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Resumen

La supervivencia de los pacientes con melanoma diseminado no ha aumentado a
pesar de décadas de investigacion. La erradicacién de las células tumorales o la
induccién de un estado de tolerancia depende de la interaccién entre las células
del melanoma y las células del sistema inmunitario, como las células dendriticas,
los linfocitos T efectores y los linfocitos T reguladores.

Las células dendriticas son las responsables de la generacién de una respuesta
inmunitaria antitumoral especifica mediante la presentacién y procesamiento
de los antigenos tumorales. EI ntimero y la funcién de las células dendriticas se
encuentran comprometidos en las neoplasias como el melanoma.

El entendimiento de lanaturaleza y de las funciones de estas células ha permitido el
desarrollo de vacunas basadas en células dendriticas para diferentes enfermedades,
siendo el melanoma el més estudiado en este campo. La vacunacién de células
dendriticas con antigenos tumorales ha logrado conferir inmunidad protectora y
regresion de tumores en modelos en ratén y en humanos con melanoma.
PALABRAS CLAVE: células dendrfticas; vacunacién; inmunoterapia; melanoma.

Summary

The survival of patients with disseminated melanoma has not improved despite
years of research. The immune eradication of tumor cells or inducing a state of
tolerance depends on a complex interaction between melanoma cells and several
cell types of the immune system including dendritic cells, effector T cells and
regulatory T cells.

Dendritic cells are responsible for the generation of tumour-specific immunity
through the processing and presentation of tumour-associated antigens. The
number and function of dendritic cells can be altered in different neoplasias
including melanoma.

Understanding the nature and functions of this cell population has allowed
the development of vaccines based on dendritic cells for different diseases, and
melanoma is the most studied entity in this field.
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Introduccion

El melanoma es la principal causa de muerte por enfer-
medades dermatolégicas (40%), con tasas de mortalidad
que varfan de 1 a 8 por 100.000 pacientes; su prondstico
depende de la extensién de la enfermedad, con una su-
pervivencia de 90% en los tumores localizados, la cual
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se reduce a menos de 15% en los melanomas con me-
tastasis. En el 2007, la American Cancer Society reportd
59.940 nuevos casos de melanoma (4% de todos los can-
ceres) con una mortalidad de 18% (1% a 2% de todas las
muertes por céncer)'.

El melanoma con metastasis es, generalmente, resis-
tente a la radioterapia y a la quimioterapia, razén por la
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cual se hace urgente la bisqueda de alternativas terapéu-
ticas. La erradicacién de las células tumorales requiere
una interaccién efectiva entre las células del melanoma
y los diferentes integrantes del sistema inmunitario,
como linfocitos T, linfocitos B, linfocitos T reguladores
(LTreg), linfocitos Th17, células asesinas naturales,
linfocitos T NK (natural killer, NK) y las células presen-
tadoras de antigenos incluyendo las células dendriticas.

La densidad de células dendriticas en el tumor y alre-
dedor de él y su estado funcional, se relacionan con el
estadio de la enfermedad y la supervivencia de los pacien-
tes”. Bajo condiciones estables, la incorporacién de cé-
lulas en apoptosis (células que han sufrido muerte celular
programada sin inflamacién) por las células dendriticas
inmaduras favorece un estado de tolerancia a los auto-
antigenos, con produccién de citocinas antiinflamatorias,
como la Interleuquina 10 (IL-10), y el factor transfor-
mador de crecimiento beta (Transforming Growth Factor
beta, TGF-[3).

Por el contrario, los patégenos y las células necréticas
Interactiian con los receptores de patrones de recono-
cimiento, desencadenando vias de sefalizacién que
inducen la maduracién de las células dendriticas que
llevan a la produccién de citocinas pro-inflamatorias®.
Esas células dendriticas maduras son esenciales para el
estimulo de la célula T y el subsiguiente desarrollo de
una respuesta inmunitaria especifica.

La alteracién de las funciones de las células dendriticas
tiene un impacto negativo en el desarrollo de diversos
trastornos, que incluyen enfermedades autoinmunitarias
y cénceres”. La captura y posterior presentaciéon de an-
tigenos por las células dendriticas pueden derivar en el
desarrollo de tolerancia o respuesta inmunitaria, dando
lugar al desarrollo o a la prevencién de tumores. Este
conocimiento y los casos de pacientes con melanoma con
metéstasis con regresién completa relacionado con una
respuesta inmunitaria especifica antitumoral, la expre-
sién de citocinas pro-inflamatorias y con la presencia de
infiltrados de células T intratumorales’, han estimulado
la investigacién y el desarrollo de diversos ensayos tera-
péuticos en melanoma y otros tumores®. Desde 1998 se
vienen desarrollando y probando clinicamente diferentes
vacunas contra el melanoma’.

Poblaciones de células
dendriticas

Las células dendriticas se derivan de progenitores
mieloides totipotenciales CD34+ de la médula 6sea, a
partir de los cuales se originan dos grandes lineas ce-
lulares: un progenitor linfitico comin y un progenitor
mieloide comtn, los cuales dan origen a las células del
sistema inmunitario y de la sangre.
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En presencia de la citocina FLT8 (FMS-like tirosyn ki-
nase-3) cualquiera de estos dos progenitores comunes se
va a diferenciar en las dos grandes poblaciones de células
dendriticas que se han encontrado en humanos: las cé-
lulas dendriticas convencionales, también denominadas
mieloides, y las células dendriticas “plasmocitoides”,
conocidas como células dendriticas linfaticas®. Las cé-
lulas dendriticas convencionales expresan el marcador
CD11c+, CD4+, y receptores tipo toll ( Toll-Like Receptor,
TLR) 1,2, 3,4, 5,6, 7,8y 10, interceptan los invasores en
los tejidos periféricos, inician su proceso de maduracién
y migran a los tejidos linfaticos secundarios regionales,
donde presentan los péptidos antigénicos derivados de
los microorganismos o células tumorales a las células T
virgenes especificas para ese antigeno.

Las células dendriticas convencionales son consi-
deradas como las mejores presentadoras de antigenos,
producen citocinas pro-inflamatorias e inmunorregula-
doras (IL-12), y estdn comprometidas en la induccién
de una respuesta de tipo Th1”. Pueden ser residentes
en tejidos linfaticos y no linfaticos, como también cir-
culantes. Se subdividen segtn su localizacién tisular, en:
células dendriticas de la piel, como las de Langerhans
en la epidermis, las dérmicas y las asociadas a mucosas;
células dendriticas asociadas al tejido linfatico, como las
de la zona marginal del bazo, las interdigitantes (inter-
digitating DCs) de la zona de células T, las del centro
germinal y las del timo; y células dendriticas intersti-
ciales, que incluyen las del pulmén y del higado'™'".

Por otro lado, las células dendriticas “plasmocitoides”
con fenotipo CD11-, CD4+, CD123+, expresan re-
ceptores tipo foll (TLR) 1, 6, 7, 9 y 10. Se encuentran
de preferencia en la circulacién, desde donde migran
directamente a los érganos linfaticos secundarios para
ser activadas y producir grandes cantidades de IFN-;
cada célula dendritica “plasmocitoide” produce hasta
1.000 veces mas [FN-& que cualquier otra célula en el
organismo. Tienen menor potencial como presentadoras
de antigenos, un compromiso mayor en la induccién de la
respuesta de tipo Th2 y juegan un papel importante en
la proteccién contra las infecciones producidas por virus,
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gérmenes oportunistas y frente a ligandos de TLR7 y 9'%.

Funciones de las células
dendriticas

Las células dendriticas son presentadoras de antigeno,
reconocen la presencia de patégenos invasores mediante
varios receptores de reconocimiento de patrones [pa-
ttern recognition receptors (PRRs)]; una vez activadas,
secretan citocinas pro-inflamatorias involucradas en la
defensa del huésped, uniendo, de esta manera, la inmu-
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nidad innata con la adaptativa'® . Proveen sefales nece-
sarias para la expansion de células T y su diferenciacion,
participan en la regulacién de la respuesta inmunitaria
mediada por células T, incluyendo células Thi1, The y
Th17. Son fundamentales para el inicio de la respuesta
Inmunitaria adaptativa asf{ como para el mantenimiento
de la tolerancia periférica frente a autoantigenos'.

Proceso de maduracion de la
célula dendritica

El fenotipo de la célula dendritica cambia segin el nivel
de maduracién, y sus funciones efectoras también son
diferentes. Cuando la célula dendritica inmadura es
expuesta a estimulos ex6genos o endégenos, se incre-
menta la expresién de MHC clase I (Major Histocom-
patibility Complexr) y de las moléculas coestimuladoras
CD80,/ CD86. En condiciones normales, a las 2-4 horas
tras la exposicién al antigeno producen quimiocinas,
como CXCL1, CXL2, CXCL3 y CXCLS, las cuales
atraen células NK y neutréfilos'”. CXCL9 y CCL 8-5
son producidas 4 a 8 horas después y atraen células T
de memoria y monocitos.

Finalmente, en la etapa tardfa, mas de 12 horas, las
células dendrfticas inician su migracién a los ganglios
linfiticos e inician su proceso de maduracién, con
pérdida de receptores “endociticos” y de fagocitosis,
aumento de la expresiéon de complejos MHC-péptido,
(CD8o, CD86, PDL-1
PDL2, CD40,) y marcadores restringidos a las células
dendriticas (CD 83, p55); ademads, cambios en la mor-
tfologia con pérdida de estructuras adhesivas, reorga-
nizacién del citoesqueleto y adquisicién de motilidad
celular, activacién de la maquinaria para el procesa-
miento antigénico, incluso el cambio en los comparti-
mentos lisosémicos y el incremento de la proteina de
membrana asociada a lisosomas (CD- PMAL)'®.

Se produce secrecién de citocinas, como la IL-12, que
favorece la diferenciacién de linfocitos T a células Th1

moléculas coestimuladoras

y, junto con la IL-23 y la IL-27, promueve la diferen-
ciacién de células T en Th17, secretora de IL.-17 aso-
ciada a la inflamacién. Poseen la capacidad de activar
células de la inmunidad innata como las células asesinas
naturales y las células NKT. Este proceso de activacién
y maduracién de las células dendriticas es muy efi-
ciente en las infecciones, pero no ocurre lo mismo en
los tumores'”. Los antigenos de las celulares tumorales
logran evadir el sistema de deteccién de lo propio y lo
no propio, e inducir tolerancia inmunolégica, lo cual
crea un microambiente inmunosupresor local y altera
las funciones de las células dendriticas; esto permite el
crecimiento de las células tumorales'®.
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Células dendriticas en el
melanoma

En los pacientes con melanoma, la densidad, la distribu-
ci6n de las células dendriticas y el estado de activacién
de los linfocitos T en el tejido tumoral, se relacionan con
el grosor del tumor, las metastasis y la supervivencia del
paciente, por lo cual adquieren valor para el prondstico.
Las células dendriticas inmaduras estdn distribuidas
dentro de los nidos celulares del melanoma y en el es-
troma circundante, mientras que las células dendriticas
que expresan marcadores de maduracién, como DC-
PAML (CD208) y CD83, estdn confinadas a las é4reas
alrededor del tumor.

Los vasos sanguineos relacionados con el tumor no
expresan receptores de tipo E-selectina (CD62E), P-se-
lectina (CD62P) ni la molécula de adhesién intercelular-1
(Inter-Cellular Adhesion Molecule 1, ICAM-1), lo que
compromete el reclutamiento de células T efectoras en el
sitio del tumor'®. Estos hallazgos se utilizan para definir
el prondstico® y para medir la respuesta a los diferentes
tratamientos en los ensayos clinicos.

En un estudio reciente se encontré que las células den-
driticas “plasmocitoides” en casos de melanoma expresan
grandes cantidades de la quimiocina CCRS6 si se comparan
con los controles sanos y son capaces de migrar hacia su
ligando CCL20 en las células tumorales; esto sugiere que
la molécula CCL20 puede participar en el reclutamiento
de las células dendriticas de la sangre al tejido tumoral®'.

Evasion inmunitaria de las
células de melanoma

Las células de melanoma son capaces de evadir la res-
puesta antitumoral especifica por diferentes mecanismos:
disminuyendo la expresién de moléculas del MHC de
clase I y II; favoreciendo la apoptosis de los linfocitos T
de infiltracién, por medio de su expresién de moléculas
apoptéticas, como B7-H1 y Fas-L, y de moléculas inhibi-
torias, como B7-H3 y B7-H4; aumentando su secrecién
de citocinas inhibitorias, como el factor transformador
de crecimiento beta (TGF-[3), el cual se une al péptido
asoclado a la latencia expresado por la célula dendritica
inmadura, lo cual limita la activacién de las células T2°.
La presencia de TGF-f3 precede las meté4stasis de
células tumorales al ganglio linfitico e induce apoptosis
de linfocitos TCD4+ y células dendriticas en el ganglio
centinela. Las células malignas producen cantidades
masivas de TGF—[5.En los modelos experimentales
de melanoma, éste promueve el desarrollo de metéstasis
6seas osteoliticas, por la expresion de factores pro-metas-
tasicos, como la proteina relacionada con la hormona
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Figura 1. Papel de las CDs y mecanismos de inmunosupresién mediados por el tumor. La via del procesamiento de antigenos

exoégenos por las CDs (células cancerigenas apoptéticas)y la activacién de LTC comprende presentacién cruzada de los antigenos
tumorales por CDs, migracién de las CDs a los nodos linfiticos por CCR7. Las CDs maduras inducen respuestas efectoras contra
las células tumorales por activacién de LT CD4+, LTC CD8+, células NK resultando en muerte tumoral. La activacién inmune
puede ser interferida por la induccién de la tolerancia inmune por el tumor o por las CDs inmaduras por estimulacién antigénica
inadecuada o débil, y los LTreg pueden interferir con la interaccién del linfocito T efector con las CDs e inhibir la activacién de la
CD resultando en anergia inmune. Los LTreg son activados por macréfagos asociados a tumor (MATs) e interfieren con el proceso
de polarizacién de la CD. La inmunosupresion ejercida por los LTreg es mediada a través de la interacciéon de CTLA4 con su
ligando B7*

Convenciones: CMH [ y IT : complejo mayor de histocompatibilidad I Y II; V24 V5 11 receptor de célula NKT; LTreg: linfocito
T regulador; CD1a: molécula implicada en la presentaciéon de antigenos glicolipidicos a las células NK'T; CTLA-4: Antigeno de

linfocitos T citotéxico 4 del inglés Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4.

paratiroidea, la IL-11, el receptor quimiotactico CXCR4
y la osteopontina. EI melanoma metastasico también se-
creta grandes cantidades de I1.-10; esta citocina polariza
las células T hacia Th2, regula la expresién de moléculas
CD1a sobre las células dendriticas, interfiriendo con
su capacidad de presentaciéon de antigenos, e induce la
secrecién dominante de 1L-4 e I1.-13, las que favorecen
el crecimiento de las células tumorales®.

La produccién de acido lactico durante el proceso de
glucélisis de las células de melanoma, participa en los
mecanismos de evasién mediante la modulacién del feno-
tipo de la célula dendritica y la inhibicién de los linfocitos
T citotéxicos. La presencia de enzimas metabdlicas, como
la indolamina dioxigenasa (IDO) y la é6xido nitrico indu-
cible sintetasa, contribuyen a la evasién inmunitaria por
sus efectos sobre la funcién de las células T. Las grandes
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concentraciones de factor de crecimiento endotelial
vascular (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) en
el melanoma, presentan una asociacién negativa con la
diferenciacién de las células dendriticas, impidiendo su
maduracién, debido a la induccién de la expresién de
genes antiapoptésicos®*. Finalmente, si la presentacion
cruzada de los antigenos tumorales a células T CD8+
ocurre por las células dendriticas inmaduras, la respuesta
de los linfocitos T  citotéxicos da origen a un crecimiento
tumoral incontrolado®” (FIGURA 1).

Vacunas de células dendriticas
en melanoma

El objetivo de vacunar con células dendriticas es inducir
una respuesta inmunitaria Th1 y activar los linfocitos T
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citotéxicos para facilitar la eliminacién del tumor. Las
células dendriticas son generadas a partir de monocitos
autélogos extraidos del huésped, y su maduracion n
vitro es inducida utilizando factores como el estimulante
de colonias de granulocitos y monocitos (Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor, GM-CSF), L4,
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-&), IL-6, prosta-
glandina E2 (PGE2), IL-1, o utilizando una combinacién
denominada céctel de maduracién con TNF-, poli-C e
interferén gamma (IFN-7).

Posteriormente, estas células dendriticas son pul-
sadas®® con protefnas®’, lisados de tumor®, péptidos,
cuerpos apoptésicos o necréticos, ARN mensajero,
epitopos especificos (MART-1, MAGE-1, 2 o 3, gp100),
HLA-epitopos sintéticos, o secuencias de ADN o ARN
en vectores virales, componentes microbianos como he-
mocianina, toxoide tetanico, antigeno de superficie para
hepatitis B o amastigotes de leishmania® y, finalmente,
se administran al huésped por diferentes vias, como
intradérmica®, intravenosa, subcuténea, intralinfatica o
intraganglionar.

La naturaleza de la respuesta inmunitaria varfa con la
ruta de la administracién; por ejemplo, las células den-
driticas administradas por via intravenosa se acumulan
en los pulmones y luego se distribuyen a higado, bazo y
medula 6sea. Por via intradérmica o subcutdnea, migran
al ganglio linfético regional®'. La inyeccién intradérmica
o intravenosa induce a la célula T a producir IFN-7 |y
la via intravenosa resulta en una respuesta humoral. La
administracién intraganglionar se considera superior a
la inyeccién periférica®™. Generalmente, como adyuvante
se utiliza la IL-2%, capaz de inducir la proliferacién y la
diferenciacién de los linfocitos T en células efectoras, y
expandir las células T reguladoras CD4+CD25+ in vivo
en pacientes con cancer®**.

Se han reportado mas de 150 investigaciones en cancer,
en las que se utilizan vacunas basadas en células den-
driticas®®®". El melanoma es el tipo de céncer mas estu-
diado®, seguido del céncer de prostata, el cdncer renal,
el cancer de mama, el mieloma multiple, la leucemia, el
cancer colorrectal y los gliomas®***!.

Sobre melanoma se han desarrollado, aproximada-
mente, 40 ensayos clinicos controlados, de vacunas ba-
sados en células dendriticas en pacientes con melanoma
metastdsico™, 626 pacientes en total, sélo 1 en fase III;
ninguno ha reportado efectos secundarios ni toxicidad,
hasta el momento, con una tasa objetiva de respuesta de
5% a 10%. La mayor dificultad al analizar estos estudios
es que no son comparables, dado que los antigenos uti-
lizados y la técnica de cultivo de las células no son los
mismos en todos los estudios™***.

A pesar de lograrse la activacién de las células T con
células dendriticas maduras y antigenos tumorales espe-
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cificos, la respuesta es usualmente transitoria y rara vez
produce regresién de las metéstasis tumorales o estabili-
zaci6n del tumor™. La falta de éxito de esta terapia no sélo
depende de la vacuna®, los tumores tienen la habilidad de
liberar citocinas que inhiben la funcién de los linfocitos T
efectores (IL-10, VEGF'), inducen la formacién de linfo-
citos Treg y disminuyen la expresién del MHC I*7.

Se estan desarrollando diferentes estrategias para con-
trolar estas variables antes descritas, utilizando citocinas
estimuladoras o bloqueando sefales inhibitorias, como
el CTL4*, o mejorando los métodos de maduraciéon
utilizando células autélogas de melanoma™ e, incluso,
inmunoglobulinas™.

Conclusiones

Las células dendriticas son una poblacién celular
heterogénea fundamental en el desarrollo y el man-
tenimiento de la inmunidad adquirida. Las investiga-
ciones adelantadas en los tltimos 40 afios han hecho
posible el entendimiento de su naturaleza y funcién,
lo que ha permitido el desarrollo de vacunas basadas
en células dendriticas para diferentes enfermedades,
como el melanoma. Las investigaciones en este campo
son continuas y prometedoras®, y su uso se propone
como terapia asoclada a la quimioterapia para esta letal
enfermedad; de ser satisfactorio, se convertird en una
herramienta terapéutica para el dermatélogo.
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