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RESUMEN

Las células dendriticas (CD) son consideradas las
mis eficientes células presentadoras de antigenos. Las
CD derivan de células progenitoras de la médula ésea
v circulan por el torrente sanguineo como precursores
inmaduros. Bajo un estimulo apropiado, las CD madu-
ran y migtan a los érganos linfaticos secundarios don-
de presentan antigenos a linfocitos T e inducen una
respuesta inmune. Las CD pueden ser generadas y ma-
nipuladas in vitro para presentar antigenos especificos
de tumor o de patdgenos. Una vez activadas pueden ser
reinfundidas en el paciente y actuar como vacunas ce-
lulares, constituyendo la base de numerosos ensayos
clinicos de inmunoterapia del cancer.

INTRODUCCION

Las células dendriticas (CD) de la piel fueron
descriptas por Langerhans en 1868, pero no fue sino
hasta el afio 1973 que Steinman y Cohn' identifica-
ron CD en bazo y nédulos linfaticos de ratén e ini-
ciaron una serie de experimentos que demostraron
que las CD tienen un rol fundamental en la genera-
cién de la respuesta inmune primaria y secundaria
conira antigenos especificos.

Morfolégicamente, las CD se caracterizan por
presentar numerosas y delgadas prolongaciones
citoplasméticas (dendritas), particularidad que pare-
ciera adecuarse a su funcién que consiste en la cap-
tura, procesamiento y presentacién de antigenos a los
linfocitos.

A diferencia de los linfocitos B, los linfocitos T
son incapaces de reconocer antigenos en estado na-
tivo. Por medio de los receptores antigénicos (TCRs)
reconocen complejos formados por fragmentos de
antigenos unidos a moléculas del complejo mayor de
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histocompatibilidad (CMH) clase I y II presentes en
la superficie de las células presentadoras de
antigenos (CPA).

La presentacién antigénica es llevada a cabo de
manera més eficiente por las células dendriticas que
por otras CPAs como las células B y los macréfagos
¥, probablemente, son las tinicas células con capaci-
dad de disparar una respuesta T primaria. Esta pro-
piedad radica en la alta expresién de moléculas de
adhesién y moléculas co-estimulatorias que proveen
una segunda sefial sinérgica esencial para la induc-
cién de una respuesta inmune?.

Las CD comprenden una amplia poblacién de
células que se encuentran presentes en numerosos
6rganos y en sangre periférica. De acuerdo a su ubi-
cacién reciben diferentes nombres células de
Langerhans de la piel y células relacionadas de teji-
dos epiteliales (CL), células dendriticas circulantes
en sangre, células dendriticas interdigitadas (CDi)
en las dreas de células T de ganglios linfaticos y bazo,
células dendriticas de centros germinales CD33-
CD13- (CDcg) y células dendriticas de timo CD8+
(CDt). Si bien resta establecer la relacion entre todas
estas poblaciones celulares, se ha demostrado que las
CL maduran a CDi luego de la captura del antigeno
durante su migracién por los vasos linfaticos a los
ganglios®. De acuerdo a su ubicacién tisular, el
fenotipo de superficie y a su funcién pueden distin-
guirse dos estadios celulares: inmaduro y maduro o
activado.

Las CD presentes en la mayoria de los tejidos son
inmaduras. En este estadio las células se caracterizan
por tener reducida al minimo su capacidad
estimulatoria de proliferacién de linfocitos T. Estdn
especializadas en la captura de antigenos por
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Figura 1: Presentacion antigénica y activacion de linfocitos T.

fagocitosis, micropinocitosis y endocitosis mediada
por receptores y en el posterior procesamiento de los
mismos. En su superficie expresan abundantes recep-
tores Fcg y Fce, que favorecen la captura de
antigenos complejados con anticuerpos, y otros del
tipo de las lectinas como el receptor de manosa y el
DEC-205. Presentan niveles relativamente bajos de
moléculas del CMH clase Il en su superficie, sin em-
bargo estas moléculas se acumulan en grandes can-
tidades en vacuolas intracelulares. Estos comparti-
mientos contienen ademds glicoproteinas liposo-
males y catepsinas que participan en la degradacién
proteica y obtencién de los péptidos que se unirdn a
las moléculas del CMH clase IL

Luego del contacto con el antigeno, las CD se ac-
tivan durante el curso de una reaccién inflamatoria
local y migran por el sistema linfatico o sanguineo a
los organos linfaticos secundarios en donde comple-
tan su maduracién. Este proceso es acompafiado por
la pérdida de la capacidad de capturar antigenos y
la adquisicién de la capacidad de activacién de los
linfocitos T* Las bacterias, los lipopolisacdridos de
las paredes bacterianas y moléculas como IL-1 y
TNF-0 pueden actuar como sefiales estimulatorias de
la maduracién de las CD.

La relocalizacién de las células en los nédulos
linfaticos y el bazo facilifa el contacto del antigeno
con los linfocitos T que circulan por los organos
linfaticos periféricos como linfocitos quiescentes.

Después de su activacion por las CD, las células
T proliferan y cambian su conducta migratoria para
poder cumplir su funcién como células efectoras en
el sitio de infeccién (Fig. 1).

Como linfocitos T citotéxicos destruyen las pro-
pias células infectadas del cuerpo y las células
tumorales. Como linfocitos T-helper de la clase Th-1
estimulan a los macréfagos mediante la liberacién de
mediadores de inflamacién intensificando en conse-
cuencia la actividad de estos mediadores en el pro-
ceso de fagocitosis para eliminar patdgenos intrace-
lulares. Como células de la clase Th-2, apoyan la res-
puesta humoral activando las células B productoras
de antigenos.

Célula Dendritica Célula T
CDl1la (LFA-1) CD54 (ICAM-1)
CDl11b
CDllc Adhesidon
CD34 (ICAM-1) LFA-I
CD58 (LFA-3) CcD2
CD36 (VCAM) CD49d (VLA)
MHC Clase 1 Reconocimiente TCR
MHC Clase TT TCR
€D30 (B7-1) co2s
CD36 (B7-2) CTLA-4
CcD72 Coestimulacién CD5
CD24 CD24
CDs8 cD2
CD34 LFA-1
CD40 CD40L

Figura 2: Moléculas de reconocintiento e interaccién entre la célula dendritica
y el linfocito T.

Ademas de la sefial antigeno especifica dada por
la unién de la molécula del CMH-péptido presente
en la CD y el receptor antigénico (TCR) del linfocito
T, para que ocurra la activacién de los linfocitos es
necesaria una sefial co-estimulatoria proporcionada
por la interaccién entre diversas moléculas presen-
tes en la superficie de ambas células (Fig. 2). Como
resultado de estas interacciones las CD secretan
IL-12.

Es la particular capacidad de las CD de activar
las linfocitos T la que las convierte en el blanco de
numerosos estudios para su potencial aplicacién en
inmunoterapia. Las CD pueden ser obtenidas y ma-
nipuladas in vitro para presentar antigenos especifi-
cos de tumor o de patdgenos. Una vez activadas
pueden ser reinfundidas en el paciente y actuar como
vacunas celulares cuyo objetivo es inducir al siste-
ma Inmune a eliminar dichos agentes extrafios.

GENERACION DE CD HUMANAS IN VITRO

Una de las limitaciones para el uso clinico de las
CD radica en la obtencién de cantidades suficien-
tes de células debido a que en la sangre representan
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solo el 0.1% de los leucocitos y a que en el estadio
inmaduro las células no poseen la capacidad de mul-
tiplicarse.

Hasta el presente las dos fuentes celulares mds
usadas como poblacién de partida para la generacién
de cantidades adecuadas de CD maduras in vitro son:
células progenitoras CD34+ y monocitos>® 78,

Las células progenitoras CD34+ pueden ser indu-
cidas a pasar de la médula dsea (MQ) a circula-
cién y recolectarse por procedimientos de leuca-
féresis. Estds células como asi también los monocitos
pueden diferenciarse a CD inmaduras por el agrega-
do de la combinacién de GM-CSF mds IL-4 al medio
de cultivo. La obtencién de CD maduras se logra
con la posterior adicién de un estimulo como el
TNEF-a.

Recientemente se demostrd que las CD pueden
ser expandidas directamente in vivo. La administra-
cién de Flt3l durante 10 dias produjo un incremento
de 20 veces el nimero de CD circulantes en pacien-
tes con cancer de colon®. Esta estrategia podria cons-
tituirse en otra alternativa viable para la obtencién
de cantidades adecuadas de CD para la produccién
de vacunas autélogas.

Una vez obtenidas las CD se procede a “cargar-
las” con el antigeno de interés. Los antigenos
intracelulares originados por ejemplo de virus o
microorganismos que viven intracelularmente son
principalmente presentados por moléculas del CMII
clase I. Estos son reconocidos por linfocitos CD8+
citotéxicos dando como resultado la activacion de
una respuesta inmune predominantemente mediada
por células.

En el caso de antigenos que se originan de
patdgenos extracelulares y que penetran a la célula
por fagocitosis o pinocitosis la situacién es diferen-
te. Estos antigenos son presentados por moléculas
del CMH clase II que son reconocidas por linfocitos
T CD4+, proceso que origina la activacién de una
respuesta predominantemente humoral. Dependien-
do de la estructura del antigeno y del tipo de res-
puesta inmune deseada se emplean distintos estadios
madurativos de las CD™.

Se han descripto tres estrategias de carga
antigénica para su aplicacién clinica:

Carga con ADN

Los antigenos pueden ser incorporados como
ADN que luego es transcripto y traducido por la
misma célula. La proteina producida es degradada
durante el procese de metabolismo normal celular.
Los péptidos asi generados pueden ser cargados en
moléculas del CMH y presentados en la superficie
celular.
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Es posible transfectar a las CD en cualquier eta-
pa de su maduracién, sin embargo dado que la
transfeccién de las CL y CDi no es muy eficiente, la
estrategia de eleccidn consistiria en transfectar las
células en una etapa més temprana de la maduracién
(células progenitoras CD34-+).

La ventaja de este método radica en que el
antigeno es expuesto directamente en el citoplasma
y en consecuencia presentado via moléculas del
CMH clase 1, activandose a los linfocitos T CD8+
cifotdxicos que son necesarios por ejemplo para erra-
dicar las células tumorales.

Carga con antigenos especificos de patégenos o
tumores

Las células de eleccidn para esta estrategia en la
que se emplean lisados de células tumorales o pro-
tefnas especificas de patdgenos son las CLs, debido
a que se requiere una activa internalizacidn del
antigeno.

Los péptidos obtenidos como producto de la de-
gradacion de las proteinas dentro de los endosomas
son principalmente cargados en moléculas del CMH
clase IL

La activacién de células T CD4+ es particular-
mente deseable para intensificar las reacciones inmu-
nes contra agentes infecciosos pero no serfa la 6pli-
ma para el tratamiento de tumores, en donde es im-
portante estimular una respuesta inmune citotéxica.
Si bien varios grupos han demostrado que los
péptidos pueden ser guiados a la ruta del CMH tipo
I, acopldndolos a particulas o a proteinas de heat-
shock, estos resultados son muy preliminares y es
necesario mas investigacion al respecto.

Carga con péptidos especificos del tumor

Una estrategia promisoria en la que se emplean
CD maduras es el uso de péptidos especificos obte-
nidos por sintesis que son cargados directamente
sobre las méleculas del CMH de superficie. La des-
ventaja de este método consiste en la restriccién del
CMH por que no todos los péptidos conocidos se
adecuan a los sitios de anclaje del CMH del pacien-
te a tratar.

Antigenos tumorales para vacunas

La capacidad de las CD derivadas de la médula
Osea de actuar como inmundgenos efectivos de
linfocitos T citotoxicos CD8+ antitumorales luego de
ser expuestas a péptidos derivados de tumores ha

sido claramente demostrada en modelos animales™
12,13,14, 15
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Hasta el momento se han identificado varios
antigenos asociados a tumores que pueden emplear-
se como potenciales inmunégenos en terapias de va-
cunacién. Estos péptidos derivan de genes tales como
ras', Her/2-neu' **, MART-1, Melan-A, gp100
tirosinasa'™* ¥, p53%, idiotipos de células B?, MUC-
1*%% y familias de genes como MAGE, BAGE, GAGE
y RAGE*7,

Una de las principales ventajas de la inmuniza-
cién basada en la carga de las CD con péptidos es la
especificidad contra el epitope tumoral de interés.
Sin embargo, dada la heterogeneidad de las células
tumorales, puede que no todas las células expresen
ese epitope. Una alternativa que se esta contemplan-
do actualmente consiste en el empleo de cuerpos
apoptépicos derivados del tumor o lisados
tumorales®™#. De este modo no seria necesario iden-
tificar los antigenos relevantes del tumor para la in-
munizacién.

Tedricamente, las secuencias peptidicas que
abarcan los puntos de unién de las proteinas de
fusién de oncogenes serfan blancos ideales para
inmunoterapia porque no estan presentes en célu-
las normales. Algunos ejemplos de franslo-
caciones que resultan en proteinas de fusién inclu-
yen la t(15; 17) en LMA M3, t(8; 21) en LMA M2,
inv 16 en LMA M4 y t(9; 22) en LMC. En ensayos
pre-clinicos Nieda y col.* obtuvieron actividad
citotdxica contra células de pacientes con LMC
empleando linfocitos T luego de su estimulacién
con CD “cargadas”con un péptido cuya secuencia
correspondia a la regién de fusién de la quimera
BCR/ABL. De manera andloga, Osman y col.*”* ob-
tuvieron respuestas citotéxicas especificas al “car-
gar” CD con un péptido de 12 mer derivadc de la
proteina de fusion PML/RAR-c.

Se ha descripto que la proteina WT1 (producto del
gen “Wilms Tumor”) se expresa preferencialmente en
células leucémicas y no en las células normales® ®.
En un trabajo reciente, Ohminami y col. han propues-
to que la inmunoterapia con linfocitos T citotéxicos
activados con CD “cargadas”con un péptido deriva-
do de la proteina WT1 podria ser eficaz para el tra-
tamiento de las leucemias®.

Por otra parte, es posible generar CD “leucé-
micas”a partir de células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con distintos tipos de leucemia
mieloide aguda. Se ha demostrado que estas células
tienen la capacidad de inducir una actividad citotdxica
antileucémica especifica autéloga, por lo que las CD
“leucémicas” podrian potencialmente ser empleadas
como vacunas antileucémicas in vivo o para generar
linfocitos T antileucémicos in vitro en protocolos de
inmunoterapia adoptiva®,
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Cuando se trata de decidir una estrategia de va-
cunacién otros factores importantes a tener en cuen-
ta se relacionan con la carga dptima de las CD con
los antigenos especificos de la entidad contra la que
se desea obtener una respuesta inmune y las carac-
teristicas del antigeno, ya que afecta considerable-
mente la naturaleza y calidad de la respuesta inmu-
ne inducida.

APLICACIONES CLINICAS

Aplicaciones en Oncologia

Los alentadores resultados obtenidos en ensayos
pre clinicos in vitro y en modelos animales impulsa-
ron el desarrollo de protocolos de inmunoterapia a
nivel clinico.

En 1996 el grupo de Levy® fue el primero en pu-
blicar los resultados obtenidos en 4 pacientes con
linfomas no-Hodgkin B de bajo grado (folicular) pre-
viamente tratados con quimioterapia. Las CD fueron
obtenidas in vitro a partir de células mononucleares
recolectadas por leucoaféresis, Una vez “cargadas”
con la inmunoglobulina monoclonal expresada por
estos linfomas, las células fueron inyectadas en los
pacientes por via subcutanea. En todos los casos se
observd una respuesta anti-tumoral y 3 mostraron
regresién parcial o total de los linfomas.

En 1998, Nestle y col.” demostraron que 5 de 16
pacientes vacunados con péptidos o lisados de tumor
de melanoma tuvieron respuestas parciales y com-
pletas con regresion de las metdstasis en varios 6r-
ganos (piel, pancreas, pulmon y tejidos blandos).

A partir de estos estudios pioneros que demos-
traron la factibilidad y la baja toxicidad de la admi-
nistracién de células dendriticas, varios grupos han
reportado resultados preliminares de ensayos clini-
cos, algunos de los cuales se resumen en la tabla I

Aplicaciones en Infectologia

Los linfocitos T CD8+ antigeno especificos podrian
proveer resistencia a algunas enfermedades infeccio-
sas. La infeccién con citomegalovirus (CMV) consti-
tuye una seria complicacién en trasplantes alogénicos
de médula 6sea. Se ha demostrado la generacién de
respuestas citotdxicas especificas in vitro contra
epitopes de CMV presentados por CD* %4, Resulta-
dos andlogos se obtuvieron empleando el péptido
EBNA-3A del virus Epstein-Barr*® y un péptido deri-
vado del gen gp160 del virus HIV-1¥. En 1998 Kundu
y col® llevaron a cabo un estudio piloto en 6 pacien-
tes infectados con HIV-1 empleando vacunas con CD
cargadas con péptidos derivados de proteinas virales.
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TABLA I
ENSAYQS CLINICOS QUE UTILIZARON CELULAS DENDRITICAS EN DIVERSOS TUMORES
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CITA PACIENTES | DIAGNOSTICO | FUENTE DE CD ANTIGENC RESPUESTA
(Ntimero) EMPLEADO PARA
PULSAR CD
Tjoa et al. 33 Cancer de préstata | No detallada PSM-P1 y PSM-P2 | Disminucién de PSA en 50%
(36) 9 remisiones parciales (4 por 370 dias
y 5 por 196 dias)
Faid et al. 22 Tumores que Células MAGE 1 Induccién de respuesta T especifica en
(37 expresan MAGE | | mononucleares de | MAGE 3 el 50 % de los pacientes
y MAGE 3 sangre periférica
Brossartet | 10 Tumpr metastisico | Monocitos E75 Inducci6n de respuesta T especifica en
al. (38) de mama y ovario GP2 todos los pacientes tratados con MUC-1
MUC-1
Mackensen | 14 Melanoma Progenitores MAGE-1 Induccidn de respuesta T especifica en
etal. (39) hematopoyéticos | MAGE-3 todos los pacientes
CD34+ Melan A 2 pacientes demostraron respuestas
gp-100 clinicas antitumorales
Tirosinasa
Timmerman | 26 Linfoma B Células Idiotipo de 3 remisiones clinicas
et al. (40) folicular mononucieares de | inmunoglobulina 2 remisiones parciales
sangre periférica 1 remisién molecular
14 sin progresién de enfermedad
6 recaidas
Liso et al. 27 Mieloma miltiple | No detallada Idiotipo acoplado a |25 respuestas celulares especificias
(41) keyhole limpet anti - KLH
hemocyanin {Id- 4 respuestas T especificas anti-idiotipo
KLH) (3 en remisién clinica)
9 demostraron disminucién del nivel
de proteina del mieloma
Kugler et al. {17 Carcinoma renal | Monocitos Hibrido de células | 4 remisiones de lesiones metastisicas
(42) con metastasis tumorales autdlogas |2 reducciones > 50 % dé la masa
con células tumoral
dendriticas 1 respuesta mixta
alogénicas
Cajaletal. |14 Cancer avanzado: | Células Lisados de tumor 1 respuesta parcial (melanowma)
(43) Melanoma (10} mononucleares de | autdlogo 6 con enfermedad estable > & meses
Rifion (1) sangre periférica 7 demostraron progresién de tumor
Pulmén (1)
Sarcoma (1)
) Mama (1)
Titzer etal. |11 Mieloma multiple [Células CD34+ Idiotipo de 3 respuestas tumorales especificas
(44) paraprotefna 4 respuestas celulares especificas
1 disminucidn de infiltracion de células
plasmdticas en médula dsea

Si bien el nidmero de linfocitos T CD4+ y el nivel de
carga viral permanecieron estables durante el trata-
miento, las infusiones fueron bien toleradas por los
pacientes y se observaron aumentos en la produccién
de IFN-y e IL-2 y proliferacién de linfocitos citotdxicos
especificos antiproteinas de envoltura.
Recientemente se identificé una lectina especifi-
ca de CD denominada DC-SIGN (por dendritic cell-
specific ICAM-3 grabbing nonintegrin)™ % Esta mo-
lécula media una adhesién débil entre las CD y
los linfocitos T, lo que permitiria que las moléculas
de TCR presentes en la superficie de los linfocitos T
escaneen la superficie de las CD, en donde sus

ligandos (CMH-péptido) estdn presentes en un niime-
ro relativamente bajo (10-1000 moléculas/célula), con
la subsecuente activacién de las células T. Por otra
parte, DC-SIGN actiia como ligando para el virus HIV-
1. La molécula presente en las CD de las mucosas une
el virus, permitiendo el transporte del mismo a los
Organos linfaticos secundarios y su transmisién a las
células blanco. Este hallazgo sefiala a DC-SIGN como
un potencial sitio sobre las CD para manipular la res-
puesta inmune y la infeccién por HIV-1. Ademads ilus-
tra la importancia de no restringir el andlisis a
antigenos y linfocitos cuando se desea manipular la
respuesta inmune®.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Si bien la mayoria de las experiencias clinicas se
han reportado en pacientes con patologias
tumorales, la potencial aplicacién de las CD como
modalidad de inmunoterapia aparenta ser mds
amplia. Numerosos estudios en animales y en hu-
manos in vitro muestran que estas células pueden
ser empleadas para inducir respuestas inmunes es-
pecificas contra antigenos bacterianos y virales. Su
aplicacién clinica podria ser util en pacientes con
hepatitis crénica o en aquellos con una respuesta
inmune deficiente.

Otro aspecto a tener en cuenta es el fenémeno de
tolerancia a antigenos, debido a que las CD también
intervienen en el proceso de presentacién de
antigenos propios a la poblacién de linfocitos T que
finalmente conduce a la eliminacién de aquellas cé-
lulas T autorreactivas™. Esto es particularmente im-
portante a considerar para pacientes que padecen
alergias, asma y otras enfermedades autoinmunes.

La investigacién en el drea de las CD estd
expandiendose aceleradamente. A nivel molecular se
trabaja en la identificacién de genes expresados
especificamente por las CD y en la caracterizacion de
sus productos. Se espera la identificacién de nuevas
moléculas que intervengan en el procesamiento y
unién de antigenos, productos de secrecion y facto-
res de transcripcién que puedan explicar las especia-
les caracteristicas de las CD.

Las propiedades migratorias y sus mecanismos
de sefializacién, los factores de diferenciacion y ma-
duracién celular asi como también el rol de las dis-
tintas subpoblaciones de las CD representan dreas
adicionales de estudio. Ademds, se busca identificar
nuevos antigenos asociados a tumor y se ensayan
diferentes vehiculos de “entrega” de estos antigenos
a las CD: vectores virales, liposomas, dcidos
nucleicos o proteinas, lisados de tumor, cuerpos
apoptépicos y peptidos sintéticos. A nivel clinico se
estd trabajando intensamente en la optimizacion de
los protocolos de vacunacidn, representando una
nueva y prometedora modalidad terapéutica efecti-
va y no toxica para el tratamiento del cancer.

SUMMARY

Dendritic cells (DC) are considered the most effective
antigen-presenting cells. DC are derived from bone
marrow progenitors and circulate as immature precursors.
Upon appropiate stimulation, DC undergo maturation and
migrate to secondary lymphoid tissues where they present
antigens to T lymphocytes and induce an immune res-
ponse. DC can be generated and manipulated in vitro to
present tumor or pathogen-specific antigens. Once activa-
ted, they can be infused into patients acting as celular

HEMATOLOGIA @ Volumen 4 - N° 3, 2000

vaccines, representing the basis of many ongoing clinical
trials of cancer immunotherapy.

Key words: Dendritic cells, tumor related antigens,
immunotherapy
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