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RESUMEN.

La interaccion entre el sistema inmune y las células tumorales o
microorganismos es muy compleja, involucra una serie de tipos celulares y
mediadores. Las células dentriticas juegan un papel fundamental en el
desarrollo del sistema inmune, son las células presentadoras de antigeno
profesionales méas importantes en la activacion de células Ten reposo y de
linfocitos T virgenes. Estas caracteristicas sefialan a las células dentriticas
corno fundamentales para una respuesta inmune efectiva. Actualmente,
estas células son el blanco para las vacunas génicas, con el objetivo de

ABSTRACT.

The interaction between tumor cells, microorganisms and the immune
system is complex, involving a multitude of cell types and mediators. The
dendritic cells play a crucial role in development of the immune system.
They are the professional antigen-presenting cells most efficient in the
activation of resting T cells and are the major antigen presenting cells for
activation of naive T cells. These characteristics point the dendritic cells as
a key cell for the effectiveness of a immune response. Actually, these cells
are being the target for the genetic vaccinations, with the object of use
them in immunotherapy and development of vaccines.

utilizarlas en inmunoterapia y para el desarrollo de vacunas.

INTRODUCCION

Las células dendriticas (CDs)
tienen un papel fundamental en el
inicio de la respuesta inmune. Se
caracterizan por ser muy eficientes
en la estimulacién de linfocitos T en
reposo y ser las (nicas células
presentadoras de antigeno (CPA)
capaces de estimular a linfocitos T
virgenes™?. Caracteristica que ha

dirigido su visualizacion como
posibles adyuvantes en
inmunoterapia®.

Direccién:

Lab. Inmunologia Celular, Instituto de

Biomedicina, Apartado 4043, Caracas 1010A
Venezuela

E-mail: gcacer@telcel.net.ve

Fax: 58-2-861.12.58

132

La idea es: en procesos
tumorales extraer CDs de la sangre
de un individuo y hacerlas crecer
en medios de cultivo mientras son
estimuladas con antigeno.
Posteriormente, éstas mismas
células se devuelven al mismo
individuo con la esperanza de
lograr incrementarla resistencia del
paciente.

Las células de Langerhans, que
son las CDs epidérmicas también
podrian ser utilizadas en procesos
de vacunacion, escogiendo las
secuencias del cDNA adecuadas
para inducir la respuesta inmune
contra el parasito, el éxito del
proceso radicaria en la faclil
accesibilidad para vacunar a un
individuo y en que puede
obtenerse una vacuna universal.

Las Células dendriticas

Las células dendriticas (CDs)
constituyen un sistema
ampliamente

distribuido e interconectado de
células presentadoras de antigenos.
Las cuales tienen nombres
diferentes dependiendo de su
localizacion: las células dendriticas
foliculares asociadas a las areas de
linfocitos B en los tejidos linfoides,
las células veladas en los vasos
linfaticos aferentes, las células
interdigitantes  asociadas a las
areas de linfocitos T en el timo, los
dendrocitos dérmicos en la dermis
y las células de Langerhans en la
epidermis (CL)*. En 6rganos no
linfoides se han descrito células
dendriticas en corazén, higado,
pulmén, intestino y piel®.

Las células dendriticas se
originan en la médula ésea,
presentan el antigeno CD34+,
precursor comin para granulocitos
y macrofagos. En humanos se ha
demostrado la existencia de un
formador de colonias
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de células dendriticas (CFU-DC).
Ademas, de la existencia de una
célula bipotencial, que en presencia
de ciertos factores formadores de
colonia  (post-CFU-CD14) puede
diferenciarse en una  célula
dendritica o0 en un macréfago®.

Migracién de las células
dendriticas

Las células dendriticas se
caracterizan por capturar y procesar
antigenos eficientemente, pero son
pobres activadoras de linfocitos T.
En respuesta a un insulto cutdneo
(entrada de toxinas, ruptura del
tejido), las CDs maduran
rapidamente y se convierten en
potentes células presentadoras de
antigeno. La supervivencia 'y
activacion de las CL esta
determinada por la presencia de
antigenos y por el microambiente de
citocinas  producidas por los
gueratinocitos y los linfocitos T y8.
Ademéas es interesante mencionar
que algunas células pueden
permanecer en la epidermis a pesar
de haber tomado algtin antigeno’.

Se ha demostrado que las CL
recién aisladas de la piel cambian al
ser mantenidas en cultivo. Las CL
cultivadas expresan altas cantidades
de moléculas MHC-II, B7-1 (CD80),
ICAM-1 e incrementan la capacidad
de presentar antigenos a linfocitos T
virgenes; ademas, pierden los
gréanulos de Birbeck, la expresion de
E-cadherina y la capacidad de
procesar antigenos proteicos
complejos®*.

Basandose en éstas evidencias
se acepta que las CL frescas tienen
las caracteristicas de las CL en la
epidermis, mientras las cultivadas
las caracteristicas de las CD de los
ganglios linfaticos.

Experimentos con lineas
celulares han demostrado que las
citocinas tienen un papel
fundamental en la diferenciacién de
las CDs. Pre-tratamiento con Gm-
CSF e inteleucina 4 incrementan la
capacidad de toma del antigeno,
pero no inducen la

capacidad de presentaciéon anti-
génica®.

Recientemente hemos demos-
trado que aunque los cambios de las
células dendriticas se inician con la
toma del antigeno y la migracion, las
células dendriticas sufren un
proceso de "maduracién terminal"
que estd determinado por la
interaccion de la célula dendritica
con el antigeno y los linfocitos".

Purificacion de las células
dendriticas

La importancia en obtener lineas
de células dendriticas ya no es sélo
interés de los inmundlogos que
quieran estudiar sus caracteristicas
e importancia, sino de toda la
comunidad médica y cientifica que
entiende la relevancia que pueden
tener estos estudios en la clinica,
existiendo la posibilidad de utilizar
las CDs en inmunoterapia, y otras
enfermedades infecciosas.

La relevancia de estos estudios
ha hecho que en los ultimos afios
muchos grupos se dediquen a
generar lineas de células dendriticas,
por lo que s6lo veremos un rapido
panorama de éste campo.

Nuestro grupo obtuvo lineas de
células dendriticas epidérmicas de
origen mdarido, (serie XS). Las
cuales se aislan de la epidermis de
ratones BALB/c neonatos y son
mantenidas en cultivo con GM-CSF.
Estas células muestran gran
similitud con las CL frescas
obtenidas de piel en las siguientes
caracteristicas: tienen forma
elongada y dendritica; expresan
bajos niveles de la, son CD45+, E-
cadherin+ 'y B7-1-; moderada
capacidad de presentacion
antigénica a linfocitos T virgenes y
alta capacidad de presentacion

antigénica a linfocitos T
especificos™.
Como expondremos mas

adelante, estas células pueden ser
de gran ayuda para estudios de
vacunacion. Pero también nos
parece importante mencionar que la
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obtencion de éstas células nos ha
permitido realizar estudios
dermatolégicos importantes, tales
como los efectos de la exposicion a
la radiacion ultravioleta. En el
hombre una exposicién moderada al
sol tiene  conocidos  efectos
benéficos™"". Pero es conocido que
la exposicion prolongada, asociada
a otra serie de factores entre los
que debemos mencionar
susceptibilidad genética, induce
mutaciones sobre la moléculas de
ADN, cambio del &cido trans-
uraconico y la generacion de
especies reactivas de oxigeno™®*
Diversos grupos han trabajado
en la obtencién de lineas de células
dendriticas, entre los que podemos
mencionar, Richters y col” aislan

células dendriticas humanas
basdndose en la capacidad de
migraciéon de las células de

explantes de tejido después de
unas 24 horas. Girolomoni y col®
han generado células mieloides
fetales de piel de ratén a través de
fusiones de genes.

Las células de Langerhans

La historia de las células de
Langerhans (LC) se inici6 en 1868
cuando el estudiante de medicina
Paul Langerhans® (en Berlin)
descubrié una poblacién de células
dendriticas intraepidérmicas, que
parecian estar en continuidad con
las fibras nerviosas de la dermis,
concluyendo que era un sistema de
células nerviosas intraepidermales.

Después de muchos afios e
investigaciones, se demostré que
las CL eran fuertemente positivas a

la enzima ATPasa, lo que las
asocia a células como los
macrofagos. Evidencia reportada

por primera vez en 1966 por la
Venezolana Dra. Imelda Campo
Aasen®.

Las células dendriticas
residentes en la epidermis, son
centinelas en el reconocimiento de
antigenos ambientales, que
incluyen quimicos (reacciones de
hipersensibilidad por
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contacto). aloantigenos (rechazo
de injertos), microorganismos
(inmunidad protectora contra
infecciones) y antigenos asociados
a tumores (inmunidad protectora
contra tumores).

El papel de éstas células en la
leishmaniasis cutanea americana
ha sido parte de nuestro trabajo.

Hemos encontrado que las
diferentes formas de la
enfermedad estdn claramente

asociadas con diferencias en la
densidad y en la expresién de
moléculas accesorias por parte de
las C L**%®

Las células dendriticas
en inmunoterapia.

Antes de abordar éste tema es
necesario mencionar en qué
consiste el proceso de
inmunizacion génica. La proteccion
de las enfermedades infecciosas
tradicionalmente se ha realizado
con vacunas de organismos
atenuados o] muertos. La
introduccién de la terapia génica
ha abierto nuevas posibilidades, la
técnica es rapida, especifica y
conceptualmente debe permitir un
rapido desarrollo de vacunas
seguras y efectivas.

inmunizacién génica

La vacuna génica se

caracteriza por estimular una
respuesta inmune celular vy
humoral, estableciendo una

memoria inmunolégica, lo que se
cree determina una larga
proteccién con una sola dosis *°.

Se han realizado esfuerzos en
utilizar la inmunizacion génica
después del nacimiento,
introduciendo informacién genética
nueva en los tejidos, ya sea
acompafiada de vectores o incluso
RNA o DNA encapsulados en
liposomas.*

Actualmente, se construye un
plasmido para garantizar la
sintesis de antigenos del parasito
en el sitio de inoculacién. Lo que
permitira la
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sintesis de proteinas extrafias
dentro del organismo y podran ser
mantenidas bajo la vigilancia
inmunoldgica.

Asi mismo, se considera que el
sitio exacto de inoculacion es
importante, se puede realizar una
inyeccién intramuscular 0
intradérmica usando inyectadoras
convencionales. También puede
aplicarse tépicamente utilizando
vectores virales como vehiculos o
puede hacerse intracelularmente
con una pistola génica. Esto implica
la precipitacion de pequefias
particulas de DNA cubiertas de oro
gue se introducen rapidamente
dentro de las células del individuo
por la fuerza motriz causada por
una descarga eléctrica o helio
comprimido.

Aplicacién en inmunoterapia

La idea de que tumores,
humanos y muridos, tienen epitopes
inmunogénicos en su superficie, es
cada vez mas aceptada.
Ofreciéndonos la posibilidad de
tener un blanco contra quien dirigir
el sistema inmune. Nuevamente las
células dendriticas tendrian un
papel fundamental para lograr una
respuesta efectiva. Grabbe y col*!
hacen una revisién al respecto y
acumulan datos que demuestran
gue las CL estimuladas con
antigenos de tumor son capaces de
estimular una respuesta de
linfocitos T citotdxicos in vitro, los
cuales sabemos son criticos para
actuar contra tumores y células
infectadas por virus. Ha sido
demostrado en diversos modelos
animales que células dendriticas

estimuladas con antigenos del
tumor un vitro y después
reinyectadas inducen respuestas

inmunes protectoras que bloquean
el crecimiento del tumor®. Ademas,
trabajos en humanos han
confirmado el valor de estas
observaciones. Recientemente,
Celluzzi y Falo®® demuestran que las
células dendriticas  epidérmicas
pueden ser potentes

inductores en la inmunidad mediada
por linfocitos T citotoxicos CD8+.

La capacidad Unica que tienen
las células dendriticas de inducir
una respuesta inmune, sin otros
adyuvantes, hace que se puedan
considerar "adyuvantes naturales”,
razon por la que son excelentes
candidatos para procesos de
vacunacion®*.

Por razones obvias, muchos de
los intentos de aislamiento y
purificacion de éstas células se
realiza en modelos experimentales.
Pero, con el objetivo de utilizarlas
en la inmunoterapia de cancer y
otras enfermedades infecciosas,
grupos como los de Strunk y col®
realizan estudios utilizando sangre
periférica de adultos normales. Otros
grupos piensan que es posible y
méas factible la utilizacién de las CL
epidérmicas.

LAS CELULAS DE
LANGERHANS EN VACUNAS

Nuestro grupo estd interesado
en el desarrollo de una vacuna
efectiva contra la leishmaniasis.
Desarrollando un plasmido que
contenga parte de la secuencia del
cDNA de Leishmania sp., el cual
sera introducido en las células de
Langerhans epidérmicas y podra
funcionar como una vacuna contra
la leishmaniasis. El posible éxito de
éste modelo de vacunacion es que
podria utilizarse tanto en
prevencion como en tratamiento de
pacientes y animales asintomaticos
gue pueden estar actuando como
reservorio. Ademéas la escogencia
de secuencias claves del cDNA de
Leishmania sp. puede superar el
problema de las diferentes especies
de Leishmania, y obtener de esta
manera una vacuna universal.

La posible vacuna génica para
Leishmaniasis es factible. Existen

estudios que utilizando la
vacunacion génica demuestran
protecciobn en ratones contra

Mycoplasma pulmonis®* vy
vigorosa respuesta de

una
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anticuerpos en monos Rhesus
después de desafiarlos con
subunidades de HIV¥.

Los actuales estudios
siembran la esperanza de que
éste tipo de metodologias pueda
dar nuevas herramientas para
controlar la inmunidad, la
tolerancia y los diferentes tipos
de infeccién, como el HIV-1.
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