estas cito-
quinas en la promocion de la inflamacion
y la modulacién de la respuesta inmuni-
taria en el contexto del cancer. Estudios
previos han demostrado que las CD pul-
sadas con antigenos asociados al tumor o
lisados tumorales produjeron citoquinas
con capacidad inflamatorias 7, y que las
CD expuestas a modelos tumorales de
melanoma y cancer colorrectal produje-
ron niveles altos IL-12, IL-6, TNF-a 8, Asi
mismo, se sabe que la expresién de IL-6
y TNF-a pueden promover la progresion
tumoral y la angiogénesis en el HCC 9,

Un hallazgo resaltante en nuestro
estudio fue la notoria disminucién de
las mismas citoquinas a las 72 horas de
exposicién, con la posibilidad de una dis-
minucién de la respuesta funcional de las
CD. Estudios en modelos murinos de HCC
a los cudles se les inoculd CD intratumor-
almente, reportaron incremento en la in-
munoestimulacién mediante el aumento
de las moléculas de activacién y madura-
cion como CD80 y CD86 29, Con ello, los
resultados sugieren que el entorno tu-
moral conduce a la expresion de citoqui-
nas proinflamatorias por parte de las CD
contribuyendo a la actividad antitumoral,
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sin embargo, en nuestro estudio, a mayor
tiempo de exposicidn, estos niveles dis-
minuyen lo que indicaria que la actividad
proinflamatoria se veria comprometida
por una posible modulacién de la activi-
dad de las CD.

Respecto a la expresion de la IL-10
—citoquina relacionada con la actividad
inmunosupresora—, nuestros resultados
muestran un aumento significativo de su
expresion a lo largo del tiempo de cocul-
tivo (24, 48 y 72 horas), especialmente
notable en las CD expuestas a la linea tu-
moral de HCC. Este resultado es relevante
dado el conocido papel de IL-10 como un
regulador clave de la respuesta inmuni-
taria, promoviendo la inmunosupresién
en el microambiente tumoral. Nuestros
resultados sugieren que las CD pueden
contribuir a la generacion de un micro-
ambiente inmunosupresor favoreciendo
la progresion tumoral. Ademas, en la mis-
ma linea tumoral detectamos la expre-
sion de la IL-10 especialmente a mayor
tiempo de exposicion, contribuyendo
de esta manera a la inhibicién de la re-
spuesta antitumoral. Estos resultados
guardan concordancia con el aumento de
la expresion de citoquinas proinflamato-
rias durante las primeras horas, las cuales
a mayor tiempo de exposicion disminuy-
eron su expresion, en contraposicion
a la expresion de IL-10 durante las 24 a

72 horas. Estos resultados son coheren-
tes con la literatura descrita sobre la
disminucién de la capacidad migratoria,
presentacion antigénica y activacién de
LT, en CD productoras de IL-10 en entor-
nos tumorales®. La expresion de IL-10
por las CD, las induce —asi mismas— a
un perfil tolerogénico con capacidad de
promover LT reguladores 131521,

En cuanto a la expresion de recep-
tores asociados a migracién y madu-
racion, nuestros hallazgos indican que
las CD expuestas a la linea tumoral de
HCC expresaron niveles aumentados de
CXCR4 y CCR7 en comparacion con las
no expuestas, aunque la magnitud de
esta diferencia disminuyd con el tiempo
de cocultivo de 48 y 72 horas. Este ha-
llazgos sugiere que el tiempo de comu-
nicacién intercelular puede modular la
expresion de receptores en células den-
driticas, lo que potencialmente afecta su
migracion y funcién en el contexto del
cancer. Este resultado es consistente con
estudios previos donde han observado
que la exposicion prolongada de las CD
al microambiente tumoral resultaba en
un aumento gradual en la expresion de
CXCR4 y CCR7 en comparacién con una
exposicidn a corto plazo %23,

Asi mismo, encontramos una relacion
entre las CD células cocultivadas con niveles
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Figura 4. Expresion receptores CCR7 y CXCR4 en células dendriticas (CD) enfrentadas a la linea tumoral de hepatocarcino-
ma (HCC) durante 24, 48 y 72 horas de exposicién.

CD (-): Células dendriticas control, sin exposicién a la linea tumoral; CD (+): Células dendriticas expuestas a la linea
tumoral; HCC (-): Linea tumoral control no cocultivada; HCC (+): linea tumoral tras cocultivo con CD. Niveles de expresion
de genes normalizados por valores Ct del gen de histona. Los graficos muestran valores de expresion relativa calculados

usando el método AACt.

ns: p 2 0,05; * 0,01 <p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p< 0,0001; prueba U de Mann-Whitney.

altos de receptores CXCR4 y CCR7 a las 24
horas de exposicion, luego los receptores
CXCR4 y CCR7 decrecieron en su expresion
a mayor tiempo de cocultivo, lo cual con-
duciria a una respuesta inmunitaria supri-
mida y mayor susceptibilidad al crecimiento
tumoral. Por otro lado, el incremento de ex-
presion de CXCR4 y CCR7 en lineas celulares
tumorales estd asociada con la capacidad
metastasica, y la progresion tumoral en vari-
os tipos de cancer, incluido el hepatocarcino-
ma 42, Estos receptores pueden promover
la migracion de las células tumorales hacia
tejidos distantes que expresan sus ligandos,
lo que facilita la diseminacién del canc-
er 9 Estudios en cdncer gastrico ?7,
de esofago 28, de mama, colorrectal y de
préstata han evidenciado que la expresion
aumentada de CXCR4 en las células tumo-

rales se correlacionaba con una mayor inva-
sidn, metastasis y peor prondstico en estos
canceres ),

Nuestros resultados son consistentes
con los estudios previos, sin embargo, no
se habia reportado un incremento de la
expresion de ambos receptores durante
un periodo de observacion mayor de 72
horas en modelos tumorales de hepato-
carcinoma. Estos datos nos sugieren que
la expresion de ambos receptores CXCR4
y CCR7 en modelos de HCC desempefian
un papel importante en la progresion
y metastasis del cidncer de higado, de
modo que pueden ser de utilidad como
marcadores de mal prondstico de HCC.

A pesar de los reportes existentes;
replicar y validar estos hallazgos en dife-

rentes condiciones experimentales y
periodos de tiempo contribuye a forta-
lecer la evidencia y la comprensién de los
mecanismos inmunolégicos involucrados
en la modulacion de la actividad en CD y
progresion tumoral del HCC. De tal mane-
ra, aunque los reportes previos hayan
analizado la expresién de citoquinas pro-
inflamatorias, IL-10 y receptores CXCR4 y
CCR7, en células dendriticas expuestas a
modelos tumorales, nuestro estudio ha
considerado 3 tiempos de cocultivo de
manera progresiva, no considerados pre-
viamente, lo que ha permitido una mayor
comprensién sobre la caracterizacion
temporal de la respuesta inmunitaria.
Asi mismo, el estudio ha empleado una
linea tumoral de HCC que porta las mas
frecuentes mutaciones en la patogénesis
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del HCC, este disefio experimental no ha
sido empleado previamente en estudios
sobre la modulacién de CD.

Entre las limitaciones del estudio, en
vista de tratarse de un estudio in vitro
debemos considerar en la interpretacion
de resultados que el HCC es un tumor
gue se desarrolla a través de un lento
proceso basado en fenémenos de in-
flamacioén crénica, por ende, el estudio
sobre una linea tumoral de HCC —con
procesos mas rapidos—, no reflejan los
eventos que ocurren en la patogenia del
hepatocarcinoma. Sin embargo, hemos
tratado de simular algunas de las par-
ticularidades inmunoldgicas del HCC,
mediante la utilizacion de una linea
que genera tumores con propiedades
equivalentes a las observadas en seres
humano. En concreto, la linea PM299L
(MYC°e-LucOS CTNNB1%"NT) deriva de un
HCC primario generado tras la adminis-
tracién hidrodinamica de plasmidos que
codifican el oncogén Myc y una version
modificada activada de beta-catenina,
rasgos frecuentes en HCC. Este modelo
celular ha sido empleado en diversos es-
tudios in vitro de HCC ¢, Por estos mo-
tivos, creemos que el modelo empleado
ha permitido analizar los mecanismos de
respuesta inmunoldgica de las CD.

Concluimos que la actividad de las CD
se encuentra influenciada por el entorno
tumoral de HCC y el tiempo de interac-
cion. Esta exposicion se expresa en la
modulacién de su funcién proinflamato-
ria, de presentacion antigénica, madura-
cion y activacion. Los resultados obtenidos
sugieren potenciales dianas terapéuticas,
al observar un aumento significativo en
la expresion de receptores y citoquinas
supresoras. Basado en estos hallazgos es
plausible plantear el desarrollo de terapias
dirigidas a modular estas respuestas in-
munitarias y mejorar la eficacia del trata-
miento contra el cancer de higado.
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