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Articulo de Revision

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

INMUNOTERAPIA EN MELANOMA: VACUNAS DE
CELULAS DENDRITICAS

Ivan Lozada-Requena'?2, César Nufez?®, José Luis Aguilar'e

RESUMEN

La presente es una revision narrativa que muestra la informacién accesible a la comunidad cientifica sobre melanoma
e inmunoterapia. Las células dendriticas tienen la capacidad de participar en la inmunidad innata y adaptativa, pero no
son ajenas a la evasion inmune de los tumores. Conocer su biologia y rol ha llevado a generar in vitro varios prospectos
de vacunas celulares autélogas contra diversos tipos de cancer en humanos y modelos animales; sin embargo, en vista
de la poca eficiencia que han mostrado, se deben implementar estrategias para potenciar su capacidad natural ya sea a
través de la coexpresion de moléculas clave para activar o reactivar al sistema inmune, en combinacioén con biosimilares o
drogas quimioterapedticas y no se debe descartar la accion de productos naturales como alternativa inmunoestimulante o
adyuvante. Todos los tipos de inmunoterapia deberian medir el impacto de las células supresoras de origen mieloide, las
que pueden atacar al sistema inmune y ayudar a la progresién tumoral, respectivamente. Esto puede reducir la actividad de
las vacunas celulares y/o sus combinaciones pudiendo ser la diferencia entre el éxito o no de la inmunoterapia. Aunque en
melanoma existen biosimilares aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) no todos tienen el éxito esperado por
lo que es necesario evaluar otras estrategias que incluyan vacunas celulares cargadas con péptidos antigénicos tumorales
expresados exclusivamente o antigenos provenientes de extractos tumorales y sus respectivos adyuvantes.

Palabras clave: Células dendriticas; Melanoma; Vacunas; Una de Gato (fuente: DeCS BIREME).

MELANOMA IMMUNOTHERAPY: DENDRITIC CELL VACCINES

ABSTRACT

This is a narrative review that shows accessible information to the scientific community about melanoma and immunotherapy.
Dendritic cells have the ability to participate in innate and adaptive immunity, but are not unfamiliar to the immune evasion of
tumors. Knowing the biology and role has led to generate in vitro several prospects of autologous cell vaccines against diverse
types of cancer in humans and animal models. However, given the low efficiency they have shown, we must implement
strategies to enhance their natural capacity either through the coexpression of key molecules to activate or reactivate the
immune system, in combination with biosimilars or chemotherapeutic drugs. The action of natural products as alternative
or adjuvant immunostimulant should not be ruled out. All types of immunotherapy should measure the impact of myeloid
suppressor cells, which can attack the immune system and help tumor progression, respectively. This can reduce the activity
of cellular vaccines and/or their combinations, that could be the difference between success or not of the immunotherapy.
Although for melanoma there exist biosimilars approved by the Food and Drug Administration (FDA), not all have the expected
success. Therefore it is necessary to evaluate other strategies including cellular vaccines loaded with tumor antigenic peptides
expressed exclusively or antigens from tumor extracts and their respective adjuvants.

Key words: Dendritic cells; Melanoma; Vaccines; Cat’s claw (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Las células dendriticas (DC) fueron descubiertas por
Steiman y Cohn en 1973 y deben su nombre a que
pueden asumir una variedad de formas ramificadas y
constantemente se extienden y retraen (2 (Figura 1).
Las DC se derivan de la célula madre pluripotente o

Stem Cell localizada en la médula 6sea, esta célula da
lugar a una célula precursora mieloide que dara origen a
las DC que llegan a los tejidos en estadio aun inmaduro,
para luego llegar a los 6rganos linfoides periféricos
como DC maduras, siempre y cuando sean estimuladas.
Asimismo, se ha dado a conocer una via mas a través
de un precursor linfoide que generaria una DC inmadura
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Figura 1. Diferenciacion de células dendriticas. Se aislaron
células progenitoras (1x10° células/pozo) de la médula 6sea de
ratones C57/BL6, se cultivaron en medio RPMI-1640 completo
suplementado con GM-CSF (40 ng/mL) durante 7 dias. Las DC
diferenciadas muestran un citoplasma irregular a manera de
prolongaciones ramificadas. GM-CSF (Granulocyte-Monocyte
Colonial Stimulate Factor); DC (células dendriticas). Foto:
microscopio de luz invertida, 40x, Laboratorio de Inmunologia
#108, UPCH.

que se encuentra en sangre y que en su estadio maduro
llega a los érganos linfoides periféricos ©-5).

En el estadio inmaduro las DC se destacan por su alta
capacidad para la captura de antigenos, a través de
endocitosis o fagocitosis, y su procesamiento usando las
viasendogenas oexogenasdel MHC [ oll, respectivamente,
que seguira con la presentacion antigeno-especifica a los
linfocitos T (LT), evento que las DC realizan paralelamente
mientras llegan a su estadio maduro, por tal razon, se
les ha denominado células presentadoras de antigeno
profesionales (CPA), con mayor capacidad de captura,
procesamiento y presentacion de péptidos antigenicos,
incluso que los macrofagos y los linfocitos B 6.7

Las DC también producen varias citoquinas vy
quimioquinas, tales como IL-12, IFN-y, CCL5 vy
CCL21, las que tienen una variedad de funciones
inmunorreguladoras, donde destaca la estimulacion de
los LT. Ademas, las DC son importantes en la regulacion
de la inmunidad innata y en el mantenimiento de la
tolerancia central a LT &™),

CELULAS DENDRITICAS VERSUS
CANCER

La inmunovigilancia es un concepto que ha sido el
punto de partida de muchas discusiones en relacion
a la inmunologia de los tumores, pero que parece no
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ser suficiente para entender la respuesta antitumoral,
ante esto, aparecen nuevos conceptos para explicar
la complejidad y multidimensionalidad de la respuesta
inmune a los tumores. La inmunoedicién explica
que existen tres fases en la evolucién de un tumor
con respecto al sistema inmune: la primera es la
eliminacién, en la que el sistema inmune es capaz de
detectar y eliminar al tumor; la segunda se denomina
equilibrio, en la que las células tumorales mantienen
un equilibrio dinamico con el sistema inmune, pero
que empieza a generar nuevas variantes del tumor vy,
finalmente, la fase de escape, cuando esas variantes
tumorales crecen indiscriminadamente hasta generar
un tumor clinicamente detectable (>-'%. Un potencial
mecanismo del que los tumores escapan es la
presentacion de antigenos tumorales por las CPA.
Estudios in vitro demostraron que el sobrenadante de
cultivo de lineas celulares cancerigenas contenia VEGF
(factor de crecimiento endotelio vascular) que inhibia
la maduraciéon de DC y que mas bien incrementaba la
proliferacion de sus precursores CD34* (16-18),

Estudios in vivo también han demostrado en pacientes
con cancer de mama que la subpoblacién de DC
mieloides (DCm) estaba marcadamente disminuida
y, ademas, producian una reducida cantidad de IL-
12; sin embargo, estas alteraciones fueron revertidas
por la reseccion quiydel tumor. En este caso, el factor
soluble liberado por el tumor, que tuvo una correlacién
inversa con la cantidad de DCm, fue espermina, la que
mostraba niveles séricos elevados (®. Estudios in vitro
utilizando el sobredanante de cultivo de lineas celulares
cancerigenas y enfrentado a DC aisladas a partir de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
también demostraron deficiencias en la maduracion,
pobre capacidad coestimuladora y de produccion de IL-
12 llevando a las DC a la muerte por apoptosis (9.

De tal manera que con evidencias como las anteriores
resulta interesante la estrategia de la generacion de
una vacuna de DC producida in vitro y reinoculada al
mismo sujeto para evitar los mecanismos de escape
inmune que muestran los tumores y que burlan la
inmunovigilancia (1320,

INMUNOTERAPIA CONTRA EL
CANCER

Con base en el conocimiento del funcionamiento y rol
de las DC, en especial en la defensa contra células
malignas, se han generado varios prospectos de
vacunas celulares, principalmente en modelos murinos
y menos en humanos, cuya finalidad es introducir
antigenos tumorales ex vivo a las DC, mayormente
obtenidas a partir de sangre periférica 0 médula dsea.



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2015; 32(3):555-64.

Inmunoterapia en melanoma

Linfocitos ThO Linfocitos Th1

Q ——

d"\?

@

»

¢ MDSC

Citoquinas Th1 Q

Linfocitos T CD4+ y CD8+

"Q

Linfocitos NKT

e

Linfocites MK

Linfocitos Treg

ve

Figura 2. Vacuna de células dendriticas. Las DC autélogas cargadas in vitro con antigenos provenientes del tumor e inoculadas al
mismo sujeto del cual se obtuvieron induciran una respuesta Th1 caracterizada por la produccién de citoquinas Th1 (Por ej. IFN-g
y IL-2) que estimularan a poblaciones inmunocompetentes. Se espera que este tipo de inmunoterapia no incremente el numero
de LTreg y MDSC/TAM. DC (células dendriticas); IFN-y (interferon tipo gamma); LTreg (Linfocitos T reguladores); MDSC (células
supresoras de origen mieloide). TAM (macréfagos infiltrantes de tumores)

Posteriormente, la estrategia ha sido inocular al mismo
sujeto del cual se obtuvieron las DC con la vacuna
celular esperando que se pueda estimular a los LT y
otras células inmunocompetentes antitumorales ¢2'.22)
(Figura 2). Existen variantes de las vacunas de DC, como
por ejemplo, la presentacion cruzada (MHC-1 y Il) de DC
cargadas con antigenos provenientes del lisado tumoral
y del ARN mensajero del tumor @, la cotransduccién de
estas DC con genes de antigenos tumorales o citoquinas
como la IL-12 ?+26 o0 ARN mensajero derivado del tumor
completo ?72®, generacion de hibridomas por fusion
entre células leucémicas y DC ?%%0) y |a pulsacion o
carga de las DC con péptidos antigénicos 23" o lisados
del tumor maligno 229, o tejidos premalignos @V, células
apoptéticas y necréticas o antigenos revestidos con
anticuerpos para que las DC puedan reconocerlas via
sus receptores Fc ©2),

Aunque las vacunas de ADN son mas estables que las
de ARN, las primeras tienen la desventaja que podrian
generar la inactivacion de otros genes celulares,
oncogénesis y la prolongada expresién de antigenos
tumorales @7*3. También se han intentado tratamientos
combinados de quimioterapia (Paclitaxel, una droga que
bloquea el ciclo celular) a dosis bajas, y la inyeccién
intratumoral de DC, lograndose en modelos murinos

de fibrosarcoma la regresion del tumor. Sin embargo, el
hecho de no generar DC inmaduras in vitro puede ser
la causa de bajos niveles de proteccion ya que como
células inmaduras las DC tienen una alta capacidad
de ingesta de antigenos ©4. Otras inmunoterapias
combinadas utilizan vacunas de DC y anticuerpos
contra moléculas agonistas como 4-1BB, importante
para la activacién de LT; sin embargo, se debe tener
cuidado con las dosis del anticuerpo, porque pueden
ser inmunosupresoras . También se ha ensayado el
bloqueo de moléculas inhibidoras de los LT con el uso
combinado de anticuerpos anti-CTLA-4 y anti-PD-1
en pacientes con melanoma avanzado o metastasico
lograndose respuestas exitosas ©°).

Se han disefiado varios ensayos clinicos para evaluar
la seguridad y eficacia de las vacunas celulares con
DC y se estima que hay muchas vacunas celulares
en estudio ?7%); sin embargo, a la fecha, la respuesta
obtenida no ha sido muy satisfactoria. La Unica vacuna
celular autdloga (Sipuleucel-T) que ha sido aprobada
por la FDA de los Estados Unidos muestra una
sobrevida de 4,3 meses. Esta vacuna es elaborada a
partir de PBMC de pacientes con cancer de prostata,
las que fueron tratadas con una proteina recombinante
de fusion humana (PAP-GM-CSF, fosfatasa acida
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prostatica unida a factor estimulante de colonias
de granulocitos-macréfagos) antes de la reinfusion.
En este caso, se debe tener en cuenta que no solo
estan inlcuidas las DC como APC sino que también se
encuentran linfocitos B (LB), LT (CD4 y CD8) y Natural
Killer (NK) por lo que se podria generar una respuesta
antitumoral policlonal ©®. Esta misma vacuna celular,
en combinacién con drogas anticancerigenas como
abiraterona y/o prednisona, se encuentra en estudios de
fase Il, pero sin cambios significativos respecto al uso
individual de la vacuna celular ®. Otras estrategias de
sinergia aplicadas en pacientes con cancer de pulmon
que resistieron una primera linea de quimioterapia con
platino y una segunda con paclitaxel o carboplatino y que
fueron vacunados con DC cargadas también han sido
evaluadas sin resultados demasiado alentadores “.

Apesar de estas estrategias la efectividad terapeutica de
lasvacunasde DC nohasidosatisfactoria, probablemente
porque muchas de las condiciones fisiologicas a las
que estan sometidas no son reproducidas in vitro. Por
ejemplo, es importante el estado de madurez de las DC,
ya que en el estadio inmaduro tienen una alta capacidad
de captura y procesamiento de antigenos, mientras
que una vez maduras cambian esta capacidad por otra
caracterizada por un alto grado de activacion orientado
a la presentacién de antigenos a los LT “'42, Cuando se
disefia una vacuna de DC se debe conocer a profundidad
la inmunobiologia de las DC para imitar artificialmente
el proceso fisiolégico natural de estas células, porque,
paradojicamente, su uso en el tratamiento del cancer
también podria ser responsable de la induccion de
enfermedades autoinmunes y mediadas por patégenos,
reacciones alérgicas, rechazo de injertos y fallas del
sistema inmune “¥, Por este motivo, algunos protocolos
intentan utilizar DC maduras “jovenes™ generadas en
3 dias de cultivo que DC maduras “viejas™ utilizadas
después de 7 dias de cultivo; esto permitiria mejorar la
primera sefal de presentacion de antigeno, la segunda
sefial coestimuladora y la tercera sefial de produccion
de citoquinas inductoras de una respuesta antitumoral
Th1/Tc1 @4,

Van Gundy ZC et al., recientemente, han demostrado
que el cancer de mama metastasico incrementa su
progresion debido a la existencia de células supresoras
de origen mieloide [myeloid derived suppressor cells
(MDSC)] “9. Estas MDSC (CD11b*Gr-1*MHC-I*"MHC-
II), presentes en humanos y en ratones, inicialmente
fueron conocidas como células mieloides inmaduras
(iMC) . Son un grupo complejo de células conformado
por células mieloides maduras (granulocitos, monocitos/
macréfagos y DC) y precursores mielomonociticos
inmaduros; las MSDC tienen relacion con los TAM
(macrofagos infiltrantes de tumores) pudiéndose
diferenciar en ellos; su migracién al microambiente
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tumoral se produce debido a citoquinas, quimioquinas,
factores de crecimiento y compuestos biolégicamente
activos 849, Una de sus funciones es participar en la
neoangiogénesis y en el sostenimiento del crecimiento
tumoral, alterando la funcion de células inmunes, como
se demostré experimentalmente cuando se inyectaron
células tumorales subcutaneamente en la almohadilla
mamaria de ratones, observandose un incremento en la
cantidad de MDSC y una disminucion de la proliferacion
celular. Especificamente, su actividad inmunosupresora
se daatravés del metabolismo de la L-argininay la accion
de las enzimas iNOS (oxido nitritico sintetasa inducible)
y NOS2 que producen NO y Arginasa 1. La presencia
de arginasa disminuye la expresién de CD3 importante
para la sefializacion de LT y lo detiene en la fase celular
Go-G1; el NO altera las vias de activacion del LT por
el receptor de IL-2 (IL-2R) y la presencia de L-arginina
en el microambiente tumoral puede generar especies
reactivas del oxigeno (ROS) como el superdxido (O-,)
que al interactuar con NO generan a su vez especies
reactivas del nitrégeno (RNS) como los peroxinitritos
que pueden alterar la sefializacién intracelular e inducir
apoptosis de LT (16454849)  Particularmente las MSDC
afectan a la subpoblacion de LT CD8* mas no a los LT
CD4+ @8),

Por tanto, las actuales inmunoterapias deberian
considerar la eliminaciéon o medicion del efecto de las
MDSC como una estrategia de mejora “". Existen drogas
que fuerzan la diferenciacién, inhiben la maduracion,
reducen la acumulacion en érganos periféricos y afectan
las funciones de MDSC; una de las mas eficientes es
ATRA (All trans-Retinoic Acid), un derivado de la vitamina
A, que junto con el factor estimulante de colonias de
granulocito-macréfago  (GM-CSF) logran diferenciar
las MDSC de ratones portadores de tumor hacia DCm;
ATRA no reduce el tumor sino favorece la defensa
inmune dirigida por DC, macréfagos y granulocitos “9,

Dentro de las inmunoterapias mas conocidas para
melanoma se encuentran el interferon-a2f (IFN-
a2B) (Intron A; Schering Corporation, Kenilworth, NJ)
y la interleuquina-2 (IL-2) (Aldesleukin, Proleukin;
Novartis Vaccines and Diagnostics Inc, Emeryville, CA)
aprobadas por la FDA en 1995 y 1998, respectivamente.
Los interferones tipo | (IFN-a) son citoquinas altamente
pleiotrépicas con propiedades inmunorreguladoras,
antiproliferativas, inductoras de diferenciacion,
apoptéticas y antiangiogénicas en multiples canceres;
mientras que IL-2 tiene un rol importante en la regulacion
immune y proliferacion de linfocitos T. Dosis altas de
IL-2 intravenosa demostraron efectos antitumorales en
ocho ensayos clinicos realizados entre 1985 y 1993 en
270 pacientes con melanoma metastasico avanzado.
Aun asi, en el tratamiento con IFN existen problemas
de tolerabilidad como sintomas parecidos a la gripe,
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anorexia, fatiga y depresion, mientras que en el caso de
IL-2 se han identificado problemas de autoinmunidad y
disfuncion tiroidea que no han sido del todo esclarecidos;
aun asi, se concluye que la autoinmunidad es un signo
de la ruptura de la tolerancia tumoral y se asocia con
una mayor supervivencia '?, aunque algunos discuten la
aparicion de enfermedades como el vitiligo en pacientes
tratados con vacunas de DC cargadas con antigenos de
melanoma ©0),

En melanoma también se han aprovechado los
mecanismos naturales para frenar la activacion
exagerada de los LT, en una respuesta immune
convencional, a favor de generar una respuesta
antitumoral masiva, tal es el caso de la molécula CTLA-
4 (Cytotoxic T Lymphocyte-associated Antigen 4) que al
ser bloqueada por anticuerpos monoclonales se evita
que se una a las moléculas coestimuladoras B7; no
se enviaran sefales negativas a los LT y estos podran
proliferar y activarse para participar en la respuesta
antitumoral. El Tremelimumab (CP-675,206; Pfizer Inc)
y el Ipilimumab (MDX-010; Medarex Inc/Bristol-Myers
Squibb) son dos anticuerpos totalmente humanizados
anti-CTLA-4 para el tratamiento de melanoma. En
ambos casos se evaluaron en ensayos clinicos distintas
dosis y tiempos de tratamiento, obteniéndose en el caso
de Tremelimumab que de 29 y 89 pacientes con distintos
esquemas, solo 2 y 3 pacientes, respectivamente,
tuvieron respuesta completa; mientras que en el caso
de Ipilimumab, de 36 y 56 pacientes también con
distintos esquemas de tratamiento solo 3 y 2 pacientes,
respectivamente, tuvieron respuesta completa y, en
ambos casos, se encontraron efectos adversos como
diarrea, dermatitis, prurito, fatiga, colitis e hipofisitis (2.
En el caso de el tratamiento de melanomas humanos,
recientemente la FDA aprobo el uso de Keytruda®
(pembrolizumab) (Merck, USA) solo con un estudio en
fase I. Keytruda®un anticuerpo monoclonal humanizado
contra PD-1 (programmed death receptor - 1), la
molécula inhibidora de la activacion de los LT regulada
por el melanoma, ha demostrado un reduccion en
el 24% de pacientes incluidos en el estudio y con un
efecto que puede durar entre 1,5 a 8,5 meses ¢". El
uso de agonistas de TLR-9 también ha sido evaluado
en el melanoma, en este caso los agonistas simulan
la capacidad de TLR-9 de reconocer una secuencia
no metilada de citocina-guanina (CpG) para inducir la
maduracion y mejorar la presentacion de antigenos por
las DC. Elagonista evaluado es PF-3512676 0 CPG7909,
se administré a 20 pacientes con melanoma en estadios
IIB/IC y IV y se obtuvieron respuestas parciales solo
en dos pacientes, y alcanzaron respuestas estables
tres pacientes a quienes se les encontrd regresion
metastasica y leves efectos adversos de sintomas
similares a la gripe (2. El Canvaxin (Cancer Vax Corp) es
una vacuna celular de melanoma que expresa cerca de

veinte antigenos tumorales que ha demostrado menos
de 5% de sobrevivencia de pacientes con melanoma en
estadios Il y IV generando, posiblemente, problemas de
inmunosupresion de relevancia clinica.

La clonacion de anigenos asociados a melanoma o
antigenos de linea germinal cancerigena de melanoma
(por ej. MAGE-1,-3 entre otros) han generado la
elaboracion de vacunas péptidicas o proteicas, y
muchos han sido evaluados en estudios clinicos de fase
Il como vacunas péptidicas, multiepitopicas o proteicas.
Las vacunas péptidicas asociadas con adjuvante
incompleto de Freund han sido poco inmunogénicas
y no produjeron una respuesta inmune robusta ¢”. Es
posible que esta baja inmunogenicidad esté asociada a
la rapida digestion proteolitica de los péptidos y, en los
casos en que se estimuld a los LT citotéxicos, estos no
eran funcionalmente eficientes . En estudios aleatorios
de fase lll, comparados con quimioterapia, las vacunas
celulares Allovectin-7 (Vical Inc, San Diego, CA),
Canvaxin y Melacine (Corixa Corp, Seattle, WA) fallaron
en mejorar la respuesta inmune y la sobrevivencia de
los pacientes (. Debido a estas experiencias previas se
recomienda, ademas de la rigurosidad en la definicion
de los antigenos péptidicos, la incorporacién del
laboratorio como parte de la evaluacion de la respuesta
al tratamiento, lo que permitira que mediante técnicas
como ELISPOT y citometria de flujo, se pueda detectar
la frecuencia de células efectoras especificas a tumores
funcionales con una sensibilidad adecuada que permita
el analisis en los ensayos de vacunas (2. Nestlé et al.,
evaluaron en 16 pacientes con melanoma metastasico,
vacunas de DC cargadas con HLA-A2/tirosinasa, gp100,
péptidos de melan-A, péptidos MAGE-A1/MAGEA-3
asociados a HLA-A1 vy lisados tumorales. Las DC se
inyectaron mensualmente hasta un maximo de diez
inyecciones. Se encontraron respuestas objetivas en
5 de 16 pacientes y respuestas completas solo en dos
pacientes; sin embargo, once pacientes desarrollaron
hipersensibilidad de tipo retardado. También se han
vacunado pacientes con el haplotipo HLA-A1 y con
melanoma metastasico que expresaban MAGE-A3 con
cinco vacunas de DC cargadas con péptidos MAGE-A3
encontrandose considerables cantidades de linfocitos
T citotoxicos (LTC) especificos para este péptido en
ocho de once pacientes; sin embargo, se observaron
regresiones de metastasis en seis de once pacientes 7).

Desde el punto de vista clinico, la respuesta inmune
celular contra el melanoma tiene el mayor potencial
prondstico y significancia predictiva. Los infiltrados
de LT en el melanoma primario son prondstico de la
evolucién de la enfermedad; sin embargo, uno de los
mecanismos mas importantes del escape inmune en
melanoma es la "desregulacién” de los componentes
de la maquinaria de presentacion de antigenos, sobre
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todo en la via del MHC | como la 32 microglobulina,
TAP-1/TAP-2 y péptidos transportadores. Asimismo, los
tumores no solo liberan citoquinas inmunosupresoras,
sino también son capaces de inducir en las células
inmunes que los rodean, la liberaciéon de estas
citoquinas inmunosupresoras como la IL-10 y el
TGF-B; mientras que la IL-10 inhibe la presentacion
de antigenos y la proliferacion de LT especificos, el
TGF-B inhibe la activacién y proliferacion celular 6259,
Por tanto, la “desregulacion” causada por factores
inmunosupresores también es una condicién que
considerar en el desarrollo de nuevas inmunoterapias
contra melanoma @7,

DIFERENCIACION IN VITRO DE
CELULAS DENDRITICAS

Existen muchos protocolos que permiten obtener DC a
partir de progenitores provenientes de distintas fuentes
como médula 6sea, sangre de cordon, sangre periférica
y bazo de ratones. En 1992 se describié por primera
vez el primer protocolo para expandir precursores
hematopoyéticos derivados de médula 6sea, utilizando
GM-CSF en ratas, luego en ratones y finalmente
en humanos ®¥. Siendo la fuente de tejido celular el
criterio mas importante que tener en cuenta para la
generacion de DC, la médula 6sea y el bazo en ratones
y los monocitos de sangre periférica en humanos son
las fuentes de tejido preferidas; sin embargo, como
existen precursores hematopoyéticos CD34* en otros
tejidos, estos también podrian usarse ('"). Los factores
de crecimiento son esenciales para el desarrollo y
diferenciacion de las DC, por lo que, convencionalmente,
se utiliza GM-CSF o IL-3, aunque se debe considerar
que se pueden cogenerar neutréfilos (GM-CSF) y
mastocitos (IL-3), mientras que cuando se utiliza FIt3-L
se puede generar una mezcla de DC convencionales
y DC plasmacitoides (DCp). Otro criterio es la dosis
de GM-CSF ya que se pueden obtener DC maduras a
dosis mayores a 200 U/mL, mientras que dosis bajas
conducen a DC inmaduras tolerogénicas y resistentes
a la maduracion (', La mayoria de protocolos, ademas,
acompanfan los cultivos con cofactores como IL-4, que
en ratones y humanos permite la maduraciéon de DC
cuando hay una disminucién de GM-CSF, debido a que
este factor tiene una corta vida media en los cultivos
(759, TNF-a (factor de necrosis tumoral tipo alfa) que
en ratones y humanos genera células de Langerhans
epidermales y otras muy parecidas a DC derivadas
de monocitos y células dermales ®®, o IL-7 que en
humanos comparte con IL-4 una unidad comun del
receptor gamma y la via de sefalizaciéon de la Jak-3
kinasa, por lo que es importante en la mielopoyesis
temprana ©%. También es posible combinar GM-CSF
con CD40L/gp39 o ligando de c-kit 4.

560 |

EFECTOS INMUNOMODULADORES
DE PLANTAS MEDICINALES SOBRE
CELULAS DENDRITICAS

Es sabido que las plantas medicinales tienen
propiedades antitumorales, muchas de las cuales
han sido demostradas cientificamente y van desde
actividades enzimaticas, antiangiogénicas, reparadoras
del ADN hasta inhibidoras del crecimiento tumoral y
recobradoras de poblaciones neutrofilicas después de
una quimioterapia, por lo que no es de extrafiar que
algunasdeestasplantashayansidoevaluadas de manera
especifica con las DC 762 A pesar de las multiples
estrategias en el uso de DC como vacunas celulares
contra tumores, muchas de ellas han mostrado fallas en
la presentacion de antigenos y la induccion de anergia
a LT. Los estudios que han evaluado las propiedades
inmunomoduladoras de las plantas medicinales sobre
DC demuestran que tienen efectos inhibidores de la
maduracion de las DC, como el caso de curcumina, un
extracto de Curcuma longa, que a través de la inhibicion
de la via NF«B dirige la diferenciacion de DC a células
tolerogénicas, esta propiedad podria ser evaluada si
se considera que para cargar con un antigeno a una
DC esta lo hara de manera eficiente, si se encuentra
en un estadio inmaduro ®®. Fukui et al., evaluaron 99
plantas de la medicina tradicional China; los ensayos de
citotoxicidad realizados sobre una linea celular de DC
(XS106) demostraron que a 10 ug/mL ninguno de los
extractos era citotdxico, sin embargo, solo el extracto
de Amomi semen (una semilla de Amomun xanthioides,
Zingiberaceae) demostré incrementar la expresion de
MHC Il, CD80, CD86 y la producion de IL-12 p70 no
solo en DC (XS106), sino también en DC generadas a
partir de médula ésea de ratones; adicionalmente, estas
células demostraron un incremento en la produccién de
IFN-y por LT cuando se realizaron cocultivos. Finalmente,
en un modelo animal tumoral las DC tratadas con
Amomi semen produjeron un 60% de sobrevivencia de
los ratones ©9. Nuestro grupo, utilizando un extracto
hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa (ufa de gato),
conocido por poseer propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y antitumorales 8885 demostré que,
ademas, tenia un efecto inmunomodulador sobre las
DCm provenientes de PBMC de pacientes con artritis
reumatoide, disminuyendo la expresion de CD11c,
pero incrementado la expresion de HLA-DR y CD86
de manera dosis-dependiente ©®); similares resultados
encontramos con DCm provenientes de PBMC de
sujetos sanos, donde el extracto de ufia de gato
disminuia la expresién de CD11c¢, pero no modificaba la
expresion de HLA-DR y CD86 ©7,

El acido uncarinico (URC) es un triterpeno aislado
de Uncaria rhynchophylla con diversas actividades
bioldgicas, una de ellas es el mejoramiento de la
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expresion de moleculas de maduracion (HLA-DR) y
activacion (CD80, CD83, CD86, CD40, CD54) de DC
humanas tratadas con este compuesto. El URC a 0,1uM
incremento significativamente la produccién de IL-12p70
a través del receptor TLR4 (Toll-like Receptor 4) y de
la translocacion del NFkB al nucleo, cuando estas DC
fueron enfrentadas a LT incrementaron la produccion de
IFN-y ejerciendo un direccionamiento Th1. Por otro lado,
también se mejor¢ la actividad de los LT CD8* cuando
estos se enfrentaron a lineas celulares tumorales,
induciendo en estas Ultimas la muerte por apoptosis 9.
Un extracto hidroalcohdlico de Uncaria rhynchophylla,
rico en acido uncarinico C y D (0,01-0,1'mM), mejoro la
expresion de CD1a, CD80, CD83, CD86 y HLA-DR en
DC de origen humano ©°79),

Dadas las evidencias anteriores sobre algunos productos
naturales es valida la idea de ensayarlos con DC que
vayan a ser utilizadas como vacunas celulares, en vista
de que podrian mejorar su capacidad de presentacion
de antigenos y de inducién de respuestas antitumorales.

CONCLUSIONES

A pesar de que los avances en melanoma han llegado
a encontrar potenciales genes blanco terapeuticos
para su uso en vacunas celulares 7", se debe tener
en cuenta que la biologia de los tumores puede ser
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