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Resumen

Introduccion: Las células dendriticas (CD) estan involucradas en el reconocimiento, respuesta y modulacion inmunolégicos
relacionados con la aparicion del cancer. Objetivo: Explorar el mecanismo de las CD en la inhibicion de la autofagia de las
células del hepatoma. Métodos: Células mononucleares de sangre periférica humana se aislaron mediante centrifugacion en
gradiente de densidad de Ficoll y se indujeron en CD, las cuales fueron cocultivadas con células HepG2 por ensayo de mi-
gracion Transwell. La actividad de las células HepG2 se determiné mediante ensayo CCK8. La expresion del indice de auto-
fagia LC3 se midi6 con anélisis de transferencia Western y la expresion y secrecion de citocinas mediante qRT-PCR y ELISA.
Resultados: En el sistema de cocultivo, las CD redujeron la viabilidad de HepG2; la expresién de IL-2, IL-12, IL-10 e IFN-y
en CD también se inhibio significativamente, si bien IL-2 e IFN-y atn se expresaron 0.6 y 0.53 mas que en el grupo de control.
Conclusién: Las CD pueden regular la autofagia de las células del carcinoma hepatocelular. EI mecanismo puede estar re-
lacionado con la sintesis y liberacién de citocinas como IL-2, IL-12 e IFN-y por parte de las CD.

Autofagia. Células de carcinoma. Células dendriticas. HepG2.

Mechanism of human peripheral blood-derived dendritic cells in the regulation of
autophagy in carcinoma cells

Abstract

Introduction: Dendritic cells (DC) are involved in immune recognition, response and immunomodulation mechanisms related
to the onset of cancer. Objective: To explore DCs mechanism in the inhibition of autophagy in hepatoma cells. Methods: Human
peripheral blood mononuclear cells were isolated by Ficoll density gradient centrifugation and induced into DCs, which were
co-cultured with HepG2 cells by Transwell migration assay. HepG2 cell activity was determined using the CCK8 assay. LC3
autophagy index expression was measured with Western blot analysis, and the expression and secretion of cytokines, with
qRT-PCR and ELISA. Results: In the co-culture system, DCs were able to reduce HepG2 cells viability; IL-2, IL-12, IL-10 and
IFN-y expression in DCs was also significantly inhibited, although IL-2 and IFN-y were still expressed 0.6 and 0.53 more than
in the control group. Conclusion: DCs can regulate autophagy in hepatocellular carcinoma cells. The mechanism may be
related to the synthesis and release of cytokines such as IL-2, IL-12 and IFN-y by DCs.
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|ntroducci6n

El carcinoma hepatocelular (CHC) es un tipo de
cancer de higado primario. Es el sexto cancer méas
comun en todo el mundo y una de las cuatro causas
principales de muerte relacionada con el céncer.
Para 2040, se estima que la incidencia mundial de
cancer de higado aumentard 1.62 veces respecto a
la de 2018." En los ultimos anos, la resecciéon qui-
rurgica es una de las principales modalidades tera-
péuticas del CHC. Numerosos pacientes son
diagnosticados con CHC avanzado sin indicacion de
tratamiento quirurgico. Dado que el riesgo de com-
plicaciones después de la cirugia aumenta con el
aumento de la edad,? es particularmente importante
encontrar enfoques terapéuticos mas efectivos para
prolongar la vida de los pacientes y mejorar la cali-
dad de vida.

Dado que la aparicion y el desarrollo del cancer
estan estrechamente relacionados con el sistema
inmunoldgico del cuerpo, la terapia inmunoldgica
tiene un gran potencial. Como las unicas células
presentadoras de antigenos de tiempo completo
que pueden activar las células T in vivo, las células
dendriticas (CD) desempefian un papel importante
en el reconocimiento inmunoldgico, la respuesta
inmunoldgica y la inmunomodulacion en el cuerpo.®
Una cantidad considerable de investigacion ha indi-
cado que el CHC es capaz de inducir el escape
inmunitario mediante la inhibicién de la funcion de
CD, para asi eludir los ataques del propio sistema
inmunitario. Las CD también funcionan como
importantes células antitumorales;*° actdan como
células intermedias de activacién tumoral a antitu-
moral al activar la respuesta inmunitaria.® Ademas,
la funcion de las CD inmaduras es como la de los
macrofagos que fagocitan y matan las células
tumorales. Por lo tanto, las CD podrian tener una
eficacia antitumoral directa, mientras que rara vez
se informan sus acciones directas sobre el tumor.

La autofagia es una via celular esencial para el
desarrollo, la diferenciacion, la supervivencia y la
homeostasis. Esta estrechamente relacionada con
el desarrollo y la progresiéon del cancer. LC3-I se
puede convertir en LC3-Il y unirse a la membrana
del autofagosoma en la autofagia. Este proceso es
esencial para la formacion de autofagosomas.
Ademas, LC3-1l se degrada después de que los
lisosomas se fusionan con los autofagosomas, lo
que permite que funcione como un marcador de

autofagia.”® Mientras tanto, la expresion de LC3,
muestra correlacion con el prondstico del CHC. Las
células eucariotas cumplen este propdsito de recu-
peracion de material y generacién de energia a tra-
vés de la fusion del autofagosoma con los lisosomas,
para formar autolisosomas que degradan la sustan-
cia;"® el autofagosoma desempefia un papel critico
en el metabolismo de una variedad de sustancias
en las células."'® Los estudios han demostrado que
el agotamiento de Atg5 o Atg7, genes relacionados
con la autofagia, deriva en mdultiples neoplasias
hepaticas. Se ha observado que los ratones desa-
rrollan un tumor relacionado con el higado con inac-
tivacion de Atg5, fuerte evidencia de que la autofagia
suprime el efecto tumoral.'*'> En resumen, la auto-
fagia es extremadamente importante en la actividad
patoldgica asociada al tumor.

En este estudio, exploramos el mecanismo de las
CD en la inhibicidon de la autofagia de las células de
hepatoma, con el propdsito de establecer la base teo-
rica para investigar los mecanismos relacionados con
el inicio y desarrollo de tumores y coadyuvar a encon-
trar las terapias y estrategias farmacoldgicas.
Especificamente, se utilizaron monocitos de sangre
periférica humana para inducir las CD, y para su obser-
vacion y analisis se cultivaron conjuntamente CD con
células de hepatoma mediante el sistema Transwell.

Métodos
Cultivo de células de hepatoma HepG2

Las células HepG2 se cocultivaron en medio Eagle
modificado de Dulbecco alto en glucosa (Saibo Kang
Biotechnology, Shanghai, China) que contenia 10 %
de FBS a 37 °C y 5 % de didxido de carbono. El medio
fresco se cambié cada dos o tres dias.

Induccion de células dendriticas

Se recogieron 50 mL de sangre periférica humana
de voluntarios sanos (certificado de ética 202119) y
se aislaron células mononucleares (CMSP) mediante
centrifugacion en gradiente de densidad de Ficoll.
Ademas, se afadieron citocinas a las células con
10 ng/mL de GM-CSF y 10 ng/mL de IL-4 (novopro-
teina). También se afiadié suficiente suplemento de
citocinas cada 2.5 dias. En el dia 7, se afiadieron
100 ng/mL de IL-1p para inducir las CD; se obtuvie-
ron CD maduras después de 24 horas.
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Deteccién fenotipica de CD mediante
citometria de flujo

Las CD y CMSP obtenidas se recogieron y suspen-
dieron (1-5 x 10%/mL) usando anti-CD14 PE, anti-CD83
PE, anti-CD80 PE y anti-CD86 PE (BD Bioscience).
El fenotipo celular se determind por citometria de flujo
(Agilent Biosciences) y los resultados se digitalizaron
con el programa ACEA NovoExpress.

Sistema de cocultivo Transwell de
CD-HepG2

El sistema de cocultivo se construy6 con una placa
Transwell de seis pocillos, 0.3 um de tamafo de poro
(Corning). Se sembraron HepG2 y CD en las cama-
ras inferior y superior. Mientras tanto, se establecié
por separado un control en blanco de HepG2. Tanto
el grupo de cocultivo como el grupo de control en
blanco se mantuvieron a 37 °C y 5 % de dioxido de
carbono. Después de 48 horas, se recogieron las
células HepG2 del sobrenadante y del comparti-
mento inferior.

Efecto de las CD en la viabilidad de HepG2

Se tomd un nimero adecuado e igual de células del
grupo de cocultivo y del grupo de control, y se adhi-
rieron en una placa de 96 pocillos. Mientras tanto, se
establecio el grupo de control en blanco. Después de
eso, a cada pozo se agreg6é 1 mL de medio fresco y
20 mL de reactivo CCK-8 (GBC BIO Technology), que
se incubaron durante dos horas; se utilizd un lector
de microplacas para detectar la absorbancia a
450 nm. De acuerdo con los resultados calculd la
vitalidad celular.

Expresion de la proteina de autofagia
(LC3) de las células HepG2 detectada por
Western blot

La proteina de HepG2 se extrajo utilizando el kit
SDS-PAGE (Beyotime Biotechnology, Shanghai,
China). Las concentraciones de proteinas se deter-
minaron utilizando un kit de ensayo de proteinas
BCA (Shanghai Fuheng Biotechnology). Luego, la
proteina se separé usando SDS-PAGE y se trans-
firid a una membrana de fluoruro de polivinilideno.
Después de bloquearla durante una hora con leche
en polvo descremada a 5 %, se agregd el

anticuerpo primario (anti-LC3, Proteintech Group y
B-actina, Zen-Bio) y se agité durante la noche a
4 °C. A continuacion, se afadio el anticuerpo secun-
dario (Zen-Bio) y las células se agitaron a tempera-
turaambiente durante una hora. La quimioluminiscencia
se realiz6 utilizando el kit ECL (Shanghai Biyuntian
Biotechnology) y se detecté mediante ChemiDoc
XRS+ (Bio-Rad). Los datos fueron analizados con
el programa Imaged.

Expresion de IL-10, IL-12, IL-2, IFN-y en CD

La expresion de IL-10, IL-12, IL-2 e IFN-y en CD se
detecté mediante ensayo qRT- PCR. El ARN total se
aislé de HepG2 recogido del grupo cocultivado y del
grupo de control mediante 1 mL de reactivo TRIzol
(Invitrogen, Estados Unidos). Se transcribid inversa-
mente un total de 2 ug de ARN en ADNc utilizando
cebadores aleatorios y el kit de sintesis de ADNc de
primera hebra Revert Aid (Thermo Fisher, Estados
Unidos). EI ADNc se realizd6 mediante QIAGEN miR-
Neasy Mini Kit (QIAGEN, Estados Unidos). La PCR en
tiempo real se realizd mediante TagMan MicroRNA
Assays (QIAGEN, Estados Unidos) y UltraSYBR
Mixture (WCBIO, Jiangsu, China) en el sistema de
deteccion de secuencias Bio-Rad (Applied Biosystems,
Foster City, California, Estados Unidos). El nivel de las
expresiones relativas de IL-10, IL-12, IL-2 e IFN-y se
calcularon utilizando el método 2-AACt y se normaliza-
ron a PB-actina. Las secuencias de los cebadores utili-
zados para la PCR fueron (5™-3):
- 12 F:  CTCACCAGGATGCTCACATTTA,
R: TACAATGGTTGCTGTCTCATCA.

- IL-10  F:  AGGGCACCCAGTCTGAGAACA,
R: CGGCCTTGCTCTTGTTTTCAC.

- IL12 F: ACCTGACCCACCCAAGAACT,
R: TGTTACTGCCAGGACCCATA.

— IFN-y F: TGTTACTGCCAGGACCCATA,
R: CTTCCTTGATGGTCTCCACA.

Concentraciones de IL-12 e IFN-y en los
sobrenadantes

Las concentraciones de IL-12 e IFN-0 en los sobre-
nadantes se detectaron mediante ELISA. El experi-
mento se realizé segun las instrucciones del kit ELISA
p30 de IL-12 humana (Multisciences [Lianke] Biotech)
y el kit ELISA de IFN-0 humano (Camilo Biological,
Nanjing).
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Figura 1. Identificacion morfolégica de las células dendriticas. Extraccion de células mononucleares de sangre periférica humana, seguida de
seis dias de cultivo. A: GM-CSF e IL-4. Apareci6 una pequefia cantidad de estructuras similares a rebabas en las células cultivadas y el volumen
se hizo mas grande. Mientras tanto, las células cambiaron del estado adherente al semisuspendido. B: se agregd IL-1f para inducir el cultivo
durante 24 horas. Las células se volvieron a adherir a la pared y se presentaron en una forma dendritica tipica, una forma irregular con muchas
rebabas. Las caracteristicas morfolégicas son de CD maduras.

Resultados
Induccion e identificacion de CD

La morfologia de las células cambi6é durante la
induccidn, posterior a la cual las CD mostraron una
morfologia tipica, como se muestra en la Figura 1. Se
utilizé citometria de flujo para evaluar las células con
induccién completa por detectar la expresion de
CD14, CD80, CD83 y CD86. Como se muestra en la
Figura 2, los resultados indicaron que las caracteris-
ticas fenotipicas eran consistentes con las CD.

Defecto de las CD en la proliferacion de
células HepG2

El efecto de las CD sobre la proliferacion de las
células HepG2 se determind mediante el ensayo
CCK8. HepG2 y CD se cultivaron en el sistema de
cocultivo Transwell durante 48 horas y se detectaron
células HepG2 en el sistema de cocultivo. Como se
muestra en la Figura 3, en comparacion con HepG2
cultivada sola, la cantidad de células vivas en HepG2
cocultivada con CD disminuyd significativamente des-
pués de 48 horas y la cantidad de células vivas en el
grupo de cocultivo fue 0.64 veces mayor que la del
grupo de control. La diferencia fue significativa
(p < 0.01).

CD que potencian la autofagia en HepG2

Después de cultivar CD y HepG2 en un sistema
de cocultivo durante 48 horas, las células HepG2 se
recolectaron y lisaron para extraer proteinas. Las
proteinas marcadoras de autofagia LC3-1 y LC3-II
se detectaron con Western blot. Como se muestra
en la Figura 4, en comparacién con HepG2 cultivada
sola, la expresion de LC3-1 y LC3-Il en células
HepG2 en el sistema de cocultivo CD-HepG2
aumento significativamente. Especificamente, LC3-I
y LC3-Il de las células HepG2 en el grupo de cocul-
tivo fueron 3.3 y 1.8 veces mayores que las del
grupo de control.

HepG2 inhibiendo la expresién de
citocinas CD

En las CD de la camara superior del sistema
Transwell, se us6 qRT- PCR para detectar la expresion
de IFN-y, IL-12, IL-10 e IL-2. Se encontrd que la expre-
sion de IFN-y, IL-12, IL-10 e IL-2 en las CD cocultivadas
durante 48 horas fue significativamente menor que en
las CD cultivadas solas (grupo de control en blanco).
Como se muestra en la Figura 5, en comparacion con
el grupo sin cocultivo, la expresién de IL-10 e IL-12 se
inhibié en 0.234, 0.0021, 0.003 y 0.26, respectiva-
mente, con una diferencia significativa (p < 0.01). En
particular, la expresion de IL-10 e IL-12 se inhibié en

375
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aproximadamente 100 %, y la expresion de IFN-y e IL-2
solo se inhibié parcialmente en aproximadamente
75 %, lo que significa que 48 horas después del cocul-
tivo las CD todavia expresaban IFN-y y genes IL-2.

Citocinas reductoras de HepG2 secretadas
por CD

Se us6 ELISA para detectar IFN-y e IL-12 secretados
por CD. En comparacion con las CD cultivadas solas
(grupo de control en blanco), la IL-12 y el IFN-y secre-
tados por las CD (grupo experimental) en el sobrena-
dante después del cocultivo durante 48 horas se
redujeron significativamente (p < 0.01). Los resultados
se muestran en la Figura 6. El nivel de IL-12 e [FN-y en
el sobrenadante de CD en el grupo experimental fue
0.6 y 0.53 veces mayor que en el del grupo de control.

Aunque la secrecion de IFN-y e IL-12 en las células CD
disminuy significativamente, los resultados mostraron
que aun se secretaban durante el cocultivo.

Discusion

Numerosos estudios han revelado que las CD son
las células presentadoras de antigenos mas potentes
del cuerpo humano. Las células reconocen, ingieren,
procesan y presentan antigenos para regular la res-
puesta inmunitaria del organismo. El mecanismo prin-
cipal es la activacion de los linfocitos T CD4+ o CD8+
para que participen en la respuesta inmunitaria contra
los tumores mediante la sintesis del complejo peptidi-
co-antigeno MHC, la expresion de moléculas coesti-
muladoras y la secrecién de multiples citocinas. El
procedimiento se acompana de la transicion de la fun-
cion de las CD desde la fagocitosis hasta la presenta-
cion durante la maduracién. Las CD desempefian un
papel crucial en el efecto antitumoral de la inmunidad
innata, pero rara vez se ha informado investigacion
sobre la actividad antitumoral directa de las CD.

En el sistema de cocultivo Transwell se selecciond
una membrana semipermeable microporosa con una
apertura de 0.3 um, que evitaba el contacto directo
entre CD y HepG2. Por lo tanto, las sustancias regu-
ladoras de moléculas pequefas, como las citocinas,
se convirtieron en los factores mas probables para
inducir la autofagia de HepG2. Debido a la diferencia-
cion, las funciones de las células inmunitarias son
Unicas. A diferencia de las células T citotdxicas a
través de la expresion de FasL (ligando Fas) y la
apoptosis de TRAIL,'® las CD no expresan las dos
proteinas y las CD maduras tienen la caracteristica
de una alta expresion de citocinas."”
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Expresiones de IFN-y, IL-12, IL-10 e IL-2 en CD detecta-
das por PCR. Las CD del grupo de cocultivo se incubaron durante
48 horas y las CD del grupo de control se cultivaron por separado.
IL-12 fue 0.0021 veces mayor que en el grupo sin cocultivo, IFN-y
fue 0.234 veces mayor que en el grupo sin cocultivo, IL-10 fue 0.003
veces mayor que en el grupo sin cocultivo, e IL-2 fue 0.26 veces
mayor que en el grupo sin cocultivo, con una diferencia significativa
(p < 0.01). CD: células dendriticas.

En este estudio, comparamos CD cocultivadas
durante 48 horas mediante un sistema de cocultivo
Transwell con CD cultivadas solas. Los resultados
indicaron que se registré una marcada disminucion
de IL-2, IL-12, IL-10 e IFN-y en las CD cocultivadas.
Ademas, el nivel de IL-2 (0.26 veces) e IFN-y (0.234
veces) fue significativamente menor que el de
IL-12 (0.0021 veces) e IL-10 (0.003 veces). Las CD,
como la mayoria de las células antitumorales, pueden
ser obstaculizadas por las células y el microambiente
tumorales. Para aclarar si estas citocinas de baja
concentracion pueden actuar sobre HepG2, mediante
ELISA cuantificamos las expresiones de IL-12 e [FN-y
en el sobrenadante del cocultivo. Aunque la expresion
de ambas citocinas disminuyd, se detectaron citoci-
nas de tipo secretor en el sobrenadante; IL-12 y IFN-y
fueron mayores 0.6 y 0.53 veces, respectivamente,
que las cultivadas individualmente. Aunque inhibidas
en cierto grado, las CD pueden ejercer su funcién
inmunoldgica mediante la liberacién de citocinas, lo

que concuerda con las caracteristicas de cantidades
minimas, pero con una alta eficiencia. En resumen,
HepG2 no pudo inhibir completamente la funcién de
las CD de expresar IFN-y e IL-12, de las cuales se
observo un alto nivel en el entorno de cocultivo.

Por lo tanto, tenemos razones para creer que las
CD pueden inducir autofagia en HepG2 y ejercer un
efecto antitumoral al expresar IL-12, IL-2 e IFN-y. La
investigacion'® ha demostrado que el IFN-y puede
inducir la apoptosis de las células HepG2 al regular
a la baja el nivel de la lipasa adipocitica de triglicéri-
dos, aumentar la actividad de la caspasa-3 y disminuir
la expresion de BCL-2. Ademas, Xu ha demostrado
que el IFN-y puede aumentar la expresiéon de Egr-1
para inducir la apoptosis de las células tumorales.'®
Por otro lado, una considerable investigacion ha indi-
cado el estrecho vinculo entre la autofagia y la apop-
tosis. Por ejemplo, existe una cinasa c-Jun N-terminal
(JNK) en la ruta comun de la autofagia y la apoptosis
que no solo puede fosforilar BCL-2 o BIM para inducir
la autofagia, sino también evitar que BCL-2 inhiba las
proteinas proapoptdticas BCL-2 y, por lo tanto, induzca
la apoptosis.?

Lo anterior ilustra el posible mecanismo por el que
las CD inducen la autofagia al secretar IFN-y.
Mientras tanto, la IL-12 es también un potente inmu-
noestimulador antitumoral. EI-Shemi et al. transfec-
taron TRAIL e IL-12 en células de CHC a través de
adenovirus; sugirieron que el tratamiento de combi-
nacion mejord notablemente el efecto citopatico y
antisupervivencia.?® En nuestro estudio, la IL-12
expresada en niveles bajos puede mejorar directa-
mente la funcion de las CD y la liberacién de HMGB1
(uninductor eficaz que conduce a la autofagia endo-
gena y exdgena), asi como promover la autofagia en
las células tumorales.??
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La expresion de citocinas en el sobrenadante de cocultivo fue detectada por ELISA. Se usé ELISA para detectar la secrecién en el
sobrenadante de las CD. A: IFN-y. B: IL-12. En el sobrenadante de las CD en cocultivo, IL-12 y el IFN-y fueron 0.6 y 0.53 veces mayores que

en el grupo de control de CD cultivadas solas. CD: células dendriticas.

La regulacion y expresion de las citocinas es com-
pleja. Las CD son las células secretoras pero también
las células diana de IL-12, IL-2 e IFN-y, citocinas que
regulan la secrecion y la expresion entre si.2*?° Quizas
sea un factor importante que las CD habitadas por
células tumorales aun puedan expresar estas citoci-
nas y ejerzan sus efectos bioldgicos.

En conjunto, encontramos que las CD pueden
mediar la autofagia de HepG2 a través de la expre-
sién y secrecion de citocinas IL-12, IL-2 e IFN-y des-
pués del cocultivo con HepG2 durante 48 horas para
ejercer su efecto antitumoral. El efecto inhibidor
directo de las CD sobre las células de cancer de
higado refleja la superioridad de las CD como posible
vacuna antitumoral. En los ultimos afos, el efecto de
la vacuna CD-CTL no es satisfactorio y, por lo tanto,
se debe prestar mas atencién a las CD. Sin embargo,
el mecanismo especifico antitumoral directo de las
CD aun debe investigarse con el fin de proponer
nuevos objetivos y tratamientos para la terapia
tumoral.

Conclusion

El mecanismo de las interacciones y la induccion de
autofagia de las CD se investigd mediante el cultivo
conjunto de estas y HepG2. Los resultados mostraron
que en el sistema de cocultivo Transwell, HepG2 inhi-
bia casi por completo la expresién de IL-10 e IL-12 en
las CD y parcialmente la de IL-2 e IFN-y, mientras que
las CD aun podian mediar en la autofagia de HepG2
al secretar IL-12, IL-2 e IFN-y. Se sugiere que las CD,
con un potencial superior a las células inmunitarias
antitumorales, pueden desempefiar un papel impor-
tante en la inmunidad antitumoral innata y en la prepa-
racion de vacunas contra tumores.
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