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RESUMEN

Las células dendriticas (CD) juegan un papel fundamental en la regulacién de la respuesta
inmune. Son las principales células presentadoras antigénicas, por su capacidad de capturar,
procesar y presentar antigenos de forma éptima a linfocitos T, y generar respuestas inmu-
nes especificas. Posteriormente al descubrimiento de esta funcién y al aparecer técnicas
metodoldgicas que permitian su purificacién y maduracién in vitro, se ha comprobado que
también son capaces de activar otros tipos celulares, como linfocitos B, células NK, macré-
fagos o eosindfilos, e incluso generar tolerancia inmunolégica. Este mejor conocimiento de
su biologia y funciones ha permitido el desarrollo de ensayos clinicos basados en el uso
de CD en el campo de la inmunoterapia antitumoral y antiinfecciosa o para inducir tolerancia

postrasplante o en patologias autoinmunes.
© 2011 Sociedad Espaiiola de Inmunologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los
derechos reservados.

Dendritic cells I: Basic biology and functions

ABSTRACT

Denderitic cells (DC) play a critical role in the regulation of the immune response. They are the
main antigen presenting cells, due to their ability to capture, process and present antigens to
T lymphocytes in an optimal way, and to generate specificimmune responses. Subsequently,
when methodological techniques allowed their in vitro purification and maturation, it was
verified that they were able to activate several other immune cell subsets, like B lymphocy-
tes, NK cells, macrophages or eosinophils, and even to induce immune tolerance. A deeper
knowledge of their biology and functions has allowed the development of clinical trials
in anti-tumour and anti-infective DC-based therapies, and also to induce post-transplant

tolerance and to treat autoimmunity.
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Introduccién

El hallazgo del papel central de las células dendriticas en la
respuesta inmune parte de observaciones de Cohn et al. y
Steinman et al.}2. Estos autores, mediante variadas técnicas
de separacién celular, eran capaces de enriquecer una pobla-
cién de células procedentes de tejidos linfoides que parecian
mucho mas eficaces que los macréfagos promoviendo la pro-
liferacién de linfocitos T aloreactivos3. Hasta ese momento,
se pensaba que los macréfagos eran las mas potentes células
presentadoras antigénicas profesionales.

Los conocimientos biolégicos sobre este nuevo tipo celu-
lar avanzaron lentamente en la década de los 80, debido a la
complejidad metodolégica derivada de la purificacién de una
poblacién minoritaria de los tejidos linfoides. Este panorama
cambi6 radicalmente en los 90, ya que una serie de descubri-
mientos metodoldgicos permitieron la diferenciacién in vitro
de células que compartian marcadores celulares y caracteris-
ticas funcionales con las descritas CD*”. En el afio 2000 se
caracterizaron una serie de antigenos especificos de las CD
sanguineas, los Blood Dendritic Cell Antigens (BCDA)® Desde
que estas técnicas de identificacién y diferenciacién in vitro
fueron disponibles, se avanzé rapidamente en el conocimiento
de las CD.

En las dos ultimas décadas se han hecho espectaculares
progresos en el entendimiento del papel que ejercen las CD en
el sistema inmune, derivados de los multiples y variados estu-
dios en diferentes aspectos del ciclo celular de las mismas.
Entre ellos se incluyen los mecanismos de captura, procesa-
miento y presentacién de antigenos derivados de patégenos,
células apoptédticas o tumorales, la sinapsis inmune entre las
CD y los linfocitos T, el descubrimiento de receptores lectina
tipo C en la captura antigénica, el control de la activacién de
las CD a través de receptores Toll-like (TLR), la importancia
de las CD plasmacitoides en la respuesta antiviral, el papel de
la CD en la polarizacién de la respuesta de linfocitos T helper,
la regulacién de las respuestas de linfocitos B y células
natural killer (NK), el analisis in vivo del trafico de las CD y
las interacciones inmunes, el control de inmunidad versus
tolerancia por las CD, el papel de las CD en las infecciones
microbianas, patologias autoinmunes, reacciones alérgicas,
rechazo de trasplantes, y respuestas inmunes antitumorales,
y las vias de diferenciacién de las CD.

Estos avances en la inmunobiologia de las CD, junto con
las técnicas de transfeccién y diferenciacién in vitro, han per-
mitido el desarrollo de prometedoras terapias en el campo
de la inmunoterapia antitumoral y antiinfecciosa, asi como
para promover tolerancia postrasplante o en enfermedades
autoinmunes.

Caracteristicas de las CD

Las CD maduras (CDm) presentan una morfologia pro-
pia, caracterizada 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
antigénico, como endosomas, lisosomas o los granulos de
Birbeck de las células de Langerhans de la epidermis. Estan

presentes en tejidos y 6rganos linfoides y no linfoides, asi
como circulantes en linfa aferente y sangre periférica. Reciben
diferentes nombres segun la ubicacién, pero guardan caracte-
risticas y funciones similares entre si.

Fuera de tejidos linfoides, son abundantes en piel, faringe,
es6fago alto, vagina, ectocérvix y ano, y en las superfi-
cies mucosas de los sistemas respiratorio y gastrointestinal®.
Extienden sus procesos membranosos entre las estrechas
uniones de las células epiteliales sin alterar la funcién de
la barrera epitelial'®. Esto aumenta la captura de antige-
nos del entorno incluso si no hay infeccién o inflamacién,
conduciendo al silenciamiento del sistema inmune ante los
antigenos ambientales inocuos.

Aparecen en las regiones T dependientes de los ganglios
linfaticos y bazo, donde se las conoce como células interdi-
gitantes. En el bazo son mas numerosas, ya que hay nidos
de ellas en la periferia del area de linfocitos T, donde estan
posicionadas como puentes a través de los cuales deben pasar
los linfocitos para entrar en el torrente sanguineo. Las células
dendriticas foliculares se encuentran en los centros germina-
les de los foliculos secundarios de las dreas de linfocitos B de
ganglios linfaticos y bazo, siendo parte integral del microam-
biente del foliculo. También estan presentes en el timo, sobre
todo en la regién medular. En linfa aferente se las conoce
como células veladas, representando células de Langerhans
migrantes en transito desde la piel al ganglio linfatico donde se
transformaran en células interdigitantes. En sangre periférica
constituyen menos del 2% de las células mononucleares.

También se encuentran en corazén, higado, parénquima
pulmonar yladmina propia del intestino. En el cerebrono se han
descrito; sin embargo, las células de la microglia se asemejan
a CD por la forma y por sus marcadores de membrana.

Un obstéculo para la deteccién y estudio de las CD hasta el
descubrimiento de los BDCA ha sido la ausencia de un marca-
dor en la superficie celular especifico de esta estirpe celular.
Se caracterizan por la elevada expresién de antigenos MHC
clase II y la ausencia de marcadores de linaje como CD14
(monocitos), CD3 (linfocitos T), CD19, CD20 y CD24 (linfoci-
tos B), CD56 (células NK) y CD56b (granulocitos)'?. Presentan
moléculas de adhesién comunes con monocitos y macréfa-
gos (CD11a, CD11c, CD50, CD54, CD58, CD102)'? y moléculas
coestimuladoras (CD40, CD80, CD86)'3'4. Su fenotipo varia a
lo largo de los diferentes estados de maduracién y activacion.
Los precursores circulantes en la sangre pueden expresar CD2,
CD4, CD13, CD16, CD32 y CD33, que van perdiendo gradual-
mente con la maduracién?®. Por el contrario, las moléculas
coestimuladoras, de adhesién y los antigenos del MHC aumen-
tan alo largo de la maduracién. Otras moléculas, como CD80 y
CD86, incrementan su expresién con la activacién, principal-
mente tras la unién de CD40 a su ligando. CD86 es un marcador
temprano de maduracién, mientras que CD80 aparece mas
tardiamente y estd ausente en los precursores circulantes?®.

Subclases de CD

Con la excepcién de las CD ganglionares foliculares, que son
de origen mesenquimal'’, las CD se originan a partir de pro-
genitores hematopoyéticos medulares CD34+ por la influencia
del ligando de FLT-3 (sFlt-3L) y GM-CSF8. Estos precursores
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CD34+ se diferencian en células progenitoras comunes mie-
loides (CMP) y células progenitoras comunes linfoides (CLP).

En sangre periférica circulan dos tipos de CD fenotipica
y funcionalmente diferentes. Se distinguen por su expresién
de CD11c y CD12319820 Las CD CD11c*CD123! tienen una
morfologia monocitoide, porlo que se denominan CD monoci-
toides o mieloides (MDC), mientras que las CD CD11c"CD123M
presentan caracteristicas morfolégicas similares a las células
plasmaéticas, porlo que se han denominado CD plasmacitoides
(PDC). Se diferencian a partir de CMP y CLP, respectivamente.
En humanos, las MDC pueden derivar de precursores ya com-
prometidos hacia CD o bien de precursores del linaje de gra-
nulocitos y monocitos. También pueden originarse a partir de
diversos tipos celulares previamente a su diferenciacién defi-
nitiva; precursores de monocitos y granulocitos pueden dife-
renciarse hacia CD cuando se exponen in vitro a combinaciones
apropiadas de citoquinas, que incluyan GM-CSF y TNFa en pre-
sencia o ausencia de IL-4?122, PDC y MDC difieren en numero-
sos aspectos, incluyendo su distribucién tisular, su produccién
de citoquinas y los factores de crecimiento necesarios para su
diferenciacién.

Las MDC se pueden dividir en dos subpoblaciones segin
su expresion de BDCAl (CD1lc) y CD141: MDC1 (célu-
las Lin~CD4*HLA DR*CD11c*CD1c*CD141™) y MDC2 (células
Lin~CD4*HLA DR*CDllC*CDlC’CDl‘ll*)B. También se clasifi-
can segun su localizacién: residentes en tejidos periféricos,
residentes en érganos linfoides secundarios y MDC circulan-
tes. Estas ultimas en humanos sanos suponen un total de
14,2 +3,9 células/pl?°. Las mejor estudiadas son las MDC
de la piel, localizacién en la que al menos se pueden diferen-
ciar tres tipos de MDC: las células de Langerhans (CLs), que
residen en la epidermis, y DC CD1la* y DC CD14%, que aparecen
en la dermis. Las DC CD14* expresan un gran nimero de lec-
tinas tipo C, como DC-SIGN, DEC-205, LOX-1, CLEC-6, Dectin-1
y DCIR. En contraste, las CL expresan las lectinas langerina y
DCIR. Estos dos subtipos celulares también difieren en el panel
de receptores TLR que presentan: las MDC CD14* dérmicas
presentan TLR2, 4, 5, 6, 8 y 10, mientras que las CL expresan
TLR1, 2, 3, 6 y 102325, Otra discrepancia entre estos dos sub-
tipos celulares es el tipo de citoquinas que secretan. Mientras
que las DCs CD14* producen una gran variedad de factores
solubles, como IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, GM-CSF, MCP y
TGFB, las CL secretan una pequeia cantidad de citoquinas,
entre las que destaca la IL-15%°. Esta produccién de citoquinas
diferencial explica las diferentes funciones biolégicas de los
distintos subtipos de MDC. Las MDC CD14* dérmicas inducen
la diferenciacién de los linfocitos T CD4* naive hacia un subset
de linfocitos T CD4* especializados en la cooperacién con los
linfocitos B, activando su produccién de grandes cantidades
de IgM y el cambio isotépico hacia IgG e IgA. De estas funcio-
nes es responsable la IL-21 producida por los linfocitos T CD4+,
inducida a su vez por la IL-12 secretada por las MDCs CD14*
dérmicas?’. Por el contrario, las LC son eficientes inductoras de
respuesta de linfocitos T CD8*, parece ser que por la accién
de IL-15%8,

Las PDC son importantes en las respuestas inmunes anti-
virales y en procesos autoinmunes. Constituyen la principal
fuente de INF I tras las infecciones?®. Circulan por el torrente
sanguineo y entran en los érganos linfoides a través de
las vénulas de endotelio alto. En sujetos sanos suponen

8,9+ 1,7 células/ul?. Estas células, marcadores de linaje"HLA
DR*CD11c™, expresan altos niveles de CD123 y marcadores
especificos como BDCA-2 (CD303) y BDCA-4 (CD304)%. A dife-
rencia de las MDC, presentan TLR1, 6, 7, 9 y 10%°. Pueden
ser activadas por virus3?, IL-3 y ligando de CD40 de origen
mastocitico®?, y por componentes microbianos como motivos
CpG de ADN33. Por su enorme plasticidad funcional, son capa-
ces de desencadenar diferentes respuestas inmunolédgicas.
Cuando son expuestas a virus viables, inician respuestas de
memoria, induciendo la expansién y diferenciacién de linfoci-
tos B de memoria antigeno especificos a células plasmaticas??,
y de linfocitos T antigeno especificos, a CTL3. Por el contra-
rio, las PDC activadas por motivos CpG o IL3/CD40L inducen la
secrecién de IL-10 por parte de linfocitos T CD4* reguladores®
y la activacién de linfocitos T CD8* supresores por la expresién
del ligando de ICOS?6.

Se ha comprobado la existencia de dos subtipos de PDC
seglin su expresiéon de CD2. Ambos subtipos se han encon-
trado tanto circulantes como en amigdala; sin embargo,
las PDC CD2Mgh también se detectan en algunas biopsias
tumorales, sugiriendo alguna funcién en la inmunovigilancia
tumoral. Tanto las PDC CD2Mgh como las PDC CD2°% secre-
tan IFNa y expresan las moléculas citotéxicas granzima B y
TRAIL. Las PDC CD2Mgh son potentes activadoras de la res-
puesta de linfocitos T. En contraste, las PDC CD2lew parecen
presentar una capacidad limitada para inducir la prolifera-
cién de linfocitos T alogénicos. Estas diferencias funcionales
entre los dos subtipos de PDC estan asociadas con distintos
patrones de transcripcién, secrecién diferencial de IL12p40 y
expresién diferencial de la molécula coestimuladora CD80 tras
su activacién®.

En humanos, las PDC pueden ser movilizadas in vivo con
citoquinas como el ligando de F1t3 y GM-CSF, mientras que las
MDC son movilizadas tinicamente por F1t31833, La moviliza-
cién diferencial de diferentes subclases o precursores de CD
por estas citoquinas ofrece una nueva estrategia de manipular
las respuestas inmunes en humanos.

Maduracién de las CD

Se han propuesto dos modelos para explicar la diferenciacién
de las CD a partir de precursores hematopoyéticos. Uno pos-
tula un unico linaje de precursores de CD dotado de plasticidad
funcional, mientras que el otro defiende la existencia de varios
linajes de precursores de CD funcionalmente diferentes®.
Ambos modelos definen tres estados de maduracién: precur-
sores de CD, CD inmaduras (CDi) y CD maduras (CDm). Para
comprender las funciones de las CD, deben de entenderse sus
diferentes estadios de maduracién.

Los precursores de CD migran de la médula 6sea y circulan
por la sangre hasta lugares especificos del organismo donde
maduran y actdan como centinelas del sistema inmune. Este
trafico hacia los tejidos periféricos estd dirigido por la expre-
sién de los receptores de quimioquinas CCR1, CCR5 y CCR6, y
por moléculas de adhesién como el ligando de CD62p40-42,

Las CDi expresan CCR1 y CCR3, cuyos ligandos se expre-
san en los endotelios activados y en células inflamatorias,
promoviendo su migracién hacia piel, bazo, higado, pulmén,
corazén, rindén y mucosas, constituyendo una red de CD
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intersticiales en todos los 6rganos excepto en sistema ner-
vios central y testiculo!’. La funcién principal de las CDi es
la captura antigénica. Las CDi procesan antigenos adquiridos
tanto endégenamente (sintetizados en el citosol de las CD)
como exdgenamente (procedentes del entorno extracelular).
Los posibles origenes de antigenos extracelulares incluyen
bacterias, virus, células necréticas o apoptoéticas, proteinas de
choque térmico, inmunocomplejos y otros tipos de proteinas.
Son capturados por diversos mecanismos (macropicnocitosis,
endocitosis mediada por receptor y fagocitosis) gracias a los
receptores de superficie presentes en las CD, como receptores
de Fc®3, integrinas?*, lectinas tipo C*°, y los llamados recepto-
res scavenger, como LOX-1y CD91%,

Ya en el interior de las CD, los antigenos proteicos son
degradados a péptidos que se uniran a las moléculas del com-
plejo principal de histocompatibilidad de clase I (MHC I) o
clase II (MHC II) y seran transportados a la superficie celular
para el posterior reconocimiento por linfocitos T antigeno-
especificos. Los antigenos proteicos endédgenos, procesados a
través de la via del MHC I, son primeramente ubiquitinados y
degradados en péptidos por el proteosoma en el citosol. Poste-
riormente son transportados al reticulo endopladsmico (RE) por
moléculas transportadoras asociadas con el procesamiento
antigénico (TAP), donde son cargados en el MHC I. Los com-
plejos MHC I-péptido son llevados desde el RE a la membrana
celular a través de la red trans-Golgi para la presentacién a los
linfocitos T CD8*.

Los antigenos proteicos exégenos son procesados en endo-
somas que se fusionan con lisosomas portadores de proteasas,
responsables de la degradacién de las proteinas en pépti-
dos que se uniran a moléculas de MCH II. Los complejos
MHC II-péptido son transportados por tibulos especializados
a la superficie celular, donde se presentaran a linfocitos T
CD4*. Estas proteinas exdgenas también pueden ser procesa-
das por las CD a través del MHC I, fenémeno conocido como
«presentacién cruzada»; esto permite la activacién de una res-
puesta inmune tanto de linfocitos CD4* como de linfocitos T
CD8* ante antigenos exégenos®’.

Los antigenos lipidicos, tanto los expresados en patégenos
(por ejemplo, micolatos de micobacterias) como los presen-
tes en tejidos propios (esfingolipidos, fosfatidil inositidos), son
presentados por las CD a través de la molécula CD1, que
heterodimeriza con la B2-microglobulina®®. El procesamiento
de estos antigenos lipidicos hasta las diferentes moléculas
CD1(a-d) se realiza en compartimentos intracelulares espe-
cializados. El repertorio celular restringido por CD1d incluye
linfocitos T con su caracteristica diversidad en el TCR, asi
como células NKT invariantes.

El fenotipo de las CDi se caracteriza por la expre-
sién de grandes cantidades de receptores de quimioquinas
inflamatorias, que les permiten extravasarse a los tejidos
inflamados***° y por una baja expresién de moléculas co-
estimuladoras, de adhesién, de MHC y marcadores especificos
de CD.

La maduracién de las CD es un complejo proceso que
conduce a la diferenciacién final de las CD, transformando-
las desde unas células escasamente inmunoestimuladoras
que funcionan como centinelas periféricos que capturan
antigenos, en las méas potentes células estimuladoras de
linfocitos T. Ademas de la captura de antigenos, las CD deben

recibir las llamadas «sefales de peligro» originadas por paté-
genos, inflamacién o dafio tisular°>>2 para sufrir este proceso
madurativo que les permitird desplazarse a los érganos linfoi-
des secundarios y estimular de forma eficiente los linfocitos
virgenes. Estas sefiales madurativas se deben tanto a molécu-
las inflamatorias originadas en el propio organismo (ligando
de CD40, TNFa, IL-1, IL-6, IFN«) como a productos microbianos
o bacterianos agonistas de los TLR.

Con la maduracién las CD adquieren una gran motilidad
y pierden su capacidad de capturar antigenos al disminuir
la expresién de receptores de fagocitosis y endocitosis. Las
CDm optimizan el procesamiento de antigenos aumentando
la expresion de los componentes de la maquinaria enzima-
tica responsable del proceso®3>4, y adquieren la capacidad de
presentar antigenos y estimular a los linfocitos T tras el incre-
mento en la expresién de moléculas del MHC y de moléculas
de adhesién y co-estimulacién (CD40, CD54, CD58, CD80, CD83,
CD86). La mayoria de estos marcadores ya estan presentes
en bajos niveles en las CDi; en cambio, el CD83 esta ausente
en las CDi y sirve como marcador para distinguir las CDi de
las CDm. Algunas de estas moléculas estan implicadas en la
senalizacién bidireccional entre la CD y el linfocito T, modu-
lando tanto la activacién del linfocito como las funciones de
la CD.

Durante la maduracién, las CD disminuyen la expresién de
los receptores de quimioquinas CCR1 y CCRS5, y aumentan la
de CCR7. El ligando de este ultimo se encuentra en las
paredes de los ganglios linfaticos y en la zona paracortical
ganglionar>. Las propias CD secretan quimioquinas como
TARC, MDC o IP-10, que reclutan diferentes tipos de linfoci-
tos T, y RANTES, MIP-1a y MIP-1B, que reclutan monocitos y
otras CD hacia el microambiente local.

Funciones de las CD

Las CD estimulan a los linfocitos T de una manera mucho
mas potente que los macréfagos o los linfocitos B. Su expre-
sién de moléculas de MHC es entre 10 y 100 veces mayor que
la de los linfocitos B3. Imégenes a tiempo real de CD murinas
y linfocitos T naive en ganglios linfaticos intactos revelan que
una CD puede interaccionar hasta con 500 linfocitos T en una
hora®6:57,

La activacién eficaz de los linfocitos T por parte de las
CD necesita de varias senales consecutivas. Las CD pueden
activar tanto a linfocitos T CD4* como linfocitos T CD8* por
presentacién antigénica via MHC clase II y MHC clase I, res-
pectivamente, lo que constituiria la primera sefal. La segunda
senal se realiza por la interaccién con moléculas coestimu-
ladoras presentes en las CDm: CD80 y CD86 con el receptor
linfocitario CD28, y la familia TNF con los receptores linfoci-
tarios R-TNF. Si falla esta coestimulacidn, los linfocitos T se
vuelven tolerogénicos.

Tras su activacién, los linfocitos T virgenes sufren una
expansién clonal y una diferenciacién a células efectoras
secretoras de citoquinas y células memoria. El tipo de res-
puesta consiguiente de los linfocitos T depende de varios
factores, como la concentracién antigénica en la CD, la afi-
nidad del TCR por el MHC, la duracién de la interaccién de la
CD con el linfocito T, el estado de maduracién de la CD, y el
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tipo de estimulo responsable de la maduracién de la CD>8. La
supervivencia a largo plazo de los linfocitos T y su diferencia-
cién a células de memoria y efectoras requiere la interaccién
con CD maduras. La activacién inducida por CD inmaduras es
de mas corta duracion.

Los linfocitos CD4" pueden diferenciarse hacia linfocitos
Th-1, que producen IFNy y secundan una respuesta de linfo-
citos T CD8* citotdxicos, o hacia linfocitos Th-2, que producen
IL-4, IL-5 e IL-13, e implican inmunidad humoral y disminu-
cién de la respuesta Th-1. El patrén de citoquinas producido
por la CD activada determinara la direccién de esta polari-
zacion; IL-12, IL-18 e IL-27 dirigen hacia Th-1, mientras que
CCL17, CCL22 o la ausencia de IL-12 lo hacen hacia Th-2. A su
vez, este patrén de citoquinas esté regulado por factores como
el subtipo de CD, la localizacién anatémica de la CD o el tipo
de estimulo madurador. Estos parametros también controlan
otras caracteristicas de la respuesta de los linfocitos T, como
la induccién de tolerancia o la recirculacién (homing) de los
linfocitos T.

La cooperacién de los linfocitos T CD4* en el momento de la
activacion es necesaria para generar linfocitos T CD8* memo-
ria. Se cree que esta interaccién estd mediada por la unién
entre la molécula CD40 de la CD y su ligando en el linfocito
CD4 activado, el CD40L>°, aunque hay estudios que sugieren
una interaccién directa entre los linfocitos CD4* y el CD40 de
los linfocitos CD8* 0. Otras moléculas que se han implicado en
la generacién de células de memoria y en las respuestas dura-
deras son proteinas pertenecientes a las familias de CD28 y
del receptor de TNF (TNFR).

Ademas de su papel central en la activacién de los lin-
focitos T, las CD interactian directamente con células NK,
células NKT y linfocitos B. CDm y CDi pueden activar e indu-
cir la expansién de células NK resting por mecanismos no
aclarados totalmente, aunque se han descrito algunos pro-
teinas y factores solubles implicados®'-%2. Las CD activadas
también inducen directamente la proliferacién de linfocitos
B, el cambio de isotipo de inmunoglobulinas y su diferencia-
cién a células plasmaticas secretoras de anticuerpos; estas
acciones las pueden llevar a cabo tanto de forma linfocito
T-dependiente como linfocito T-independiente.

Es resenable el papel de la CD en la generacién de la tole-
rancia inmunolégica antigeno-especifica en el control de los
fenémenos autoinmunes. Las CD timicas promueven la elimi-
nacién de los linfocitos T autorreactivos®?, y las CD periféricas
inducen tolerancia principalmente en su estado inmaduro o
semimaduro®. Como ya se ha comentado, la presentacién
antigénica en ausencia de moléculas coestimuladoras o sin IL-
12 inducen linfocitos T reguladores que suprimen la respuesta
inmune mediante la secrecién de IL-10 y TGFB. Las propias CD
sufren un proceso de parada madurativa y se vuelven tolero-
génicas en presencia de sustancias como esteroides, vitamina
D3, IL-10, TGFp %>%6 o0 CTLA-4 producido por la poblacién regu-
ladora CD4*CD25*FoxP3* &7,

Obtencion de precursores de CD

Desde lo primeros estudios en los que se aislaban CD del
bazo de ratones, se han desarrollado diferentes protoco-
los para optimizar la obtencién de una cantidad adecuada

de CD que permita su uso clinico, principalmente en
protocolos de inmunoterapia tumoral. Inicialmente se obte-
nian precursores de CD presentes en sangre periférica
mediante centrifugacién en gradiente de densidad, pero el
proceso no era demasiado rentable dada su escasa fre-
cuencia. En los ultimos afios se han conseguido obtener
del orden de 1x10°-1x10® CD mediante técnicas de cultivo
ex vivo.

Una de las técnicas mas empleadas en la diferenciacién de
CD a partir de monocitos de sangre periférica. Los monocitos
se purifican de productos de aféresis por elutriacién, inmuno-
selecciéon o adherencia. Posteriormente se diferencian a CD en
presencia de GM-CSF e IL-4, y maduran con TNF, IL-18, PGE; o
IL-6, en un protocolo que tiene una duracién de 6-10 dias?168.

También se pueden usar células CD34* como fuente de
CD. En este caso, las células se obtienen a partir de produc-
tos de aféresis, médula ésea o cordén umbilical mediante
inmunoseleccién y se cultivan con GM-CSF y TNFa durante 6-
10 dias®70.

Otra alternativa es la expansién de CD in vivo. El uso de
citoquinas como G-CSF’! o FIt3L’?73 aumenta considerable-
mente el nimero de precursores de CD en sangre periférica,
que pueden ser recogidos mediante una aféresis y purificados
mediante inmunoseleccién. Esta estrategia acorta el tiempo
de cultivo ex vivo, ya que estos precursores maduran rapida-
mente, en 24-48 horas.

Algunos grupos han hecho comparaciones de las CD obte-
nidas a partir de diferentes técnicas. Cuando se comparan
CD de sangre periférica con CD obtenidas a partir de mono-
citos, se observa que las primeras fenotipicamente parecen
estar mds activadas, ya que precisan de un menor periodo
de tiempo para madurar, mientras que en las segundas ese
periodo de tiempo es muy variable y depende mucho del esti-
mulo utilizado. Sin embargo, parece que las CD de sangre
periférica son peores productoras de citoquinas, menos acti-
vas en endocitosis y carecen de la expresién de DC-SIGN, pero
son mejores iniciadoras de respuestas T antigeno-especificas
y presentan una mayor capacidad de polarizar la respuesta
hacia un perfil Th1’?73. Si se comparan CD derivadas de
monocitos con CD derivadas de progenitores CD34*, ambos
tipos presentan morfologia y fenotipo similares, aunque la
induccién de respuesta T antigeno-especifica estd aumen-
tada cuando se utilizan las CD derivadas de progenitores
CD34*7476, Otros autores han publicado ensayos estudiando
las diferencias entre distintas estrategias de diferenciacién
de CD a partir de monocitos, variando las citoquinas utili-
zadas tanto en su generacién como en su maduracién; los
resultados presentados en este sentido son muchas veces
contradictorios.

La induccién de una respuesta anti-tumoral exitosa
requiere el uso de CD maduras inmunoestimuladoras por
dos motivos: por su capacidad para inducir una respuesta T
antigeno-especifica y porque las CD inmaduras parecen indu-
cir tolerancia inmune. Se ha comprobado que las CDi inducen
la expansién de linfocitos T reguladores, aunque también se
ha descrito que las CDm también pueden inducir esta expan-
sién tras ciertos estimulos’’~’°. Ademas, se ha comprobado
que las CDm son resistentes a ciertos factores inmunosupre-
sores producidos por las células tumorales, y son fenotipica
y funcionalmente estables en ausencia de citoquinas. En la
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Tabla 1 - Principales estimulos utilizados en la maduracién de las CD

Mediadores pro-inflamatorios

Interleuquinas (IL-1B, IL-6), interferones (IFNo/B, IFNvy), MCM, TNFa«, PGE,

Agonistas de moléculas co-estimuladoras
Agonistas de TLR

CD40L, OX40L, 4-IBBL
Peptidoglicano, zymosan, LPS, MPL, Ribomunyl®, Luivac®, Biostim®, OK432,

caTLR4, flagelina, poli(I:C), Ampligen®, ssRNA, R848, poli-G10,
oligonucleétidos CpG

Quimioquinas
Otros

CCL16
Factor del complemento C5b-9, inmunocomplejos

tabla 1 se resumen los principales estimulos utilizados en la
maduracién de las CD.

Carga con antigenos tumorales

La capacidad de las CD para generar respuestas antitumorales
in vivo ha sido documentada en modelos animales y en estu-
dios clinicos humanos. La mayoria de los ensayos implican el
aislamiento de CD, seguido de la carga con antigenos tumora-
les y la posterior infusién de estas CD portadoras de antigenos.
Se han descrito un elevado numero de antigenos tumorales
susceptibles de ser utilizados en protocolos de inmunoterapia.
Los maés significativos se resumen en la tabla 2.

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 MHC y con epitopos definidos para la estimulacién
de linfocitos T, principalmente CD8*. Desde finales de la
década de los 90 se han hecho ensayos utilizando péptidos
derivados de antigenos tumorales como MART-1, MAGE-1,
gp100, CEA, PSMA o HER-2/neu, por citar algunos®-82, Esta

metodologia se basa en algoritmos predictivos que identi-
fican péptidos con alta afinidad por la molécula de HLA,
mas comunmente con los alelos HLA*A0201. Este sistema
tiene las ventajas de evitar procesos autoinmunes y el no
requerimiento de células o tejido tumoral. Sus principales
inconvenientes son la necesidad de conocer los epitopos
tumorales y la posibilidad de aplicarla Unicamente a los
pacientes cuyo HLA sea el adecuado. Para evitar los mecanis-
mos de escape tumoral, es frecuente el uso de varios péptidos
simultdaneamente, en lugar de un Gnico péptido.

En caso de que el epitopo no esté definido, se suele uti-
lizar la proteina tumoral completa. De esta forma se evita
la restriccién por un HLA concreto. Se han utilizado dife-
rentes métodos para introducir las proteinas solubles en
interior de las CD, como microinyeccién®3, fusién mediada por
liposomas®, electroporacién®®, o a través de su unién a otras
moléculas que faciliten su transporte, como pueden ser frag-
mentos de receptor de Fc®, 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

Tabla 2 - Antigenos tumorales potencialmente utilizables en inmunoterapia

Clase de antigeno Antigeno

Tipo de tumor

Antigenos tumor
especificos TCR
Ras (p21) mutado
P53 mutado
Proteina de fusién ber-abl
MART-1/Melan-A
MAGE-1, MAGE-3
Familia GAGE
Telomerasa
Antigenos virales HPV

EBV

Proteinas
de desarrollo

Tirosinasa
Gp100

PAP

PSA

PSMA
Tiroglobulina
a-fetoproteina
Antigenos sobre- Her-2/neu
expresados CEA

Muc-1

Antigenos especificos
de tejido

Idiotipos de inmunoglobulinas

Leucemias/linfomas B, mieloma
Linfomas T

Pancreas, colon, pulmén

Colorrectal, pulmoén, vejiga, cabeza y cuello
LMC, LLA

Melanoma

Melanoma, colorrectal, pulmoén, gastrico
Melanoma

Varios

Cérvix, pene

Linfoma Burkitt, nasofaringe, sindromes
linfoprolifetativos pos-trasplante
Melanoma

Melanoma

Préstata

Préstata

Préstata

Tiroides

Higado

Mama, pulmén

Colorrectal, pulmén, mama

Colorrectal, pancreas, ovario, pulmén

CEA: antigeno carcinoembrionario; EBV: virus de Epstein Barr; HPV: virus del papiloma humano; LLA: leucemia linfoblastica aguda; LMC: leucemia
mieloide crénica; PAP: fosfatasa acida prostatica; PSA: antigeno prostatico especifico; PSMA: antigeno prostatico especifico de membrana; TCR:

receptor de células T.
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con antigenos derivados de las células tumorales completas;
esto también puede reducir la posibilidad del escape tumoral
que puede ocurrir si la vacunacién se hace con un pequeno
numero de antigenos. La congelacién repetida o la sonicaciéon
de las células tumorales producen extractos que pueden apli-
carse en este tipo de protocolos®?°. Otra opcién es el uso
de células tumorales a las que previamente se ha inducido
apoptosis®! o necrosis®?. Una estrategia mas reciente emplea
la fusién de las CD con las células tumorales mediante técnicas
de electroporacién®® o polietilenglicol®*.

Por ultimo, existen técnicas en las que se introduce
ARN?%3% o ADN?7%8 de las células tumorales en las CD, de
forma que se consigue la expresién de los antigenos tumorales
dentro de la CD y su posterior presentacién en la membrana
unidos al MHC.

Cada uno de los sistemas expuestos presenta ventajas e
inconvenientes caracteristicos, incluso se han obtenido resul-
tados contradictorios utilizando el mismo método.

Conclusién

Desde su descubrimiento, las CD se han confirmado
como las principales células presentadoras de antigenos,
desempeniando un papel central en la respuesta inmune. Por
ello constituyen la base de los intentos de conseguir un trata-
miento inmunoterapico antitumoral eficaz. Durante décadas
la generalizacién de protocolos en esta direccién ha estado
dificultada por numerosos problemas metodoldgicos basados
en la escasa informacién sobre su biologia y funciones. En
la actualidad se disponen de las técnicas y los conocimien-
tos necesarios para introducir las terapias basadas en CD
dentro del arsenal de la oncologia moderna, asi como en el
tratamiento de otras patologias de origen infeccioso o inmu-
nolégico.
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