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RESUMEN

La inmunoterapia contra el cancer busca obtener un beneficio terapéutico a través de la

movilizacién del sistema immune. Puede hacerse de forma activa, mediante vacunacién.
Las células dendriticas (CD) ejercen un papel central en la respuesta inmune. El tipo de
respuesta inmune generada depende de la regulacién ejercida por las CD. La generacién
de CD ex vivo y la carga de las mismas con antigeno ha permitido utilizarlas con éxito en
la vacunacién para mejorar la inmunidad de pacientes con cancer e infeccién crénica por
HIV, dando asi la prueba preliminar de la validez de las vacunas con CD. Nueve prepara-
dos para vacunacién antitumoral en pacientes han alcanzado los estudios fase III. De ellos,
Unicamente el sipuleucel-T, para tratamiento del carcinoma de préstata diseminado inde-
pendiente de andrégenos que utiliza CD, ha recibido la aprobacién preliminar de la Food

and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos.
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DENDRITIC CELLS II: Clinical use for antitumor vaccination

ABSTRACT

Cancer immunotherapy seeks to mobilize the patient’s immune system for therapeutic
benefit. It can be active, as in vaccination. Dendritic cells play a central role in immune
response. The type of immune response obtained depends on the regulation by the DC. Ex
vivo generated and antigen-loaded DC have been used as vaccines to improve immunity in
patients with cancer and chronic HIV infection, thus providing a “proof-of-principle” that DC
vaccines can work. Nine preparations for antitumoral vaccination in patients have achieved
phase Il studies. Between them, only sipuleucel-T, for the treatment of metastatic hormone
refractory prostate cancer, using DC, has received a preliminary approval of the FDA of the

United States.
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Introduccién

La inmunoterapia contra el cdncer busca obtener un beneficio
terapéutico a través de la movilizacién del sistema immune.
Puede ser pasiva mediante la transferencia al paciente de célu-
las citotéxicas activadas como los tumor infiltrating lymphocytes
(TIL) o las lymphokine-activated killer (LAK) o de anticuerpos, o
activa mediante vacunacién?.

Desde las observaciones de Cohn y Steinman y Steinman
et al, se conoce el papel central de las células dendriticas
(CD) en la respuesta inmune?3. Las CD maduras presen-
tan una morfologia caracteristica, definida por la presencia
de numerosos procesos membranosos que pueden tomar la
forma de dendritas, pseudépodos o velos. Contienen altas
concentraciones de estructuras intracelulares relacionadas
con el procesamiento de antigenos, como endosomas, liso-
somas o los granulos de Birbeck de las células de Langerhans
de la epidermis. Estan presentes en tejidos y 6rganos linfoi-
des y no linfoides, asi como circulantes en linfa aferente y
sangre periférica. Reciben diferentes nombres segin la ubi-
cacién, pero guardan caracteristicas y funciones similares
entre si.

Los diferentes tipos de CD y sus correspondientes aspectos
morfoldgicos y funcionales bésicos se han descrito amplia-
mente en la primera parte de esta revision.

Algunas observaciones sugieren que las CD pueden
eliminar directamente células tumorales*. Por otro lado, cons-
tituyen las células presentadoras de antigenos mads potentes
que se conocen, superando a los macréfagos o los linfocitos B.
Pueden activar linfocitos T citotéxicos o inducir la estimula-
cién de linfocitos T reguladores, dependiendo asi el tipo de
respuesta inmune generada del control de las CD. Ademaés
de su papel central en la activacién de los linfocitos T, las
CD interactian directamente con células NK, células NKT y
linfocitos B.

A pesar de que la aparicién clinica del céncer se
asocia habitualmente con condiciones del medio que difi-
cultan la activacién de CD, hay estudios que sugieren que
pacientes con cantidades elevadas de CD en su tumor
viven mas que los que tienen cantidades escasas de las
mismas °.

Las estrategias necesarias en inmunoterapia han de limi-
tar la generacién o la funcién supresora de los linfocitos T
reguladores, evitando la aparicién de tolerancia, y favorecer
el desarrollo de CD4+ helper y T citotéxicos?, promoviendo la
reactividad inmune antitumoral.

La capacidad de las CD para generar respuestas antitu-
morales in vivo ha sido documentada en modelos animales
y en estudios clinicos humanos!. Ademds en los tultimos
anos, diferentes trabajos han establecido una clara rela-
cién entre la efectividad de la radioterapia o determinados
citostaticos y su capacidad para desencadenar respuestas
antitumorales mediadas por el sistema inmune del paciente
e inducidas a través de sus CD>®. Se han estudiado y defi-
nido algunos de los mecanismos moleculares instaurados en
el proceso de dano celular, criticos para la adecuada acti-
vacién de la respuesta, como la exposicién de calreticulina,
heat shock protein 90 (HSP90), o high-mobility group box 1 protein
(HMGB1)°.

Obtencidn y preparacion de las CD

La mayoria de los estudios referidos en la literatura especiali-
zada implican el aislamiento de CD o sus precursores, seguido
de la carga con antigenos tumorales y la posterior infusién de
estas CD portadoras de antigenos.

En humanos se intenté inicialmente la obtencién de pre-
cursores de CD de sangre periférica mediante centrifugacién
en gradiente de densidad, método poco 1til por la baja fre-
cuencia de los mismos (constituyen menos del 2% de las
células mononucleares circulantes).

Laintroduccién de la técnica de aféresis ha permitido mejo-
rar notablemente el rendimiento del proceso, al obtenerse
cifras elevadas de precursores que pueden ser manipula-
dos y expandidos ex vivo. Si los precursores obtenidos son
monocitos se seleccionan por inmunoseleccién, elutriacién
o adherencia, diferencidandose posteriormente en presencia
de factor estimulador de colonias de linfocitos y macréfagos
(GM-CSF) e interleuquina 4 (IL4).

Para la obtencién de células CD34+, otra fuente de precur-
sores, puede utilizarse la médula ésea o sangre de cordén
umbilical. También pueden obtenerse mediante aféresis. En
este caso cabe efectuar previamente una movilizacién de las
mismas desde la médula 6sea hacia sangre circulante con
citoquinas como el factor estimulador de colonias de granu-
locitos (G-CSF) para aumentar el rendimiento de la aféresis.
Finalmente se cultivan con GM-CSF, factor de necrosis tumo-
ral (TNF), IL 6, IL 1b y prostaglandina E2 independientemente
del modo de obtencién.

La exposicién al antigeno puede hacerse siguiendo dife-
rentes estrategias. La mas frecuente es la incubacién de las
CD con péptidos derivados de proteinas tumorales restringi-
dos por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y
con epitopos definidos para la estimulacién de linfocitos T,
principalmente CD8+. Se han utilizado para ello péptidos deri-
vados de antigenos tumorales como MART-1, MAGE-1, gp100,
CEA, PSMA o HER-2/neu® 1. Esta metodologia se basa en algo-
ritmos predictivos que identifican péptidos con alta afinidad
por la molécula de antigeno leucocitario humano (HLA), mas
comunmente con los alelos HLA*A0201. Tiene las ventajas de
evitar procesos autoinmunes y el no requerimiento de célu-
las o tejido tumoral. Sus principales inconvenientes son la
necesidad de conocer los epitopos tumorales y la posibili-
dad de aplicarla inicamente a los pacientes cuyo HLA sea el
adecuado. Para evitar los mecanismos de escape tumoral, es
frecuente el uso de varios péptidos simultdneamente, en lugar
de un Unico péptido.

En caso de que el epitopo no esté definido, se puede utilizar
la proteina tumoral completa. De esta forma se evita la restric-
cién por un HLA concreto. Se han utilizado diferentes métodos
para introducir las proteinas solubles en interior de las
CD, como microinyeccién??, fusién mediada por liposomas’?,
electroporacién’4, o a través de su unién a otras moléculas
que faciliten su transporte, como pueden ser fragmentos de
receptor de la porcién Fc de las inmunoglobulinas’®, toxinas
bacterianas'® o proteinas viricas'’.

Con el objeto de intentar inducir una respuesta dirigida
contra el mayor nimero de antigenos tumorales posibles, se
han desarrollado estrategias en las que se cargan las CD con
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todos los antigenos derivados de las células tumorales com-
pletas; esto también reduce la posibilidad del escape tumoral
que puede ocurrir si la vacunacién se hace con un pequeno
numero de antigenos. La congelacién repetida o la sonica-
cién de las células tumorales generan extractos que pueden
aplicarse en este tipo de protocolos'®1°. Otra opcién es el uso
de células tumorales a las que previamente se ha inducido
apoptosis?® o necrosis?!. Se han definido ya algunos de los
mecanismos moleculares instaurados en el proceso de dano
celular, criticos para la adecuada activacién de la respuesta,
mencionados anteriormente.

Una estrategia mas reciente emplea la fusién de las CD con
las células tumorales mediante técnicas de electroporacién??
o polietilenglicol?®>. La incorporacién en un hibridoma del
genoma completo de ambas células parece favorecer el proce-
samiento y exposicién a los linfocitos T de todos los antigenos
tumorales susceptibles de inducir activacién inmune.

Por dltimo, existen técnicas en las que se introduce en la
CD el ARN?42> o0 ADN?6?7 que codifican la proteina antigénica
o sus fragmentos, para que sea la propia maquinaria celular la
encargada de producir y procesar los antigenos tumorales. Asi
se consigue su expresion selectiva y posterior presentacién en
la membrana unidos al MHC.

La cuestién de cuédl es el momento de maduracién éptimo
para la utilizacién de las CD en el proceso de vacunacién per-
manece abierta. Con la maduracién las CD adquieren una
gran motilidad y pierden su capacidad de capturar antige-
nos al disminuir la expresiéon de receptores de fagocitosis y
endocitosis. Las CD maduras optimizan el procesamiento de
antigenos aumentando la expresién de los componentes de la
maquinaria enzimatica responsable del proceso, y adquieren
la capacidad de presentar antigenos y estimular a los linfoci-
tos T tras el incremento en la expresién de moléculas del MHC
y de moléculas de adhesién y co-estimulacién.

Aunque el paradigma general es que las CD maduras son
superiores a las inmaduras en la induccién de respuesta, no
se conoce con certeza sila maduracién se ha de inducir in vitro
o invivo. La comparacién de datos provenientes de 32 estudios
con mas de 500 pacientes que utilizaban CD maduras o inma-
duras, e incluso diferentes combinaciones de citoquinas para
la maduracién, no revelé diferencias significativas en térmi-
nos de respuesta clinica u objetiva a favor de uno u otro grupo
de pacientes?8.

Vacunacién antitumoral basada en CD en
pacientes. Datos preliminares

La generacién de CD ex vivo y la carga de las mismas con anti-
geno ha permitido utilizarlas con éxito en la vacunacién para
mejorar la inmunidad de pacientes con cancer! e infeccién
crénica por HIV?, dando asi la prueba preliminar de la validez
de las vacunas con CD.

La ruta de administracién de las CD constituye un punto
clave en el proceso de vacunacién. Se han administrado por
via subcuténea, intradérmica, intraganglionar?, intralinfa-
tica e intravenosa3%3!, comprobindose diferentes patrones
de distribucién en el organismo y tipo de respuesta inmune
inducida dependiendo de la ruta empleada. No se ha defi-
nido todavia una ruta inequivocamente superior a las otras,

postulandose la administracién combinada a través de dife-
rentes rutas como la opcién que probablemente permita llegar
a mayor numero de localizaciones, con activacién de mayor
numero de vias de la inmunidad3?3.

Se han definido 4 objetivos a conseguir mediante la vacu-
nacién para optimizar la inmunidad y mejorar los resultados
clinicos: a) induccién de inmunidad celular extensa, con lin-
focitos T citotéxicos especificos contra diferentes antigenos
tumorales; b) capacidad de generar rapidamente células efec-
toras que sean multifuncionales, p. ej. capaces de secretar
citoquinas y lisar células tumorales; c) generacién de memo-
ria inmune antitumoral antigeno-especifica, y d) disminucién
de la expansién y funcién de los linfocitos T reguladores
antigeno-especificos para el tumor!. Algunos protocolos cli-
nicos han conseguido ya aproximarse significativamente a
dichos objetivos3*

Las vacunas basadas en CD se han utilizado en diferentes
tumores. Los casos de melanoma constituyen la gran mayoria,
habiéndose comprobado la regresién mantenida de tumo-
res metastasicos en una pequena fraccién de pacientes’. Los
diversos estudios han sido recogidos en trabajos de revisién
previos?®323>-37_ Sin embargo, el tratamiento del carcinoma
de préstata diseminado independiente de andrégenos ha sido
el campo en el que la relevancia clinica de los hallazgos obte-
nidos ha alcanzado hasta el momento mayor significacién.

Utilizacién clinica de las vacunas basadas en
CD

Los estudios de vacunacién publicados que incluyen pacientes
de melanoma son muy heterogéneos en sus caracteristicas, lo
que impide un metaanalisis de los mismos. Pese a ello, dejan
abierta la cuestién de por qué las respuestas clinicas son tan
escasas y qué se puede hacer para mejorar los resultados. La
solucién probablemente radica en la optimizacién de la meto-
dologia de preparacién y las formas de administracién de las
CD, asi como en la utilizacién conjunta con otros agentes que
potencien sus efectos, como la linfodepleccién con quimio
y/o radioterapia previa a la administracién de la vacuna o la
combinacién con anticuerpos anti-CTLA432,

Nueve preparados para vacunacién antitumoral en pacien-
tes, de diferente composicién y dirigidos contra diversos
antigenos y tumores, han alcanzado los estudios fase III tras
completar las evaluaciones preclinicas y los estudios fase I y
II. De ellos, inicamente el sipuleucel-T (APC 8015, Provenge®,
Dendreon Corp., Seattle WA), para tratamiento del carcinoma
de préstata diseminado independiente de andrdégenos, ha
recibido la aprobacién preliminar de la Food and Drug Adminis-
tration (FDA) de los Estados Unidos®®3°. Si bien en el producto
de aféresis no se efectiia ninguna seleccién celular, las células
linfomononucleares extraidas son cuantificadas para deter-
minar el nimero de CD54+ obtenidas a fin de garantizar un
ndmero minimo de las mismas. Aunque el CD54 no es un
marcador especifico de CD, es comun a células presentado-
ras de antigenos autdlogas, que se expresa durante el proceso
de maduracién, lo que lo convierte en especialmente 1til para
la cuantificacién de precursores. Posteriormente, son carga-
das ex vivo con una proteina de fusién recombinante (PA2024),
que incluye las moléculas completas de la fosfatasa acida
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prostatica (un antigeno tumoral de origen prostatico, FAP) y
el GM-CSF, necesario para la diferenciacién y maduracién de
las CD*°. Ambas moléculas estdn unidas por un enlace glicina-
serina entre el extremo carboxi de la FAP y el extremo amino
del GM-CSF.

La vacuna se prepara a partir de células CD54+ obtenidas
de la sangre periférica del paciente mediante aféresis. Una vez
completada la aféresis, el producto celular es remitido a Den-
dreon para su manipulacién. Tras 40 horas aproximadamente
de incubacién con la proteina recombinante se lavan las célu-
las para retirar la PA2024 libre y se suspende la preparacién en
250cc de lactato de Ringer, siendo reinfundidas al paciente a
las 48 horas de la aféresis.

La FAP constituye un antigeno especifico de 6rgano y, por lo
tanto, especifico del tumor. La porcién GM-CSF de la PA2024 se
une a la CD a través del receptor correspondiente, exponiendo
a continuacién la porcién FAP en el contexto de las molécu-
las de membrana expresadas por la CD. Asi se promueve la
generacién de inmunidad especifica contra la FAP mediada
por linfocitos T. Pese a tratarse de un solo antigeno, puede
inducirse una respuesta inmune polivalente si los linfocitos
reconocen mas de un epitopo.

Los estudios de fase I y II revelaron una disminucién
de los niveles de antigeno prostatico especifico (PSA) de
mas del 50% en el 10% de los pacientes con carcinoma de
proéstata independiente de andrégenos en progresién. En un
paciente se constatd una respuesta objetiva. La comparacién
con controles histéricos objetivé un alargamiento del tiempo
a progresién en aquellos pacientes que presentaron respuesta
inmune anti-FAP*!. En otro estudio fase II en pacientes con
carcinoma de préstata dependiente de andrégenos, en pro-
gresién bioquimica (elevacién del PSA) tras tratamiento local
de intencién radical (cirugia o radioterapia) se observé dismi-
nucién moderada del PSA (menor del 50%) en 7 de 18 pacientes
(39%). Trece de los 18 pacientes mostraron un alargamiento del
tiempo de doblamiento del PSA, con una mediana de incre-
mento del 62% (4,9 meses antes del tratamiento vs. 7,9 meses
tras el mismo)*2.

En los primeros estudios se administraba el sipuleucel-T
a intervalo mensual y posteriormente cada 3 semanas. Tam-
bién se administraban inyecciones subcutdneas periédicas de
PA2024 como refuerzo inmune una vez finalizadas todas las
dosis de sipuleucel-T. Al avanzar el conocimiento de la pauta
se definié como el esquema mas adecuado la administracién
bisemanal por un total de 3 dosis, sin inyecciones de PA2024,
y ya se utiliz6 asi en los ultimos protocolos.

Los 2 estudios iniciales de fase III se disenaron para detec-
tar un incremento del tiempo a progresién de 4 a 7,7 meses,
doble ciego, aleatorizados 2:1, contra placebo, en pacientes con
carcinoma de préstata independiente de andrégenos en pro-
gresién, asintomaticos. Aquellos que recibian tratamiento con
bifosfonatos o anédlogos de la hormona liberadora de hormona
luteinizante continuaron dicha terapia. Los pacientes fueron
seguidos hasta el fallecimiento o durante 36 meses*3.

No se observaron diferencias significativas en el tiempo a
progresién. Sin embargo, aunque no fuera un objetivo especi-
fico de los estudios, la mediana de supervivencia global fue de
4,5 meses mayor en el brazo de sipuleucel-T, con una esti-
macién de hazard ratio de 1,71 (p=0,01). Pese a la falta de

significacién estadistica en el anadlisis del tiempo a progre-
sién, las curvas de ambos brazos en la grafica de Kaplan-Meier
se separaban a partir de los 3 meses de la aleatorizacién. En
la grafica de supervivencia actuarial desde los 10 meses de
seguimiento se separaban ambas curvas y permanecian sepa-
radas.

A partir de estos datos el Comité Asesor de Terapia Génica,
Celular y Tisular de la FDA recomend? a la agencia la apro-
bacién del tratamiento con sipuleucel-T, otorgdndose una
primera aprobacién y requiriendo a la empresa la investiga-
cién de nuevos datos sobre eficacia y el proceso de fabricacién.

Recientemente se han publicado los resultados defini-
tivos del estudio Immunotherapy for Prostate Adenocarcinoma
Treatment (IMPACT). Al igual que los anteriores se trataba de
un estudio doble ciego, aleatorizado 2:1, contra placebo, en
pacientes con carcinoma de préstata independiente de andré-
genos en progresiéon. A diferencia de aquellos, el objetivo
primario era valorar el impacto en supervivencia, consti-
tuyendo el impacto en el tiempo a progresién el objetivo
secundario.

Se incluyeron un total de 512 pacientes (341 en el brazo de
sipuleucel-T y 171 en el brazo control). La mediana de super-
vivencia fue 4,1 meses mayor en el grupo tratado que en el
control (25,8 vs. 21,7 meses, p=0,02). El efecto en la super-
vivencia se mantuvo en todos los subgrupos de pacientes,
incluyendo aquellos que presentaban caracteristicas conoci-
das de mal prondstico como altos niveles de PSA, elevacién de
LDH y/o fosfatasa alcalina, multiples metastasis 6seas, indice
de Gleason alto, estado funcional afectado o presencia de
dolor. Un paciente en el grupo tratado presenté respuesta par-
cial objetiva. No se observaron diferencias significativas en el
tiempo a progresién, ni objetiva ni clinica, entre ambos grupos.

El analisis de pardmetros inmunes revel6 que los pacien-
tes en el grupo de sipuleucel-T que alcanzaban un titulo
de anticuerpos contra PA0224 o FAP superior a 400 tras el
inicio del tratamiento presentaban una supervivencia signi-
ficativamente mayor que los que se mantenian por debajo
de dicho titulo. La induccién de inmunidad celular se valoré
mediante proliferacién de linfocitos T expuestos al antigeno y
se midié con timidita tritiada. No se detectaron diferencias sig-
nificativas en supervivencia entre los pacientes tratados que
presentaban proliferacién de linfocitos T tras la exposicién a
PA0224 o FAP y los que no la presentaban®*.

En un intento de complementar la actividad del sipuleucel-
T, se llevd a cabo un estudio con administracién simultanea
de bevacizumab hasta progresion. El efecto esperado de este
agente era la potenciacién de la inmunomodulacién por su
antagonismo del vascular endotelial growth factor (VEGF), sus-
tancia producida por el tumor y con capacidad de interferir
la actividad de las CD, ademas de promover la neoangiogéne-
sis tumoral. El estudio incluyé 22 pacientes con carcinoma de
préstata dependiente de andrégenos, en progresién bioqui-
mica (elevacién del PSA) tras tratamiento local de intencién
radical (cirugia o radioterapia). Se observé disminucién mode-
rada del PSA (menor del 50%) en 7 de 18 pacientes (39%).
Nueve de 21 pacientes evaluables mostraron descenso del
PSA. Se observé también un alargamiento del tiempo de
doblamiento del PSA (mediana de 6,9 meses antes del trata-
miento vs. 12,7 meses tras el mismo, p=0,01). En todos los
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pacientes se demostrd la presencia de reactividad inmune
contra PA2024 tras el tratamiento. Aunque los datos son atrac-
tivos, el tamano y las caracteristicas del estudio no permiten
extraer conclusiones, precisando confirmacién en un estudio
mds amplio®.

Conclusiones

La inmunoterapia contra el cdncer busca obtener un beneficio
terapéutico a través de la movilizacién del sistema immune.
Las CD ejercen un papel central en la respuesta inmune. No
son una Unica estirpe celular, existiendo diferentes tipos de CD
con sus correspondientes aspectos morfolégicos y funciona-
les. Las CD pueden eliminar directamente células tumorales,
activar linfocitos T citotéxicos o inducir la estimulacién de lin-
focitos T reguladores. El tipo de respuesta inmune generada
depende de la regulacién ejercida por las CD.

Se ha establecido una clara relacién entre la efectividad
de la radioterapia o determinados citostaticos y su capacidad
para desencadenar respuestas antitumorales mediadas por el
sistema inmune del paciente e inducidas a través de sus CD.

La utilizacién experimental y clinica de las CD en pro-
tocolos de vacunacién implica el aislamiento de CD o sus
precursores, seguido de la carga con antigenos tumorales y la
posterior infusién de estas CD portadoras de antigenos. Para
los 3 pasos existen diferentes posibilidades, sin que hasta el
momento ninguna haya demostrado aisladamente datos defi-
nitivos de superioridad sobre las demas.

La utilizacién con éxito de las CD en la vacunacién para
mejorar la inmunidad de pacientes con cancer e infeccién cré-
nica por HIV ha dado la prueba preliminar de su validez. Se han
definido 4 objetivos a conseguir mediante la vacunacién para
optimizar la inmunidad y mejorar los resultados clinicos: a)
induccién de inmunidad celular extensa, con linfocitos T cito-
téxicos especificos contra diferentes antigenos tumorales; b)
capacidad de generar rdpidamente células efectoras que sean
multifuncionales, p. ej. capaces de secretar citoquinas y lisar
células tumorales; c) generacién de memoria inmune antitu-
moral antigeno-especifica, y d) disminucién de la expansién
y funcién de los linfocitos T reguladores antigeno-especificos
para el tumor.

Las vacunas basadas en CD se han utilizado en diferentes
tumores. Los casos de melanoma constituyen la gran mayoria,
habiéndose comprobado la regresién mantenida de tumo-
res metastasicos en una pequena fraccién de pacientes. Sin
embargo, el tratamiento del carcinoma de préstata disemi-
nado independiente de andrégenos ha sido el campo en el
que la relevancia clinica de los hallazgos obtenidos ha alcan-
zado hasta el momento mayor significacién. El sipuleucel-T,
preparado celular para tratamiento del carcinoma de prés-
tata diseminado independiente de andrégenos, ha recibido
la aprobacién preliminar de la FDA de los Estados Unidos.
Ha demostrado a través de los diferentes ensayos clinicos
aumento significativo de la supervivencia en todos los subgru-
pos de pacientes tratados, sin efecto en el tiempo a progresién.
En un intento de mejorar su eficacia hay estudios preliminares
de administracién conjunta con otros agentes inmunomodu-
ladores.
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