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RESUMEN 
 

Las vacunas basadas en células dendríticas (DCs) han surgido como una 

herramienta prometedora en la inmunoterapia contra el cáncer debido a su 

capacidad para estimular la respuesta inmune antitumoral. Recientemente, se 

ha mostrado que DCs estimuladas con un lisado celular derivado de tres 

líneas tumorales de melanoma alogénicas (TRIMEL) sometidas a heat shock, 

inducen una potente respuesta inmunológica en pacientes con melanoma. El 

lisado TRIMEL funciona tanto como una fuente de antígenos asociados a 

tumor (TAA), así como induciendo la maduración de las DCs mediante 

patrones moleculares asociados a daño, del inglés damage-associated 

molecular patterns molecules (DAMPs). Dada las características de este 

lisado, se identificó el perfil proteómico de TRIMEL con y sin heat shock (HS), 

dando como resultado 71 proteínas diferencialmente sobreexpresadas por 

efecto del HS. Luego de aplicar criterios adicionales, se seleccionaron las 

proteínas Haptoglobina (HP), EIF4e y Anexina IV (ANX4), como candidatas a 

DAMPs desconocidos que puedan explicar, al menos en parte, la capacidad 

del lisado TRIMEL en la activación de DCs. Por lo anterior, el objetivo de este 

trabajo fue evaluar el efecto de estas proteínas sobre distintos marcadores de 

maduración en DCs humanas.   

Se generaron DCs a partir de células mononucleares de sangre periférica 

(PBMC) de ocho donantes sanos. HP, EIF4e y ANX4 se utilizaron como 

estímulo de maduración por si solas o en combinación con TRIMEL sin HS. 

Mediante citometría de flujo se evaluó la expresión de diversas moléculas de 

superficie asociadas a DCs maduras: MHC-I, MHC-II, CD80, CD83, CD86 y 

CCR-7.  

Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que al estimular DCs con 

EIF4e y HP se produce un incremento significativo en la expresión de los 

marcadores de superficie MHC-I, CD80, CD83, CD86 y CCR7, sugiriendo que 

estas proteínas podrían actuar como DAMPs de manera independiente. Sin 

embargo, es necesario evaluar otros parámetros de funcionalidad celular 

como el perfil de citoquinas secretado por las DCs estimuladas, capacidad 
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migratoria y la interacción con linfocitos T (LT), los cuales podrían demostrar 

de forma más concluyente la actividad de estas proteínas como DAMPs.  
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INTRODUCCIÓN 
 

Cáncer como problema de salud 

 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo un 

problema epidemiológico sin resolver y en crecimiento, tanto en países 

desarrollados como en vías de desarrollo. En Chile, este grupo de enfermedades 

es la segunda causa de muerte en la población, con más de 24.000 muertes 

durante el año 2013 (DEIS-Minsal, 2013), generando además un gasto cercano a 

los 2.100 millones de dólares (1% PIB) asociados a su cuidado y tratamiento 

(Jiménez & cols., 2015). 

 

Si bien los tratamientos basadas en quimio y radioterapia han mostrado mejoras 

significativas en un grupo selecto de cánceres como los hematológicos, su eficacia 

se encuentra limitada en tumores sólidos como el melanoma maligno (MM), 

canceres de cabeza y cuello, y cáncer prostático (Nieboer & cols., 2005), entre 

otros. 

Adicionalmente, es importante mencionar que estas terapias, generan una serie 

de complicaciones dado que su mecanismo de acción se centra solo en células en 

división y de forma inespecífica, esto se refleja en efectos secundarios como 

mucositis, alopecia, osteorradionecrosis y cardiotoxicidad (Sonis, 2009; Benasso, 

2013; Sridharan & cols., 2013; Lipshultz & cols., 2014). Por otro lado, es muy 

frecuente el desarrollo de resistencia a los fármacos quimioterapéuticos por parte 

de las células neoplásicas (Nichols & Han Bae, 2012). Estos efectos no deseados 

hacen necesario el desarrollo de enfoques terapéuticos nuevos, mejor tolerados, 

de menor costo y más efectivos que, particularmente, puedan ayudar a pacientes 

con enfermedades metastásicas avanzadas. Una de estas innovadoras 

estrategias es la inmunoterapia, que consiste en la modulación y estimulación del 

sistema inmune del propio paciente contra las células neoplásicas. 
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Cáncer y sistema inmune 

 

Producto del fenómeno de inmunovigilancia antitumoral, durante la transformación 

maligna inicial de las células, el sistema inmune ejerce una fuerte presión selectiva 

sobre las nuevas células neoplásicas transformadas (Burnet, 1957; Zigler & cols., 

2013). En ese contexto, se ha descrito que la mayoría de las lesiones neoplásicas 

iniciales, formadas por células tumorales inmunosusceptibles, serán eliminadas 

por el sistema inmune antes de que pueda formar una masa tumoral clínicamente 

relevante (Krysko, 2012). A pesar de ello, en algunos casos los mecanismos 

inmunoevasivos desarrollados por las células malignas puede volverlas resistentes 

y evitar la inmunovigilancia antitumoral, proceso tras el cual las células malignas 

se multiplican iniciando el desarrollo de la masa tumoral (Zitvogel & cols., 2006; 

Garg & cols., 2010).  

Consecuentemente, para generar una respuesta antitumoral efectiva y específica 

es fundamental una apropiada presentación antigénica por parte de las células 

presentadoras de antígenos (APC). En ese sentido, las DCs son consideradas 

APCs profesionales, ya que luego de encontrarse con un antígeno, pueden 

generar una respuesta inmune adaptativa contra patógenos y tumores de forma 

eficiente (Schuler & cols., 2003; Banchereau & cols., 2003; Schmitt & cols., 2009; 

Palucka & Banchereau, 2012). Esto se debe, principalmente, a sus habilidades 

para capturar, procesar y presentar antígenos de manera óptima a los linfocitos T 

en los linfonodos secundarios, formando una sinapsis inmunológica y, 

consecutivamente gatillando su activación, proliferación y migración a tejidos 

periféricos para realizar su función efectora (Sallusto & cols., 1998; Escobar & 

cols., 2005; Cheong & cols., 2010; Steinman & Idoyaga, 2010).  

 
Células dendríticas: origen, fenotipo y plasticidad funcional 

 

Las DCs se originan a partir de células progenitoras de la médula ósea por medio 

de dos vías de diferenciación: la línea mieloide y linfoide (Dauer & cols., 2003).  

Se ha demostrado que las DCs humanas pueden diferenciarse in vitro desde 

varias fuentes celulares, incluyendo médula ósea, sangre de cordón umbilical, y 
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células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante la utilización de una 

variedad de citoquinas y factores de activación como el factor estimulador de 

colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), interleuquina-4 (IL-4) e 

interleuquina-10 (IL-10) (Sallusto & Lanzavecchia, 1994; Lin & cols., 1998; Bonasio 

& Von Andrian, 2006; Aguirre, 2008). Estos factores se utilizan selectivamente 

dependiendo del perfil de DCs que se desee estudiar. 

Respecto al fenotipo de las DCs, estas experimentan varios cambios durante el 

proceso de maduración reconociéndose tres estados: precursores de DCs, DCs 

inmaduras (iDCs) y DCs maduras (mDCs) (Vázquez & cols., 2012)(Tabla 1). 

Los precursores de DCs migran desde la médula ósea y circulan por la sangre 

hasta lugares específicos del organismo donde maduran y actúan como centinelas 

del sistema inmune. Este tráfico hacia los tejidos periféricos está dirigido por la 

expresión de los receptores de quimioquinas tipo C-C, como CCR1, CCR5 y 

CCR6, y por moléculas de adhesión como el ligando de CD62P. (Robert & cols., 

1999; Greaves & cols., 1997; Sozzani & cols., 1998). 

En su estado inmaduro, las iDCs exponen receptores de quimioquinas como 

CCR1 y CCR3, cuyos ligandos se expresan en los endotelios activados y en 

células inflamatorias, promoviendo su migración hacia piel, bazo, hígado, pulmón, 

corazón, riñón y mucosas, constituyendo una red de DCs intersticiales en todos 

los órganos excepto en sistema nervioso central y testículo (Hart, 1997). La 

función principal de las iDCs es la captura antigénica, presentando un fenotipo que 

se caracteriza por una alta expresión de receptores de quimioquinas inflamatorias, 

los cuales les permiten extravasarse a los tejidos inflamados (Banchereau & cols., 

2000; Rossi & Young, 2005) y por una baja expresión de moléculas 

coestimuladoras, moléculas de adhesión, moléculas MHC así como de 

marcadores específicos de maduración. 

Además de la captura de antígenos, las iDCs deben recibir las llamadas señales 

de peligro originadas por patógenos (PAMPs), o de inflamación o daño tisular 

(DAMPs) (Matzinger, 2002; Skoberne & cols., 2004) para incurrir en el proceso de 

maduración que les permitirá desplazarse a los órganos linfoides secundarios y 

estimular de forma eficiente los linfocitos T vírgenes.  
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Con la maduración, las mDCs adquieren una gran motilidad y pierden su 

capacidad de capturar antígenos al disminuir la expresión de receptores de 

fagocitosis y endocitosis. Las mDCs optimizan el procesamiento de antígenos 

aumentando la expresión de los componentes de la maquinaria enzimática 

responsable del proceso (Trombetta & cols., 2003; Chow & cols., 2002), y 

adquieren la capacidad de presentar antígenos y estimular a los linfocitos T tras el 

incremento en la expresión de moléculas del MHC (I y II) y de moléculas de 

adhesión y coestimulación (CD40, CD54, CD58, CD80, CD83, CD86). La mayoría 

de estos marcadores ya están presentes en las iDCs en bajos niveles; en 

particular CD83 esta aumentado principalmente en mDC sirviendo como marcador 

para distinguir el estado maduro. Algunas de estas moléculas están implicadas en 

la señalización bidireccional entre las DCs y los linfocitos T, modulando tanto la 

activación del linfocito como las funciones de la DC (Vázquez & cols., 2012). 

También durante la maduración, las DCs disminuyen la expresión de los 

receptores de quimioquinas CCR1 y CCR5, y aumentan la de CCR7 que es un 

receptor reconocido como crítico en la migración de DCs hacia los linfonodos 

(Sallusto & cols., 1998; Stein & cols., 2003). 

 

Finalmente, la gran plasticidad funcional de las DCs se observa en la capacidad 

de dirigir la respuesta inmune después del encuentro con un antígeno (Hart, 1997) 
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y la capacidad de establecer el vínculo entre el sistema inmune innato y el 

adaptativo (Hoebe & cols., 2004), además de su capacidad de interaccionar con 

otros tipos de células del sistema inmune como las células natural killer (NK), 

linfocitos T células natural killer T (NKT) y linfocitos B (LB) (Vázquez & cols., 

2012). 

Células dendríticas y presentación antigénica 

 

Para que las DCs activen de forma eficaz a los LTs se necesitan varias señales 

consecutivas. Primero, LT CD4+ son activados por presentación antigénica vía 

MHC-II, mientras que los LT CD8+ realizan la presentación antigénica vía MHC I, 

lo que constituye la señal inicial. La segunda señal está constituida por la 

interacción de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 presentes en la mDC, 

con el receptor CD28 en la superficie del LT, para finalmente recibir una tercera 

señal constituida por las interleuquinas secretadas por las DCs. En caso de una 

coestimulación insuficientes los LT pueden volverse anérgicos o tolerogénicos. 

La respuesta final de los LT depende de muchos factores, tales como la 

concentración del antígeno en la DC, la afinidad del receptor de linfocito T (TCR) 

por el complejo péptido-MHC, la duración de la interacción entre la DC y el LT, el 

fenotipo de la DC, y el estímulo que causó la maduración de la DC (Gett & cols., 

2003). Por otro lado, la supervivencia a largo plazo de los linfocitos T y su 

diferenciación a células de memoria y efectoras requiere la interacción con mDCs 

(Vázquez & cols., 2012). 

Las DCs exhiben péptidos exógenos cargados en moléculas de MHC-I y 

presentan a LT CD8+ vírgenes, este es un tipo de presentación antigénica 

especial, llamada presentación cruzada (Melief, 2008). Este es el único modo 

natural relevante de presentación de antígenos asociados a tumores, siendo ésta 

la característica clave de las DCs maduras y activadas que integra la respuesta 

inmune adaptativa contra las células tumorales (Melief, 2003). 

Esto explica el interés en el desarrollo de nuevas técnicas para obtener grandes 

números de DCs in vitro a partir de monocitos aislados (Sallusto & Lanzavecchia, 

1994) y la búsqueda de nuevas estrategias basadas en vacunas de DCs. 
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La eficacia de los protocolos de vacunación que utilizan DCs generadas ex vivo 

depende de varios factores, incluyendo el patrón de expresión y propiedades 

biológicas del receptor específico de la DC al que se dirige y, por otra parte, el 

estado de maduración o activación de esta. Así, el desarrollo de DCs maduras 

capaces de polarizar la respuesta inmune hacia perfiles Th1, Th2 o tolerogénicos, 

entre otros, está determinada por la adecuada interpretación, por parte de los 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR), de las distintas señales del 

microambiente (Lin & cols., 1998).  

 

Señales de peligro: Rol de patrones moleculares asociados a daño endógenos. 

 

Los DAMPs son factores endógenos secretados, liberados o expuestos en 

superficie por células apoptóticas, estresadas o dañadas, que pueden funcionar 

como adyuvante o señal de daño frente al sistema inmune (Krysko & cols., 2012). 

Estas señales consisten en un grupo heterogéneo de moléculas de distinta 

naturaleza que incluyen ATP, ácido úrico, proteínas de shock térmico (HSPs), 

ácidos nucleicos celulares (DNA y RNA), proteínas de asociación a cromatina 

(HMGB1) y proteínas con sitios de unión a calcio (proteínas de la familia S100), 

entre otros. Los DAMPs son reconocidos por casi todos los tipos celulares del 

sistema inmune, y principalmente por las DCs, a través de PRRs de la superficie 

celular como los receptores tipo Toll (TLRs), los cuales constituyen una familia de 

proteínas transmembrana que reconocen moléculas de una estructura 

conservada, ya sea propias o relacionadas a patógenos (Tsan & Gao, 2004). La 

característica fundamental de los DAMPs es que en condiciones fisiológicas 

poseen funciones completamente distintas, encontrándose en muy bajas 

concentraciones o ausentes fuera de la matriz extracelular de cualquier tejido 

sano. Sin embargo, en tejidos alterados estas moléculas son expuestas o 

secretadas, teniendo la capacidad de interactuar con distintas células del sistema 

inmune (Matzinger, 1994). 

La muerte de las células cancerígenas a través de células del sistema inmune que 

fueron detectadas por medio de DAMPs originadas a partir de las células 

neoplásicas, se conoce como muerte celular inmunogénica (ICD) (Krysko & cols., 
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2013). En este fenómeno, los DAMPs colaboran en el reconocimiento de los 

antígenos tumorales y en la inducción de esta respuesta inmunológica antitumoral 

(Rojo & cols., 2012). DAMPs específicos, como calreticulina (CRT, señal 

“cómeme”), ATP secretado y HMGB1; y su subsecuente interacción con 

receptores de fagocitosis, receptores purinérgicos y PRRs, respectivamente, son 

requeridos por la ICD para finalmente llevar a la activación de una potente 

inmunidad anticáncer (Rock & Kono, 2008; Palm & Medzhitov, 2009; Garg & cols., 

2010; Zitvogel & cols., 2010; Krysko & cols., 2011; Ladoire & cols., 2014). Lo 

anterior fundamenta el interés en el estudio de la capacidad de distintos agentes, 

como las drogas quimioterapéuticas o el heat shock, de inducir la ICD. 

 

Inmunoterapia Antitumoral 

 

La inmunoterapia contra el cáncer resulta una alternativa llamativa puesto que las 

respuestas inmunitarias generadas por este tipo de tratamiento pueden ser 

específicas al reconocer antígenos tumorales definidos. En la actualidad se han 

identificado nuevos blancos terapéuticos en MM y células inmunes, que han 

permitido el desarrollo de un amplio rango de anticuerpos monoclonales 

destinados a modular la respuesta inmune antitumoral y erradicar los tumores 

(Amaria & cols., 2011; Guida & cols., 2012). Además, el desarrollo de vacunas 

basadas en DCs, con el propósito de estimular la respuesta inmune antitumoral 

adaptativa endógena del paciente, está siendo ampliamente estudiada (Palucka & 

Banchereau, 2012).  

Es importante destacar que las estrategias de vacunación basadas en DCs son 

seguras, poco costosas y, más importante aún, proveen inmunidad protectora a 

largo plazo, por lo cual esta estrategia terapéutica se ha utilizado para el 

tratamiento de MM, un ejemplo de ello, es una inmunoterapia que se ha 

desarrollado basada en células presentadoras de antígenos tumorales (TAPCells), 

que incluye la inducción de una respuesta inmune mediada por células T, llevando 

a mejorar la sobrevida a largo plazo de cerca del 60% de pacientes con MM en 

etapa IV (González & cols., 2014 (a), González & cols., 2014 (b)). Estos estudios 

han contado con más de 100 pacientes (Escobar & cols., 2005; Duran-Aniotz & 
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cols., 2013), de los cuales cerca del 60% de los pacientes tratados respondieron a 

la terapia (López & cols., 2009; Aguilera & cols., 2011; Tittarelli & cols., 2012).  

 

Inmunoterapia basada en TAPCells 

 
La generación de TAPCells se logra a través de la estimulación ex vivo de DCs 

originadas de monocitos de sangre periférica de pacientes con MM. Estas DCs 

son estimuladas con un lisado alogénico generado a partir de tres tipos de líneas 

celulares de melanoma tratados con heat shock, y que logra inducir un fenotipo 

maduro y activo en las DCs que posteriormente son inyectadas en el paciente 

(Mendoza-Naranjo & cols., 2007; Aguilera & cols., 2011). 

La explicación a la eficiente presentación cruzada por DCs generadas ex vivo, es 

producto de la gran fuente de antígenos en conjunto con DAMPs contenidos en 

TRIMEL (Aguilera & cols., 2011). Ahora bien, la menor respuesta mostrada por un 

porcentaje de pacientes puede explicarse por la inducción de tolerancia por 

péptidos tumorales inmunodominantes, insuficiente cantidad de patrones 

moleculares asociadas a daño durante la generación ex vivo de DCs o durante la 

inmunización, o deficiencias de procesamiento y presentación antigénica de las 

DCs utilizadas como vacunas (López & cols., 2006; Joffre & cols., 2009). 

Considerando las causales de esta menor respuesta, se realizó el análisis 

proteómico de TRIMEL con la finalidad de identificar nuevas proteínas para 

considerarlas como señales de daño implicadas en el proceso de maduración de 

DCs. 

 
Análisis Proteómico del lisado TRIMEL 

 
Considerando la mayor capacidad del lisado TRIMEL sometido a heat shock en la 

maduración de las DC, se planteó realizar un análisis proteómico comparándolo 

con su homólogo sin heat shock. Posteriormente, se buscó proteínas 

sobreexpresadas dentro de este lisado, que pudieran explicar la mayor efectividad 

en la generación de TAPcells. Para identificar las proteínas candidatas a ser 

calificadas como nuevas DAMPs, las líneas que componen TRIMEL fueron 

analizadas mediante herramientas de análisis proteómicos de alto rendimiento 
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basadas en técnicas de espectrometría de masas (MS/MS) y con una profundidad 

mínima de detección y cuantificación de 3000 proteínas. Las proteínas que fueron 

exclusivas, o aquellas que se encontraban sobre o subreguladas en las muestras 

de TRIMEL con heat shock en comparación a aquella muestra sin dicho 

tratamiento por al menos un factor de dos (2), fueron consideradas como 

candidatos iniciales. Se encontraron 71 proteínas significativamente 

sobrerreguladas en los lisados con heat shock. Algunas de estas fueron: 

haptoglobina, vinculina, proteínas de la familia EIF y anexina IV. A partir de estos 

datos, se seleccionaron proteínas que pudieran corresponder a DAMPs mediante 

los siguientes criterios de selección:  

 

- Se excluyeron proteínas ya conocidas como moléculas DAMPs. 

- Se incluyeron proteínas que fueran: 

 filogenéticamente antiguas y conservadas. 

 producto de genes housekeeping o factores de transcripción. 

 asociadas al DNA. 

 asociadas a estrés del retículo endoplásmico. 

 

Además de estos criterios, se buscó evidencia que relacionara la expresión de 

estas proteínas con cáncer, además de la posibilidad comercial de adquirirlas. Es 

así como las proteínas finalmente seleccionadas para este estudio fueron: 

Haptoglobina, EIF4e y Anexina IV. 

 

Proteínas candidatas: Haptoglobina, EIF4e y Anexina IV 

 
Haptoblobina (HP), es una glicoproteína plasmática de aproximadamente 38 kDa 

de peso molecular con una estructura tetramérica de polipéptidos 2 alfa y 2 beta 

que se asocian covalentemente mediante enlaces disulfuros. En la población 

humana existen dos alelos de HP, Hp1 y Hp2, con dos genotipos homocigotos 

para cada alelo y un fenotipo heterocigoto Hp2-1, lo que refleja las variaciones 

heredadas en los polipéptidos de HP (Yang & cols., 1981). La función principal de 

HP es unir hemoglobina (Hb) para formar un complejo de HP-Hb estable y por lo 
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tanto prevenir el daño tisular oxidativo inducido por la hemoglobina (Asleh & cols., 

2003). Por otra parte, se ha descrito que HP posee un rol como factor preventivo 

de enfermedades inflamatorias de piel mediadas por LT (Xie & cols., 2000). 

Además, en estudios relacionados a cáncer se ha sugerido como biomarcador 

para diagnóstico precoz de cáncer de ovario (Ye & cols., 2003; Ahmed & cols., 

2004), mientras que en cáncer pancreático y colorrectal su forma fucosilada 

funcionaria como biomarcador de diagnóstico y pronóstico post quirúrgico 

respectivamente (Okuyama & cols., 2006; Takeda & cols., 2012). Finalmente, en 

los últimos años se mostró la capacidad de HP para activar DCs en un modelo de 

trasplante de piel murino (Shen & cols., 2012) y, recientemente, estos mismos 

autores mostraron un rol amplificador en la inflamación por parte de HP, esto en 

un modelo de trasplante cardíaco murino, demostrando una interacción potente 

entre esta proteína y el sistema inmune (Shen & cols., 2015). 

 

EIF4e del inglés eukaryotic translation initiation factor 4E, es un polipéptido de 24 

kDa que se encuentra formando cuerpos nucleares, así como también siendo 

parte de un complejo multiproteíco denominado EIF4F (Dostie & cols., 2000), su 

estructura se compone de ocho hebras β antiparalelas y tres hélices (Gross J. & 

cols., 2003). Esta proteína, al estar a cargo del control de la traducción, 

desempeña un papel crítico en la regulación de la expresión génica en eucariotas 

y afecta a muchos procesos celulares esenciales, incluyendo proliferación, 

apoptosis y diferenciación celular. Esta proteína se encuentra sobreexpresada en 

múltiples neoplasias, y está muy relacionada con la progresión del cáncer, 

tumorogénesis y metástasis a distancia, por lo que se ha propuesto en algunos 

estudios como un potencial blanco terapéutico (Graff & cols., 2008; Bhat & cols., 

2015). Del mismo modo, un estudio in vitro dónde se bloqueó EIF4e se observó 

una supresión en la proliferación e invasión de las células tumorales ováricas 

(Wan & cols. 2015). 

 

 

Anexina IV (ANX4), también conocida como lipocortina IV, endonexina I, y 

proteína de unión a carbohidratos P33/P41, pertenece a la superfamilia de 
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anexinas que son proteínas de unión a fosfolípidos dependientes de calcio y 

posee un peso molecular de 35,9 kDa (Mussunoor & Murray, 2008). La estructura 

cristalina de ANX4 está compuesta por cuatro anexinas repetidas y cada dominio 

de anexina está compuesto por cinco alfa hélices con un motivo de unión a calcio 

característico (Zanotti & cols., 1998; Butsushita & cols., 2009). Entre sus funciones 

esta promover la agregación de vesículas in vitro, jugando un rol importante en la 

exocitosis sináptica y reparación de las membranas (Kaetzel & cols., 2001; 

Willshaw & cols., 2004); cambia las propiedades físicas de la membrana para 

regular la permeabilidad pasiva (Kaetzel & cols., 1994; Chan & cols., 1994; Hill & 

cols., 2003) e induce la señalización de calcio, anticoagulación y resistencia a la 

apoptosis (Lin & cols., 2012). ANX4 se ha asociado con progresión, invasión, 

migración, adhesión, y resistencia a drogas de una variedad de canceres. ANX4 

regula proteínas asociadas a cáncer gástrico y moléculas relacionadas a adhesión 

en cáncer hepatocelular; potencialmente mejora la resistencia a 

quimioterapéuticos en cáncer de pulmón y resistencia al platino en carcinoma 

endometrial (Wei & cols., 2015). Además, esta proteína se ha encontrado 

sobrerregulada en cáncer renal de células claras con función en la migración 

celular y sugiriendo un rol en la diversificación morfológica y diseminación del 

cáncer (Zimmermann & cols., 2004).  

 

Propuesta de investigación 

 

Durante este proyecto proponemos investigar la actividad de Haptoglobina, EIF4e 

y Anexina IV, que no poseen funciones previamente descritas como señales de 

daño en humanos. Analizaremos su habilidad para inducir características de DCs 

maduras como por ejemplo, la inducción de la expresión de moléculas asociadas a 

la presentación antigénica, receptores de quimioquinas y moléculas 

coestimuladoras. 

La principal relevancia de esta propuesta es descubrir la función de estas 

proteínas candidatas como señales de daño y aumentar el conocimiento acerca de 

su papel en el proceso de activación/maduración y fenotipo final de las DCs. Esto 

es relevante para la generación de DCs más efectivas con propósitos 
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inmunoterapéuticos. 

En el futuro este conocimiento puede ser aplicado de distintas formas, 

dependiendo de las características deseadas en las DCs a ser generadas y/o en 

las enfermedades que se pretenda tratar. Esto nos permitirá obtener DCs 

terapéuticas no sólo para el tratamiento de diferentes tipos de cáncer, como el de 

cabeza y cuello, sino también para enfermedades autoinmunes e infecciosas que 

afectan el territorio bucomaxilofacial. 

Finalmente, este proyecto dejará importantes preguntas para establecer la 

posibilidad de beneficios clínicos del uso de nuevas y previamente descritas 

DAMPs en combinaciones específicas en inmunoterapia basada en DCs, 

entregando nuevas luces en el diseño de vacunas basadas en DCs menos 

costosas, más potentes y clínicamente efectivas para pacientes con cáncer y otras 

patologías. 
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HIPÓTESIS 
 

Las proteínas Haptoglobina, EIF4e y Anexina IV son capaces de inducir la 

maduración in vitro de células dendríticas humanas de uso terapéutico. 

 

OBJETIVO GENERAL 
 
Describir el efecto de Haptoglobina, EIF4e y Anexina IV sobre la maduración in 

vitro de células dendríticas humanas. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Generar células dendríticas in vitro a partir de monocitos de sangre 
periférica humana. 

2. Evaluar la expresión de MHC I, MHC II, CD83, CD80, CD86 y CCR-7 post 
estimulación con Anexina IV, Haptoglobina y EIF4e en DCs humanas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Este estudio es de tipo experimental in vitro aprobado por el Comité de Ética 

Científico para la investigación Biomédica (CECel) en seres humanos del Hospital 

Clínico de la Universidad de Chile.  

 

Separación de PBMC a partir de muestras de sangre periférica 

 
Concentrados leucocitarios (“buffy coats”) provenientes de donantes sanos, 

proporcionadas por el Servicio de Banco de Sangre del Hospital Clínico de la 

Universidad de Chile, fueron utilizados para la extracción de PBMC mediante la 

generación de un gradiente de densidad por centrifugación. Cada concentrado de 

sangre (50-80 ml por muestra) fue diluido en una razón 1:3 con una solución de 

PBS 1x (Corning) y centrifugada a 1400 rpm por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, 

el sobrenadante fue eliminado y las células de cada tubo fueron resuspendidas en 

30 ml de PBS 1x. En la parte inferior de cada tubo, fueron añadidos lentamente 10 

ml de Ficoll-Paque® (GE Healthcare) y posteriormente los tubos fueron 

centrifugados a 1250 rpm por 25 minutos a 18°C, con aceleración 1 y freno en 0. 

Luego de la centrifugación, se recuperó el PBMC, anillo ubicado entre el plasma y 

los eritrocitos. Estas células se traspasaron a un tubo nuevo, se lavaron con PBS 

1x y se centrifugaron a 1450 rpm por 5 minutos a 4°C. Se eliminó el sobrenadante 

y se les agregó 10 ml de buffer de lisis ACK (Amonio-Cloruro-Potasio) 1x estéril. 

Las células con la solución de lisis de eritrocitos fueron incubadas durante 10 

minutos a 37°C y 5% CO2, para luego ser centrifugadas a 1250 rpm por 5 minutos 

a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y las células fueron resuspendidas a la 

concentración deseada según los experimentos. La viabilidad celular fue 

comprobada mediante azul de tripán. Las células fueron incubadas en placas de 6 

pocillos (Falcon) a una concentración de 35-40 x 106 células por pozo en medio de 

cultivo libre de suero fetal bovino, AIM-V (Gibco, Invitrogen Corporation) a 37ºC y 

5% de CO2 por 2 horas. Las células no adherentes fueron removidas, en tanto las 

adherentes (monocitos) se mantuvieron en cultivo en presencia de 500 UI/ml de 

rhIL-4 (Miltenyi) y 800 UI/ml de rhGM-CSF (Miltenyi) por 48 horas (Fig. 1). 
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Lisado celular de líneas tumorales TRIMEL 

 

Los lisados tumorales TRIMEL y TRIMEL sin heat shock fueron gentilmente 

proporcionados por el Laboratorio de Inmunología Antitumoral (LIAT) del Dr. Flavio 

Salazar, estas líneas provenían de metástasis de pacientes con MM. Estos lisados 

fueron preparados según lo descrito en trabajos previos de este laboratorio 

(Escobar & cols., 2005). 

 

Proteínas candidatas 

 

Las proteínas fueron adquiridas comercialmente en las siguientes presentaciones:  

 Haptoglobina (Sigma, #H3536) liofilizada purificada a partir de plasma 

humano. 
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 EIF4e (ITSIBioscience, #RPR-530) recombinante humana líquida, 

purificada de E. Coli, obtenida con una pureza mayor al 90% medida por 

SDS-PAGE. 

 Anexina IV (Abcam, #ab92815) recombinante humana líquida, purificada a 

partir de células HEK 293, con una pureza mayor al 90% medida por SDS-

PAGE. 

 

Estimulación con Haptoglobina, EIF4e y Anexina IV  

 
Las células generadas a partir de monocitos de sangre periférica de distintos 

donantes, se estimularon con TRIMEL 50 g/ml, Haptoglobina (Sigma), EIF4e 

(Biosciences) y Anexina IV (Abcam), por 24 horas. Las proteínas se adicionaron 

en concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml cada una por separado, para su dilución 

se utilizó AIM-V. A la condición monocito activado (AM) no se le agregó estímulo 

de maduración (Tabla 2).  
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Estimulación con TRIMEL sin heat shock enriquecido en proteínas candidatas 

 

Las células generadas a partir de monocitos de sangre periférica de donantes 

diferentes, se estimularon con TRIMEL 50 g/ml, TRIMEL sin HS 50 g/ml y 

TRIMEL sin HS 50 g/ml enriquecido en cada una de las 3 proteínas en 

concentración de 0,1 y 10 ng/ml, cada una por separado. Para utilizar TRIMEL sin 

HS como andamiaje, se mezcló 0,1 o 10 ng/ml de las proteínas con el lisado, para 

finalmente adicionar la mezcla en forma conjunta a cada pocillo por 24 horas 

(Tabla 3).  
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Citometría de flujo  

 

Las DCs, luego de ser activadas por 24 horas con los distintos estímulos, fueron 

caracterizadas fenotípicamente mediante citometría de flujo. Para ello, las células 

fueron cosechadas por medio de rastrillos de células, resuspendidas en una 

solución de PBS 1x + 2% FBS (Corning Inc.) e incubadas por 20 minutos a 4°C 

(en oscuridad), con los respectivos anticuerpos monoclonales para analizar su 

correcta diferenciación y maduración: α-hCD11c (APC) (Biolegend; clon BU15), α-

hHLA-DR (APC-eFluor780) (EBiosciences; clon LN3), α-hCD86 (Alexa Fluor 488) 

(Biolegend; clon IT2.2), α-hCD80 (PE) (Biolegend; clon 2D10), α-CD197(CCR7) 

(PE) (Biolegend; clon G043H7), α-hCD83 (PECy7) (Ebiosciences; clon HB15e), α-

HLAABC (FITC) (Ebiosciences; clon W6/32). Luego, las células fueron lavadas 

con 700 μl de PBS 1x + 2% FBS, y resuspendidas en 200 μl de buffer FACS (BD 

Biosciences) para finalmente ser analizadas en un citómetro de flujo FACSVerse 

(BD Biosciences). 

Para el análisis de las muestras se utilizó el software Flowjo 7.6.1 donde se evaluó 

la intensidad media de fluorescencia (MFI) y el porcentaje de células positivas 

para cada marcador.  

 

Análisis estadístico 

 

Los datos fueron presentados como promedio ± el error estándar de la media 

(SEM) de cuatro experimentos independientes con donantes distintos. Los 

resultados obtenidos fueron sometidos a un test de normalidad Kolmogorov-

Smirnov para evaluar la distribución de los datos obtenidos. Para comparar 

variables continuas entre dos grupos se utilizó t-student para muestras pareadas 

paramétricas y el test de Wilcoxon para variables no paramétricas. Se 

consideraron como diferencias estadísticamente significativas aquellas con 

p<0,05. Todos los análisis estadísticos fueron desarrollados utilizando el software 

GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). 
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RESULTADOS 
 

Generación células dendríticas in vitro  

 
 

Mediante microscopio de contraste de fase se analizó la morfología de las células 

sin estímulo de maduración (AM) e iDCs activadas con TRIMEL por 24 horas 

(usado como control interno). Se observó una mayor cantidad de células con 

morfología alargada o fusiforme en la condición estimulada con TRIMEL, mientras 

que en AM se observó un mayor número de células con morfología circunferencial 

(Fig. 2). 
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Para la estrategia de análisis por citometría de flujo, se seleccionó primero la 

población que según tamaño y granulosidad correspondería a DCs humanas (Fig. 

3A) y posteriormente se descartó, por medio de un marcador de viabilidad, las 

células muertas (Fig. 3B). Finalmente, se identificaron las células positivas para el 

marcador CD11c, lo que mostró la presencia de un alto porcentaje de células 

positivas para este marcador (Fig. 3C).  
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Haptoglobina aumenta la expresión in vitro CD80, CD83, CD86 y CCR7 en DCs 

derivadas de monocitos 

 
Se evaluó por citometría de flujo el fenotipo de las células CD11c+ estimuladas 

con HP en concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml. Respecto al grupo AM, se 

evidenciaron diferencias significativas como el aumento de la intensidad media de 

fluorescencia (MFI) de los marcadores CD80 (100 ng/ml), CD83 (1 y 10 ng/ml) y 

CD86 (1 y 10 ng/ml) (Fig. 4). Además, HP en todas las concentraciones 

ensayadas, elevó el porcentaje de células positivas para el marcador CCR7 

respecto al grupo no estimulado (Fig. 5). No se observaron diferencias 

significativas para los marcadores MHC-I y MHC-II (Fig. suplementaria 1). 
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EIF4e incrementa la expresión in vitro de MHC-I, CD80, CD83 y CCR7 en DCs 

derivadas de monocitos 

 

Al analizar la segunda proteína candidata, se observaron efectos significativos 

sobre distintos marcadores de maduración: se encontró un incremento en la MFI 

de MHC-I (100 ng/ml), CD80 (10 ng/ml), CD83 (10 y 100 ng/ml) (Fig. 6), y un 

aumento del porcentaje de células positivas para CCR7 (1 y 100 ng/ml), todo esto 

respecto al grupo AM (Fig. 7). Respecto a los marcadores MHC-II y CD86, no se 

observaron diferencias significativas (Fig. suplementaria 2). 
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TRIMEL sin heat shock enriquecido con Haptoglobina incrementa la expresión 

in vitro de MHC-I, CD80, CD83, CD86 y CCR7 en DCs derivadas de monocitos 

 

Luego de estudiar el efecto de las proteínas como estímulo sobre las DCs, se 

empleó el mismo protocolo experimental, utilizando el lisado TRIMEL sin el 

tratamiento por heat shock suplementado con las distintas proteínas candidatas en 

concentraciones de 0,1 y 10 ng/ml, empleando de esta manera, el lisado como un 

andamiaje. Como control, en todos los ensayos se utilizó TRIMEL sin HS por sí 

solo. El pool de marcadores de maduración fue el mismo que el ensayado para los 

experimentos solo con proteínas. 

Al suplementar el TRIMEL sin HS con HP se observaron diferencias 

estadísticamente significativas en: incremento del porcentaje de células positivas 

para MHC-I (+ 10 ng/ml) (Fig. 8), MFI de CD83 (+ 10 ng/ml), porcentaje de células 

positivas para CD80 (+ 10 ng/ml) y CD86 (+ 0,1 ng/ml) (Fig. 9).  

También se detectó un aumento significativo en el porcentaje de células positivas 

al receptor de quimioquinas CCR7 (+ 0,1 ng/ml) (Fig. 10). No se observaron 

diferencias significativas para el marcador MHC-II (Fig. suplementaria 4). 
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TRIMEL sin heat shock enriquecido con EIF4e induce la expresión in vitro de 

CD80, CD83 y CCR7 en DCs derivadas de monocitos 

 

Al adicionar EIF4e al lisado se detectó un aumento de la MFI de CD80 (+ 0,1 

ng/ml) y CD83 (+ 0,1 y + 10 ng/ml) (Fig. 11), así como también un incremento del 

porcentaje de células positivas para CCR7 (+ 0,1 ng/ml), respecto al estímulo de 

TRIMEL sin HS por sí solo (Fig. 12). No se encontraron efectos significativos sobre 

MHC-I, MHC-II ni CD86 (Fig. suplementaria 5). 
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TRIMEL sin heat shock enriquecido con Anexina IV aumenta la expresión in 

vitro de CD83 y CCR7 en DCs derivadas de monocitos 

 
La incubación con Anexina IV, no indujo ningún cambio significativo en el fenotipo 

de las DCs respecto al grupo AM (Fig. suplementaria 3). Sin embargo, al utilizarla 

en conjunto con TRIMEL sin HS se observó un aumento significativo en el 

porcentaje de células positivas (+ 0,1 y + 10 ng/ml) y de la MFI (+ 0,1 ng/ml) de 

CD83 (Fig. 13), así como también un incremento en el porcentaje de células 

positivas para CCR7 (+ 10 ng/ml) (Fig. 14). No se observaron diferencias 

significativas sobre los marcadores CD80, CD86, MHC-I ni MHC-II (Fig. 

suplementaria 6). 
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DISCUSIÓN 
 

En la actualidad existe gran interés en la terapia antitumoral basada en DCs, ya 

que ha demostrado inducir inmunidad antitumoral en humanos. Sin embargo, 

existe un porcentaje de pacientes que no responden a esta terapia (Caux & cols., 

1996; Hoebe & cols., 2004) lo que se puede explicar por diversos mecanismos: i) 

por la inducción de tolerancia por péptidos inmunodominantes derivados de 

tumores, ii) por la ausencia o cantidad insuficiente de DAMPs durante la 

generación ex vivo de DCs, iii) por deficiencias en el procesamiento y presentación 

antigénica de las DCs utilizadas como vacuna (López & cols., 2006; Joffre & cols., 

2009).  

Basado en esto, se buscaron proteínas que actuaran sobre las DCs de forma 

independiente o asociadas a TRIMEL sin HS, para así inducir la maduración de 

DCs. 

Para el desarrollo de esta tesis, se utilizaron DCs derivadas de monocitos aislados 

de sangre periférica humana. Para ello, se optó por un protocolo de 72 horas 

totales (48 horas de diferenciación y 24 horas de activación), descrito en múltiples 

publicaciones (López & cols., 2009; Aguilera & cols. 2011; Tittarelli & cols., 2012). 

Este protocolo ha demostrado generar TAPCells de forma eficiente (González, 

2011) y aún más importante, este método concilia con el proceso de diferenciación 

fisiológica que ocurriría in vivo desde monocitos que infiltran los tejidos afectados 

por una injuria específica (Randolph & cols., 1999; Ginhoux & cols., 2006).  

 

En este estudio in vitro se evidenció que Haptoglobina (HP) induce el aumento de 

la expresión de marcadores asociados a maduración como CD80, CD83 y CD86, 

mientras que EIF4e produjo un aumento de CD80 y CD83. Estas moléculas están 

asociadas al fenotipo de mDCs, este resultado fue similar al observado en un 

estudio in vitro donde se utilizó las proteínas HSP72 y HSP60, como estímulo de 

maduración las cuales son DAMPs conocidas (Bethke & cols., 2002).   

Respecto a los resultados obtenidos para HP y EIF4e, es importante tomar en 

consideración que la magnitud de sus efectos sobre los distintos marcadores 

fueron discretos, pero significativos. Diversos trabajos que han utilizado otras 
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proteínas reconocidas como DAMPs, para realizar experimentos de características 

similares a las descritas en este trabajo, muestran que la inducción de los 

marcadores aquí estudiados es de tres a cinco veces mayor que la observada con 

HP y EIF4e, sin embargo, la concentración utilizada de DAMPs en esos estudios 

fue entre 5 a 200 veces mayor que la usada para HP y EIF4e (Singh-Jasuja & 

cols., 2000; Somersan & cols., 2001; Wang & cols., 2002), con este protocolo se 

pretendió encontrar efectos utilizando concentraciones cercanas a las fisiológicas 

y así develar la potencialidad de la proteína en cuestión.  

Respecto al rol de distintos DAMPs en la maduración in vitro de DCs humanas, se 

ha descrito en múltiples estudios el aumento en los marcadores de maduración sin 

realizar hincapié en las magnitudes o significancia estadística de estas diferencias 

respecto al control no tratado, siendo el perfil de citoquinas y la capacidad de 

estimular LT en conjunto con este aumento relativo en los marcadores de 

maduración, los que finalmente tipificaran a una DC como funcional y madura por 

medio de un estímulo en particular (Kuppner & cols., 2001; Messmer & cols., 2004; 

Yang & cols., 2006). 

Por otra parte, si bien las proteínas estudiadas tuvieron efecto sobre algunos de 

los marcadores de maduración planteados en este trabajo, este efecto no se 

evidenció para MHC-II, el cual es uno de los marcadores reconocidos en mDC. Sin 

embargo, en un estudio in vitro donde se utilizó el reconocido DAMP calreticulina 

(CRT), no se observó un aumento significativo de MHC-II, ni de CCR7. Aun así, se 

logró establecer una respuesta inmune, al elevar el perfil de citoquinas y estimular 

a los LT durante su cocultivo con DCs y CRT (Bajor & cols., 2011), mostrando de 

esta manera que los niveles de MHC-II no condicionarían de forma absoluta la 

funcionalidad de la DC.  

Respecto a Anexina IV (ANX4), esta no tuvo efectos significativos sobre las DCs, 

indicando que este tipo particular de DCs no son susceptibles al estímulo de esta 

proteína en las condiciones experimentales aplicadas en este estudio. Sin 

embargo, este resultado indicaría que los efectos observados para EIF4e y HP no 

son replicables con cualquier proteína, sino más bien específicos. Ahora, al añadir 

ANX4 al lisado TRIMEL sin HS, se indujo CD83 y CCR7. Esto puedo deberse a la 

necesidad de un andamiaje o a un microambiente específico para su función, algo 
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que sucede con la proteína HMGB1, una conocida DAMP, que dependiendo de su 

estado de oxidación en el medio extracelular puede alterar su actividad biológica 

(Venereau & cols., 2012; Liu & cols., 2012; Yu & cols., 2015).  

 

Interesantemente, los efectos sobre las moléculas coestimuladoras y de adhesión 

observados en las DCs al incubar con HP y EIF4e de manera independiente, se 

mantuvieron al añadir estas proteínas al lisado TRIMEL sin heat shock. Incluso, se 

observaron efectos con las proteínas en concentraciones menores, reafirmando 

así su contribución.   

 

Por otro lado, el aumento del porcentaje de células positivas para CCR7 es de 

gran importancia porque es el receptor que direcciona las DCs hacia los linfonodos 

secundarios para realizar la presentación antigénica a LT. Es así como en este 

estudio se evidenció el aumento de este marcador tanto para las proteínas EIF4e 

y HP como para las diferentes presentaciones de TRIMEL sin HS enriquecido con 

las distintas proteínas candidatas.  

Para completar este estudio, se espera confirmar estos resultados con ensayos de 

migración por medio de cámaras transwell.  

 

Finalmente, estos resultados dan fundamento para seguir investigando respecto a 

los posibles efectos de estas proteínas sobre las DCs, ya sea utilizando en 

combinación estas proteínas, mayores concentraciones de las mismas, inducir la 

sobreexpresión de estas en algún tipo celular o bloquearlas del lisado TRIMEL. 

Además, este estudio es el primer paso para seguir investigando los efectos de 

estas proteínas sobre otros aspectos relevantes que tienen relación con una DC 

funcionalmente madura, como la inducción de citoquinas específicas, su 

capacidad de migración hacia tejido linfoide y su interacción con LT, entre otros 

ensayos. 
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CONCLUSIONES 
 

1) Haptoglobina es capaz de inducir de forma significativa la expresión de los 

marcadores de maduración CD80, CD83 y CD86 en DCs humanas 

respecto a monocitos activados. 

2) EIF4e aumentó de manera significativa la expresión de MHC-I, CD80 y 

CD83 en DCs humanas respecto a monocitos activados.  

3) Haptoglobina y EIF4e indujeron la expresión del receptor de quimioquinas 

CCR7 en comparación con monocitos activados. 

4) Haptoglobina y EIF4e generaron un aumento en la expresión de moléculas 

coestimuladoras, de adhesión y CCR7, al utilizarlas en combinación con el 

lisado TRIMEL sin HS, manteniendo el efecto observado al emplearlas por 

si solas. 

5) Anexina IV fue capaz de inducir de forma significativa la expresión de CD83 

y CCR7 al agregarla al lisado TRIMEL sin HS comparado con el lisado por 

sí solo. 

6) Es necesario realizar otros estudios que evalúen el efecto de la inducción 

de los marcadores de maduración generada sobre las DCs evidenciada en 

este trabajo y así verificar la funcionalidad de este efecto. Esto último, por 

medio de la medición del perfil de citoquinas, migración de DCs y 

proliferación de LT, entre otros ensayos. 
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