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RESUMEN

Las células dendriticas son células de origen hematopoiéti-
co, que expresan constitutivamente moléculas presentadoras de
antigeno MHC de clase I y II, y son funcionalmente las inducto-
ras mas potentes de la activacion y proliferacién de linfocitos T
a los que presentan antigenos. Los linfocitos T CD8+ proliferan
y adquieren capacidad citotdxica cuando reconocen su antigeno
especifico presentado en la superficie de una o varias células
dendriticas con las que interact@an. Sin embargo, solamente al-
gunas subpoblaciones de células dendriticas pueden presentar
antigenos internalizados desde el exterior celular a través de
procesos de pinocitosis y fagocitosis a precursores de linfocitos
T citotoxicos. Esta funcion se denomina presentacion cruzada o
presentacién subrogada (en inglés, crosspresentation) y requiere
mecanismos de translocacion de los antigenos que se encuentran
internalizados en fagosomas al citosol para su procesamiento. Se
ha establecido que la diferenciacion de subpoblaciones de células
dendriticas con capacidad de efectuar este tipo de presentacién
cruzada a linfocitos T CD8+ son dependientes del factor de cre-
cimiento FLT-3L y del factor de transcripcién BATF3. Presentan
peculiaridades tanto funcionales como de marcadores de mem-
brana que nos permiten identificarlas. En ratones se distinguen
por la expresion de CD8o y en humanos por la de CD141 (BDCA-
3). Esta poblacion en ambas especies es capaz de internalizar se-
lectivamente restos de células necrdticas mediante su receptor
CLEC9A que se une a actina polimerizada extracelular. Disponen
del receptor de quimioquinas XCR1 que asegura su encuentro con
linfocitos T CD8+. La vacunacion terapéutica con antigenos tumo-
rales utilizando células dendriticas es una estrategia en desarrollo
para el tratamiento del cancer. La utilizacién de subpoblaciones
de células dendriticas con mayor capacidad de realizar presenta-
cién cruzada o subrogada remeda los mecanismos naturales de
inmunizacion para inducir linfocitos T citotoxicos. La dianizacion
in vivo de antigenos a estas subpoblaciones celulares mediante
anticuerpos monoclonales anti-DEC-205 o anti-CLEC9A consigue
respuestas inmunitarias muy intensas y se estan probando en en-
sayos clinicos frente a viriasis cronicas y enfermedades malignas.
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ABSTRACT

Dendritic cells (DC) are cells of hematopoietic origin,
which constitutively express MHC class I and II, and are
functionally the most potent inducers of T-lymphocyte ac-
tivation and proliferation. CD8+ T lymphocytes proliferate
and acquire cytotoxic functions upon recognition of their
cognate antigen on the surface of one or various dendritic
cells with which they interact. However, only some DC sub-
sets are able to present antigen to cytotoxic T cell precur-
sors as taken up from extracellular sources. This function
is termed cross-presentation (in Spanish, presentacion
cruzada or presentaciéon subrogada) and requires shuttle
mechanisms from phagosomes to the cytosol for antigen
processing. It has been demonstrated that the differentia-
tion of DC with these capabilities is dependent on FLT-3L
and the transcription factor BATF3. They express peculiar
functions and differentiation markers. These cells are dis-
tinguished in mice by surface CD8a features, while CD141
(BDCA-3) marks these cells in the human. These subpopula-
tions are capable of selective internalization of necrotic cell
debris by means of their CLEC9A lectin which is a receptor
for extracellular polymerized actin. Expression of the che-
mokine receptor XCR1 favours contact with CD8+ T cells.
Therapeutic vaccination with tumour antigens using DC is
a strategy under development for the treatment of cancer.
The use of DC subsets with more prominent capabilities for
cross-presentation would mimic the natural mechanisms
of immunization to induce cytolitic T lymphocytes. In vivo
targeting of antigens with monoclonal antibodies against
DEC-205 or CLECYA attains very robust immune responses
and is a strategy undergoing clinical trials for chronic viral
diseases and malignancies.

Key words. Dendritic cells. Cross-presentation. CD8-alpha.
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CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas fueron observa-
das por primera vez en la piel por el his-
télogo aleman Paul Langerhans a finales
del siglo XIX. Sin embargo la funcién inmu-
nolbgica de las células de Langerhans de
la piel pas6 inadvertida durante al menos
siete décadas. El término célula dendri-
tica (CD) no fue utilizado hasta 1973, por
R. M. Steinman y ZA. Cohn, y deriva del
hecho de que estas células tienen prolon-
gaciones que remedan la morfologia de
las dendritas neuronales. Los estudios de
Steinman definieron las CD, observando
aquellas que ahora clasificamos en el sub-
grupo de CD mieloides o convencionales.
Sus estudios postularon las CD como una
poblacion celular minoritaria de 6rganos
linfoides caracterizada morfolégicamente
por multiples prolongaciones en forma de
ramas (dendritas) y que era capaz de acti-
var linfocitos T sin experiencia antigénica
previa'®. Por estos descubrimientos le fue
otorgado el premio Nobel de medicina en
2011, galardén que premiaba una larga tra-
yectoria de descubrimientos dedicada a
esclarecer paulatinamente la relevancia de
estas células en la fisiologia del sistema in-
munitario*®. El profesor Steinman no llego
a conocer la concesion de este galardon ya
que falleci6 dos dias antes de que le fuera
comunicada la noticia (Fundacién Nobel,
http://www.nobelprize.org/).

Las CD, segin Steinman, son los “centi-
nelas naturales del sistema inmune”, sien-
do las encargadas de decidir si se induce
o si no se pone en marcha una respuesta
inmunitaria adaptativa ante la invasion de
gérmenes patégenos®. Las CD derivan de
precursores hematopoyéticos y son prin-
cipalmente de linaje mieloide, aunque se
ha puesto de manifiesto su plasticidad on-
togénica’. A menudo, aunque no siempre,
presentan una morfologia con prolongacio-
nes celulares retractiles que les permiten
aumentar la superficie para establecer con-
tactos intercelulares®.

Al ser las principales células profe-
sionales presentadoras de antigeno, son
importantes tanto en la estimulacién/acti-
vacion como en la regulacién de la inten-
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sidad de la respuesta de linfocitos T y lin-
focitos B°. Se postula que, en ausencia de
estimulos microbianos o inflamatorios, las
CD permanecen en estado de reposo (lla-
mado inmaduro), en el cual su capacidad
de activacion de linfocitos T se encuentra
activamente reprimida'. La exposicion de
las CD a agentes infecciosos provoca va-
rios cambios funcionales y de expresién
génica, los cuales en forma coordinada,
mejoran notoriamente su capacidad para
interactuar con los linfocitos T a los que
presentan antigeno y promover tanto su
proliferacién como su diferenciacion fun-
cional!. El término maduracién de células
dendriticas se utiliza para referirnos a esta
activacién funcional, que se plasma en la
puesta en marcha de un programa de ex-
presion génica y en la modificacion de su
patrén de migracién en respuesta a estimu-
los quimiotacticos, merced a cambios en la
expresion de receptores de quimioquinas!?.

En el estado inmaduro, las CD estin
especializadas en internalizar material
potencialmente antigénico tanto exogeno
al organismo como endégeno (proceden-
te principalmente de detritus celulares)
y para ello poseen una maquinaria de en-
docitosis muy eficiente!®. La captacion de
antigenos esta facilitada por receptores en-
dociticos de superficie!4, tales como: recep-
tores para el Fc de las inmunoglobulinas
(CD32), receptores de complemento, inte-
grinas, receptores tipo lectina C (CD209,
CD205, BDCA, langerina, receptores de ma-
nosa) y receptores tipo scavenger (LOX-1,
CD91, CD36).

En el estado inmaduro, las CD mues-
tran escasa densidad en su superficie de
moléculas presentadoras de antigeno del
complejo mayor de histocompatibilidad de
clase [ y I (MCH-I y MHC-II) y de moléculas
co-estimuladoras (CD40, CD80 y CD86). Por
el contrario su superficie es rica en recep-
tores implicados en captacion de antigeno
por endocitosis, fagocitosis y, sobre todo,
macropinocitosis, tales como los recepto-
res para el Fc de inmunoglobulina, de ma-
nosa y para factores activados del comple-
mento.

En esta situacion de inmadurez (o falta
de activacién), las CD son capaces de in-
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ducir y mantener la tolerancia frente a au-
toantigenos en tejidos periféricos, ya que
continuamente presentan los antigenos
propios a los linfocitos T, de manera que en
los linfocitos especificos de autoantigenos
se induce apoptosis o anergia funcional.
Por tanto, la presentacion de autoantige-
nos por células dendriticas inmaduras en
condiciones de normalidad elimina del
repertorio de reconocimiento a aquellos
clones de linfocitos T potencialmente auto-
reactivos!’.

En el tejido inflamado aumenta consi-
derablemente la capacidad de macropino-
citosis de las CD y la expresion de recepto-
res que permiten la captacion de antigeno.
Asimismo parte de los monocitos que pe-
netran el tejido de novo para formar el in-
filtrado inflamatorio, se diferencian in situ
en células dendriticas!®. También se activa
la biosintesis de moléculas de MHC-l y II,
que forman complejos con eficiencia tanto
con péptidos originados en la propia célula
dendritica como con polipéptidos externos
que han captado en el tejido inflamado.
Cuando son estimuladas por citoquinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1p, IL-6, INF-o)) o
por el ligando de CD40 (CD40L), expresado
sobre linfocitos T cooperadores (T helper),
las CD se activan diferenciandose a CD ma-
duras (CDm). En este estado expresan en
la superficie celular CD80 y CD86 con ma-
yor densidad'®. Ademas, las CDm también
adquieren la expresiéon de CD83 en su su-
perficie. Estas glicoproteinas de membrana
confieren capacidad para estimular aque-
llos linfocitos T que reconocen sobre ellas
su antigeno especifico.

Otra caracteristica de las CDm es su
capacidad regulada de secretar IL-12'7 y
de otras citoquinas activadoras de células
T tales como IL-15819 JFN-02%?! o IL-2%. La
produccion de IL-12 esta implicada en la in-
duccién de respuestas de linfocitos T hel-
per productores de IFN-y (linfocitos Thl) y
en la activacion de linfocitos T citotéxicos
(CTL) efectores®.

Al madurar, las CD modifican el patrén
de expresion de receptores de quimioqui-
nas de forma que se pierde la expresion de
CCR1 y CCR5 y asi pueden salir del terri-
torio inflamado?. La adquisicién de la ex-
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presion de CCR7 permite que sean atraidas
a vasos linfaticos aferentes para comenzar
su recorrido rumbo hacia érganos linfoides
secundarios®?,

Como resultado de su maduracion, las
CD experimentan un incremento de la es-
tabilidad en la membrana plasméatica de
sus complejos MHC/péptido y pierden la
capacidad de captaciéon y procesamiento
de nuevos antigenos. Se piensa que estos
cambios disminuyen dicho procesamiento
durante la migracién a los 6rganos linfoi-
des secundarios (ganglios linfaticos, bazo,
amigdalas o tejido linfoide asociado a mu-
Cosas).

Cuando llegan a dichos 6rganos, las cé-
lulas dendriticas maduras se emplazan en
las zonas interfoliculares del paracortex ri-
cas en células T, donde realizan su funciéon
de presentar péptidos antigénicos a aque-
llas células T especificas que alli se encuen-
tren®. Sin el guiado de las quimioquinas, el
encuentro entre el linfocito especifico y
la célula presentadora seria un fenémeno
muy improbable. En una serie de encuen-
tros concertados por quimioquinas y en
los que intervienen moléculas de adhesion
los linfocitos T rastrean aquellas CD sobre
la que su receptor clonotipico de antigeno
(TCR) efecttia el reconocimiento especi-
fico. El sentido fisiolégico de estos fené-
menos celulares es que de esta manera se
inicie y sostenga la respuesta inmune con-
tra un agente agresor cuyos antigenos han
sido captados en un foco inflamatorio?.
Esta respuesta implica la multiplicacién de
los linfocitos T especificos para el antigeno
(expansion clonal) y la adquisicién de fun-
ciones efectoras, proinflamatorias, citoliti-
cas o de cooperacién para respuestas de
anticuerpos.

Existen dos clases de estimulos que in-
ducen la transformacién de las CD en for-
mas inmunolégicamente maduras y, por
consiguiente, capaces de activar linfocitos
T. Uno de ellos consiste en el reconoci-
miento de patrones moleculares asociados
a gérmenes?. Carles Janeway fue el primer
inmunélogo en postular que la deteccién
de un antigeno en el contexto de senales
moleculares de infeccién eran criticos para
la induccién de respuestas inmunitarias.
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El otro tipo de estimulos depende de la
exposicion de las CD a sefales enddgenas
peligrosas, como las sustancias liberadas
por células danadas®®. La importancia
del dafio celular fue postulada por Polly
Matzinger como un factor critico en la
iniciacion de la inmunidad®. Cada vez pa-
rece mas claro que sustancias endbégenas
que denotan dafo (alarminas) y patrones
moleculares de gérmenes (PAMPs) actian
de modo coordinado en la activacion de
CD*. Existen diferentes tipos de sistemas
de receptores que las CD utilizan para re-
conocer patrones moleculares asociados
a gérmenes o a dano celular (derivados de
biomoléculas de virus, bacterias, sustan-
cias producidas por células danadas, etc)*.
El receptor toll-like receptor-4 (TLR-4) esta
implicado tanto en la detecciéon de endo-
toxina bacteriana como en la de senales
moleculares de estréss, tales como la pre-
sencia extracelular de la proteina nuclear
HMGB1*.

Se ha demostrado que segin la natura-
leza del estimulo madurativo, las CDm pue-
den modificar sus funciones, adecuando el
tipo de inmunidad que despiertan a la natu-
raleza del agente nocivo que la desencade-
na. Se ponen en marcha asi respuestas lin-
focitarias con funciones efectoras diversas
y especializadas!™**%. Asimismo, hay dis-
tintas lineas experimentales que sugieren
que aunque las CD experimentan cambios
madurativos en respuesta a citoquinas
proinflamatorias, en ausencia de patrones
moleculares de gérmenes o dano tisular las
sefales son insuficientes para capacitarlas
de cara a la activacion de linfocitos T efec-
tores?.

Se han efectuado numerosos experi-
mentos utilizando CD diferenciadas en
cultivos a partir de monocitos de sangre
periférica en humanos o de precursores
de médula 6sea de ratones en presencia
de GM-CSF y otros factores de crecimien-
t0*77. Los monocitos CD14* o suspensiones
celulares de médula 6sea son cultivados in
vitro en presencia del factor estimulante
de colonias de granulocitos y macroéfagos
(GM-CSF) e IL-4%, IFN-0* o IL-15%, logrando
asi su transformacién en potentes células
presentadoras!®233441,
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Existe una subpoblacién de CD que
circula en la sangre y esta presente en 6r-
ganos linfaticos denominada CD plasmoci-
toide. Su rasgo funcional mas llamativo es
que producen grandes cantidades de las
proteinas antivirales INF-a e IFN-B en res-
puesta a la presencia de virus***4. Las CD
plasmocitoides detectan la presencia de
RNA de caracteristicas virales en sus en-
dosomas a través del receptor TLR-7%7,
El papel de estas células en presentacién
antigénica ha sido controvertido, pero en
articulos recientes se ha demostrado su
capacidad de presentar antigeno tanto a
linfocitos T CD4 y CDS8 en las condiciones
adecuadas®®*,

EL FENOMENO DE LA PRESENTACION
CRUZADA O SUBROGADA A
LINFOCITOS T CITOTOXICOS

Los fen6menos bioquimicos de pro-
teolisis y ensamblaje en moléculas pre-
sentadoras de antigeno se conocen como
procesamiento antigénico e implican la
degradacién de los antigenos proteicos a
péptidos mas cortos. Estos péptidos son
adsorbidos en moléculas de presentacion
antigénica del complejo principal de histo-
compatibilidad y asi son dispuestos para
su presentacion en la membrana plasmati-
ca”. La presentacioén antigénica es el con-
junto de fen6menos y mecanismos que ha-
cen accesible en la membrana de la célula
presentadora de esos péptidos asociados
a moléculas MHC para su reconocimiento
por parte de los linfocitos T*°.

Las células implicadas en el proceso de
presentacion de antigeno son, por un lado,
las células presentadoras que muestran en
su membrana los complejos MHC-antigeno
y, por otro, los linfocitos T que aportan sus
receptores especificos de antigeno deno-
minados TCRs, que son capaces de reco-
nocer el péptido antigénico en asociaciéon
a una molécula presentadora propia®. La
activacién de la célula T no s6lo exige que
exista un reconocimiento molecular entre
el complejo MHC-antigeno y el TCR, sino
que también requiere un conjunto adicio-
nal de interacciones entre las proteinas de
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membrana de ambas células y de factores
solubles paracrinos (citoquinas).

Dependiendo del tipo de antigeno y
de la ruta de procesamiento los antigenos
pueden presentarse asociados a moléculas
de clase I (MHC-I) o moléculas de clase II
(MHC-ID), lo que permitira el reconocimien-
to antigénico por subpoblaciones diferen-
tes de linfocitos®. Todas las células nuclea-
das expresan moléculas de MHC de clase |
en su membrana, pero solo las células pre-
sentadoras de antigeno (APC) especializa-
das presentan moléculas de MHC de clase
Il y, en condiciones normales, incluyen los
macrofagos, las CD y los linfocitos B activa-
dos. A estas células que expresan MHC de
clase Il las denominamos células profesio-
nales presentadoras de antigeno; si bien en
sentido estricto solamente las células den-
driticas son capaces de desempeifiar estas
funciones con la eficiencia necesaria para
iniciar una respuesta inmunitaria a partir
de linfocitos sin experiencia antigénica
previa.

Las moléculas MHC de clase I, en una
situaciéon normal, se unen a péptidos deri-
vados de proteinas propias (traducidas en
la propia célula) que son degradadas en el
proteasoma y, en el caso de una infeccién
por un parasito intracelular (p. ej. virus,
ciertas bacterias), absorben a péptidos de-
rivados del patégeno. En ambos casos los
péptidos (end6genos o microbianos) deri-
van del procesamiento citosolico del anti-
geno. Los péptidos resultantes de la degra-
dacién proteasémica son transportados al
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) para
unirse a moléculas MHC de clase I recién
formadas y que finalmente se exportan a la
superficie celular a través del aparato de
Golgi®5253,

Las moléculas MHC de clase Il se unen
a péptidos derivados de antigenos exbége-
nos, que previamente han sido captados
por la célula presentadora mediante endo-
citosis o fagocitosis y se han proteolizado
en fagolisosomas. Los péptidos exogenos
se adsorben a las hendiduras de las mo-
léculas de clase Il que habian estado pro-
tegidas de la unién a péptidos durante su
biosintesis por el péptido CLIP de la cade-
na invariante’.
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Por tanto, existen dos tipos de rutas
independientes para el procesamiento an-
tigénico: la ruta citosélica y la ruta endo-
citica®'. De acuerdo con estos paradigmas
una célula profesional presentadora de
antigeno solamente podria presentar an-
tigenos microbianos asociados a molécu-
las de clase I y por tanto reconocibles por
linfocitos T citotoxicos, si ella misma esta
experimentando la traduccién de proteinas
del parésito intracelular. En otras palabras,
si estd infectada por el germen.

La primera evidencia de que debian
existir fen6menos de transferencia antigé-
nica entre células de la economia y células
profesionales de la presentacién antigénica
tuvo la autoria de Michael Bevan®>%, En sus
experimentos de transferencia de células
hematopoyéticas idénticas en antigenos
principales de histocompatibilidad (y por
tanto en las moléculas presentadoras de
clase]) podian inmunizar frente a antigenos
menores de histocompatibilidad, deriva-
dos de variaciones en secuencias peptidi-
cas de las proteinas codificadas por varian-
tes alélicas en la misma especie presentes
en células inyectadas. Sus experimentos
concluyeron que células del receptor po-
dian activar al sistema inmunitario presen-
tando de modo subrogado los antigenos
menores de histocompatibilidad presen-
tes en las células del donante. El péptido
presentado en estos experimentos es del
donante mientras que la molécula de MHC
presentadora es del receptor. El fenémeno
recibi6 el nombre de activaciéon cruzada
(crosspriming) puesto que el resultado de
la presentacién antigénica era la activacion
linfocitaria (o priming) antigeno-especifica.
Ya se ha comentado que el resultado de la
presentacion antigénica puede ser tanto la
activacién como la represion de respues-
ta inmunitaria frente a un antigeno. En el
caso de la presentacion cruzada hablamos
de crosspriming o crosstolerance, segin sea
el resultado funcional sobre los linfocitos
especificos de antigeno. Hemos elegido los
términos castellanos presentacion cruzada
o presentaciéon subrogada para traducir
el vocablo inglés crosspresentation. Esto
es asi porque subrogacion quiere decir en
castellano la delegacion o reemplazo en las
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obligaciones y funciones hacia otros. El re-
sultado final es la presentaciéon de antige-
nos capturados o “ex6genos” en moléculas
de clase I. Esto es lo que hacen las células
dendriticas con antigeno derivado de otras
células.

Aunque la mayoria de las CD son capa-
ces de captar antigenos y presentarlos a
las células T CD4* via MHC de clase II, la
capacidad de procesar antigenos exdgenos
y presentarlos a células T CD8* via MHC de
clase | parece que estd mas restringida. La
presentacién cruzada o subrogada es cru-
cial para la generacién de respuestas de
linfocitos T CD8 citotéxicos en respuesta
a patdgenos intracelulares®’. Los linfocitos
T citotoxicos son capaces de destruir célu-
las tumorales sobre las que reconocen el
antigeno para el que son especificos y esto
determina el intenso estudio de estos me-
canismos®®.

La presentacion cruzada o subrogada es
posible solamente en CD que muestran una
adaptacién de sus vias endociticas para el
procesamiento de antigeno®’. Cuando una
proteina o bioparticula es internalizada for-
mandose endosomas, éstos frecuentemen-
te se fusionan con lisosomas ricos en pro-
teasas. En estos fagolisosomas la digestion
proteolitica es usualmente muy activa, se
potencia con el pH acido (menor de 5) y es
tan procesiva que no permite la formacion
de péptidos presentables por moléculas de
MHC de clase I. Se piensa que en las células
dendriticas el compartimento de los endo-
somas tempranos tiene peculiaridades que
permiten el escape de polipéptidos al cito-
plasma, aunque no esta bien aclarado qué
mecanismo molecular es el que permite el
acceso al citoplasma®. Se ha especulado
con la baja actividad de las proteasas liso-
somales por falta de acidificacion, la inacti-
vacion de proteasas y la existencia de me-
canismos de transporte activo en los que
estaria implicada la proteina Sec22%. Aun-
que la naturaleza bioquimica de la lanzade-
ra entre endosoma y citoplasma es por el
momento desconocida, es objeto de de una
intensa investigacion. Una evidencia expe-
rimental muy elegante, aunque indirecta,
que sugiere su existencia fue propuesta por
J. A. Villadangos al demostrar que deter-
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minados subtipos de CD sufren apoptosis
cuando se las pone en presencia del factor
proapoptético citocromo C%. Esta sustan-
cia solamente activa la apoptosis cuando
se encuentra libre en el citosoplasma. Por
tanto la induccién de apoptosis en la célu-
la dendritica indica que estas células han
permitido el paso de proteina intacta, que
adquirida mediante endocitosis, alcanza el
citoplasma® (Fig. 1).

Las proteinas una vez liberadas al cito-
plasma son degradables por una proteinasa
multicatalitica denominada proteasoma que
esta especializada en degradar polipéptidos
no bien plegados y proteinas ubiquinadas.
Experimentos con inhibidores del proteaso-
ma han demostrado que es necesario un
paso de digestion en este orgénulo citoplas-
matico para la presentacion cruzada. Los
péptidos producto de la digestién proteo-
s6mica son capturados por chaperonas que
los transfieren a transportadores de pép-
tidos selectivos (TAP-1/2) los cuales bom-
bean los péptidos al interior del RER para
ser cargados en moléculas de clase I que
pueden anclarlas en su hendidura de unién
(Fig. 1). Las células dendriticas carentes de
TAP-1/2 no pueden presentar antigenos en
moléculas de clase | y por tanto son incapa-
ces de mediar presentacion cruzada®'.

El término presentacion cruzada o
subrogada se refiere a dos fen6menos
potencialmente muy distintos entre si.
De un lado, la presentaciéon de antigenos
procedentes de la digestiéon de proteinas
solubles endocitadas y, por otro lado, la
presentacion a partir de detritus celulares
o restos apoptoéticos habitualmente parti-
culados®. Aun cuando la mayor parte de la
experimentacion se ha realizado con pro-
teinas purificadas como antigenos modelo
desde el punto de vista de la fisiologia de la
respuesta inmunitaria, la presentacion de
antigenos procedentes de células necroti-
cas o cuerpos apoptdticos parece mucho
mas relevante. Aunque el fenémeno de pre-
sentacion cruzada se puede observar con
varios tipos de células dendriticas aisladas
o diferenciadas en cultivo, existen subpo-
blaciones altamente especializadas en des-
empefar estas funciones moleculares en
un contexto relevante.
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Figura 1. Mecanismos de presentacién cruzada o subrogada a partir de restos

celulares necroéticos.

Esto es especialmente relevante si pen-
samos que el sistema inmunitario ha evo-
lucionado para defender al organismo de
parasitos intracelulares que destruyen a
las células a las que infectan. Al morir las
células infectadas dejarian entre sus restos
antigenos relevantes del germen patogeno.
Dependiendo del contexto microbiologico
e inflamatorio, la presentacién cruzada o
subrogada puede dar lugar a una respuesta
inmunitaria o a tolerancia antigeno especifi-
ca. La inoculacién de una proteina purifica-
da sin adyuvante, dafio celular o gérmenes
tiende a inducir tolerancia, es decir falta de
respuesta frente a ese antigeno. Ademas la
relativa ineficiencia del fenémeno de pre-
sentacion de antigenos traducidos por otra
célula posibilita que antigenos de bajo ni-
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vel de expresion puedan ser ignorados por
el sistema inmunitario sin induccién de in-
munidad ni tolerancia en lo que se ha dado
en denominar ignorancia inmunolégica®.

DETECCION DE PATRONES
MOLECULARES VIRALES

POR CELULAS DENDRITICAS
ESPECIALIZADAS EN PRESENTACION
CRUZADA O SUBROGADA

La maduracién de las CD es un progra-
ma de expresion génica cuyos productos
determinan la capacidad de activar a lin-
focitos T y linfocitos NK. El programa ma-
durativo puede ser inducido en respuesta
a una lista de estimulos tanto microbianos
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como proinflamatorios. Estos pueden in-
cluir patrones moleculares asociados a
gérmenes, citoquinas pro-inflamatorias (ej:
TNF-a e IFN de tipo I), inmuno-complejos y
sefiales moleculares liberadas o generadas
durante un dano tisular®*%. Los patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP)
quiza son los estimulos mas potentes y su
descubrimiento ha ofrecido la posibilidad
de desarrollar nuevos adyuvantes para
vacunas®%, Estos PAMP son reconocidos
por receptores del sistema inmune innato
denominados receptores de reconocimien-
to de patrones (RRP), que incluyen lectinas
tipo C de superficie (CLR), receptores tan-
to de superficie como endésomicos tipo
Toll (TLR) y receptores citosélicos como el
RIGH, MDA-5 y NLR*. Los receptores de re-
conocimiento de patrones moleculares de
gérmenes se expresan en muchas células
efectoras del sistema inmune innato, ma-
crofagos, células dendriticas, y células B ac-
tivadas, incluidas en el concepto de células
presentadoras de antigeno®. No se trata de
receptores especificos de antigeno, ya que
no presentan una distribucién clonal®, sino
de detectores de la presencia de biomolé-
culas que denotan la presencia de gérme-
nes y la estirpe filogenética de los mismos.

Tras la infeccion de un virus, las células
del sistema inmunitario tales como las CD
y los macréfagos, detectan el ARN de doble
cadena (dsRNA) viral a través de los recep-
tores RLRs y TLR3%. RIG-1 y MDA5 pueden
detectar los acidos nucleicos de virus ARN
en el citosol®. RIG-I detecta caracteristicas
del ARN de varios virus pertenecientes a
los géneros de paramixovirus, ortomixo-
virus, flavivirus y rhabdovirus y MDAS5 de-
tecta ARN de picornavirus y calicivirus™.
Tras la deteccion se activa un complejo
con la proteina IPS-1 (también denomina-
da MAVS) de la superficie mitocondrial y
la activacioén de los factores IRF inductores
de interferén tipo I, via la tirosina quinasa
TBK-1%2 e IKKe. TLR3 reconoce dsRNA en el
interior de endosomas e inicia la transduc-
cion de sefales a través de su dominio in-
tracitoplasmatico que interacciona con el
adaptador TRIF®™,

El 4acido poliinosinico-policitidilico
(poly I:C) es un anélogo de ARN de doble
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cadena y el tratamiento de animales con
poly I:C induce intensos efectos antivirales
y antineoplasicos™, interpretados original-
mente como el resultado de la produccién
de IFN-a. Las células dendriticas CD8a" ex-
presan los genes para IFN tipo I, IL-6, e IL-
12p40 en respuesta a poly I:C. El poly I:C,
actuando como una anélogo de ARN viral,
activa el eje RIG-I / IPS-1 en el citosol®*™.
Poly [:C es agonista tanto de TLR-3 como
de RIG-, de manera que puede inducir la
maduracién de CD tanto desde endosomas
fagociticos como desde el citoplasma®2™7,
Dado que la mision fisiolégica de los lin-
focitos T citotoxicos es la defensa frente
a infecciones virales, parece logico que la
presentacién cruzada se intensifique en
presencia de ARN viral.

SUBPOBLACIONES DE CELULAS
DENDRITICAS DE RATON
ESPECIALIZADAS EN PRESENTACION
CRUZADA O SUBROGADA

Se reconocen tanto en ratén como en
humano varias subpoblaciones de células
dendriticas distinguibles por sus marcado-
res de superficie, su ontogenia y sus funcio-
nes™™, En el bazo de ratén es posible rea-
lizar una division en dos subpoblaciones
diferentes atendiendo al marcador CD8o.
De esta manera, las CD se pueden clasifi-
car en dos grandes subgrupos con distin-
tas funciones biolégicas: CD8a*/CDl1lc* y
CD8a/CD11c:.

Las células dendriticas de la “familia
CD8a” representan aproximadamente el
20% de las CD convencionales del bazo en
ratén™. Existe evidencia experimental in
vivo que indica que estas células captan
material exégeno para presentarlo asocia-
do a MHC de clase I, lo que permite res-
puestas T citot6xicas frente a virus y tumo-
res™™7  Asimismo, expresan receptores
de membrana que les permiten internalizar
eficientemente material de células muertas
o en apoptosis™™. Como sucede con otras
poblaciones de CD las células CD8a’, en su
estado inmaduro, expresan cantidades es-
casas de moléculas de co-estimulo, como
CD80 y CD86™.
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A diferencia de los linfocitos T citot6-
xicos que expresan el dimero CD8a/CDS8,
estas células disponen del homodimero
CD8a/CD80, que es un co-receptor que in-
teracciona con moléculas MHC de clase I
pero su funcién en CD es desconocida y no
se conserva en humanos.

En ratén se ha descrito la subpoblacién
CD8a" localizada en sangre y en 6rganos
linfoides secundarios y la subpoblacién
CD103* en la dermis™® (Fig. 2 y Tabla 1).
Ambas poblaciones expresan marcadores
comunes (tales como Clec9a) y dependen
para su ontogenia del factor de transcrip-
cion Batf3%%, Los ratones modificados ge-
néticamente que carecen de este factor de
transcripcion carecen de células dendriti-
cas CD8a" en el bazo y en los ganglios lin-

faticos, mientras que los nameros de otros
subtipos de CD se mantienen intactos. La
ausencia de Batf3 conlleva que los ratones
tengan una respuesta mas débil frente a
infecciones virales y una mayor incidencia
de tumores espontaneos®®. Ademas de la
necesidad del factor de transcripcion Batf3
para la diferenciaciéon de las CD de ratén,
se ha observado que la carencia del factor
de transcripciéon IRF-8 determina la ausen-
cia en el raton tanto de células dendriticas
plasmocitoides como de células dendriti-
cas CD8a®. Existe ademas una cepa de ra-
téon llamada BXH2 que porta una mutacién
puntual en el gen de IRF-8 y que determina
la ausencia de las células CD8a, mientras
que las CD plasmocitoides son aparente-
mente normales®.

HUMANO RATON
" CD8a* CD103-
CD141 (6rganos linfoides)
CLECO9A" CD103* CD8«
(6érganos no linfoides)
XCR1*

CLEC9A*
NECL2 XCR1*
TLR3* NECL2*
FLT3* e
FLT3*

débil
CD11c debi CD11¢c*
CD11b- CD11b-

Figura 2. Comparacion de los marcadores de células dendriticas especializa-
das en presentacién cruzada o subrogada de ratén y humano.

Es muy sorprendente que las células
CD8a- de raton residen en 6rganos linfoides
sin patrullar los tejidos periféricos como la
piel y las mucosas. El paradigma de la cap-
tura de antigeno en el tejido y subsecuente
presentacion linfocitaria en 6rganos linfoi-
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des no parece por tanto posible con esta
distribucion tisular. Existe un debate en la
comunidad cientifica sobre el mecanismo
que hace llegar aquellos antigenos que van
a ser presentados hasta el 6rgano linfoide
secundario. Es posible que ocurra presen-
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tacién antigénica de segunda mano y que
las células CD8a* estén especializadas en
presentar antigenos capturados por otras
CD o macroéfagos que si provengan de fo-
cos inflamatorios®®. La funcién de estas
células CD8ao* es critica para la inmuniza-
cion con conjugados de anticuerpos mo-
noclonales frente a la proteina DEC-205 y
antigenos modelo®.

La expresion selectiva en la superficie
celular de la lectina Clec9a en este sub-
grupo de células dendriticas ha permitido
usar este receptor como diana para dirigir
antigenos tumorales frente a estas subpo-
blaciones de dendriticas, resultando en
una induccién muy eficiente de actividad
citotoxica frente a antigenos modelo y
frente a antigenos tumorales®*®. La expe-
rimentaciéon con este subtipo celular es
dificil debido a la complejidad para puri-
ficarlas en nimero suficiente a partir de
bazos de ratones. Es posible emplear una
estrategia basada en la infusién de la ci-
toquina sFIt-3L (fms-related tyrosine kinase
3 ligand) que permite expandir esta sub-
poblacién en nimero suficiente de forma
que se pueda purificar estas células por
seleccion inmunomagnética para experi-
mentar sobre ellas™.

Una alternativa que permite estudiar
este tipo de células dendriticas es el cul-
tivo de suspensiones celulares de médula
6sea con la citoquina sFl1t-3L'. Aunque el
sFlt-3L es la Gnica citoquina exdgena afa-
dida al cultivo, la diferenciacién depende
de trazas de GM-CSF producido endbgena-
mente®. Una fraccion de las CD resultantes
tienen propiedades funcionales similares a
las células CD8ao* de bazo, aunque carecen
de la expresion de CD8a en su superficie.
Estas CD generadas en los cultivos expre-
san altos niveles de Clec9A y niveles bajos
de CD172a, en comparacioén con las células
CD8a- del bazo. La estimulacién de estas
células con ligandos de receptores Toll-
like (TLR), previa a la captura antigénica,
incrementa en gran medida la eficiencia
de la presentacién cruzada®™®. Una serie
de estudios publicados recientemente de-
muestran que los precursores circulantes
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del linaje de las CD8a" no estan dotadas de
la capacidad de realizar la presentacién
cruzada de antigenos y que dicha capaci-
dad se adquiere en pasos posteriores del
desarrollo una vez desplegadas en el tejido
linfoide™ 7,

Por contraposicién con el bazo, las cé-
lulas CD8a" del timo representan la mayor
parte de la poblaciéon de dendriticas resi-
dentes en este 6rgano™. Las células CD8a"
residentes en el timo expresan Clec9A,
CD205, CD24, asi como CD11b y CD172a a
niveles bajos. También expresan bajos ni-
veles de moléculas de co-estimulo y niveles
moderados de MHC clase II. Sin embargo,
difieren en que expresan establemente
CD103%. La molécula CD103 es un receptor
de “homing” a tejidos epiteliales®*3, La im-
portancia de la presentaciéon cruzada en el
timo es un tema en debate. Se puede espe-
cular que la captura y presentaciéon de an-
tigenos en restos apopt6ticos de timocitos
u otras células timicas puede ser impor-
tante en fen6menos de seleccion negativa
implicados en eliminar del repertorio de
reconocimiento a linfocitos T citotéxicos
con capacidad autorreactiva. No obstante,
por el momento no se dispone de evidencia
experimental.

El hecho de que las células de la “fami-
lia CD8a'” sean aquellas que parecen tener
més acentuada esta capacidad, no signifi-
ca que las células CD8uo no sean capaces
de realizar la presentacién cruzada en
ninguna circunstancia®. Existen estudios
experimentales que indican que se puede
conseguir presentacion cruzada por parte
de la subpoblacién CD8a mediante su ac-
tivacion a través de TLRs o FcR*% y se ha
observado que son necesarias para la pre-
sentacién cruzada de antigenos derivados
de Saccharomyces cerevisae® (Tabla 1).

Las células dendriticas CD11c* deriva-
das de suspensiones de médula 6sea en
cultivos de diferenciacién en presencia
de GM-CSF son capaces de presentar anti-
genos proteicos o en cuerpos apoptéticos
fagocitados a linfocitos T citotéxicos con
efectos terapéuticos frente a tumores!'®

(Tabla 1).
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Tabla 1. Esquema de los diferentes subtipos de células dendriticas de rat6n en bazo y piel y sus funcio-
nes en inmunidad. DC: células dendriticas; LC: células de Langerhans; cDC: células dendriticas conven-
cionales; pDC: células dendriticas plasmocitoides; +/-: baja capacidad y s6lo en ciertas situaciones; ++:

alta capacidad.

Raton
Bazo Piel
(ejemplo de tejido periférico)
pDCs LC
eDCs (CD11c B220* PDCA-1Y) (Langerina’) DC dermal
CD8a- CD4 CD8a CD4* CD8o CD4 CDY CDY SiglecPae CD11b* CD103 CD11b"v CD103*
CD11b- CD205*  CD11b* CD205 CD11b Siglecbao CD172a* CD205* CD172a* EpCAM
CD205* Dectina-1*
-Respuesta Thl -RespuestaT  RespuestaT Produccion  Induccionde - Respuesta Presentacion
- Presentacién helper helper de IFN-o/p linfocitos T celular en la piel ~ subrogada
subrogada - Activacion reguladores - Rechazo de
células T CD4 FoxP3* CD4 injertos
Capacidad de presentacion subrogada
++ +/- +/- +/- +/- +/- ++

Las células de Langerhans (Langerina*
CD11cY) en la piel estan desplegadas en la
epidermis donde pueden capturar antige-
nos y se sabe que son capaces de migrar
a ganglios linfaticos con material celular
endocitado. Existen estudios experimen-
tales en los que estas células demuestran
capacidad de presentar a linfocitos T cito-
toxicos en particular en infecciones experi-
mentales con virus HSV-1#%! (Tabla 1).

Muy recientemente se ha descrito un
ratén transgénico Knock-in que va a ser de
extraordinaria utilidad en el esclarecimien-
to de la fisiologia de estas células profesio-
nales de la presentacién cruzada. En estos
ratones se ha insertado en el locus del
receptor de quimioquinas XCR1 el gen de
una proteina fluorescente fusionada con el
receptor de toxina diftérica. Este ratén per-
mite realizar experimentos de seguimiento
de estas poblaciones celulares que son se-
lectivamente fluorescentes y deplecionar
transitoriamente al ratén de estas pobla-
ciones celulares mediante la administra-
cion de toxina diftérica a bajas dosis. Los
experimentos realizados en estos ratones
tras deplecién confirman que desaparecen
selectivamente durante 2-4 dias las células
CD8a* del bazo/ganglio y las células CD103*
de la piel. En esas condiciones se confirma
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el papel critico y no redundante de estas
CD en la inducciéon de linfocitos T citoté-
xicos!®,

CELULAS DENDRITICAS
HUMANAS ESPECIALIZADAS EN
PRESENTACION CRUZADA O
SUBROGADA

Durante casi una década, el problema
ha sido que no era posible identificar una
poblacion de células dendriticas humanas
con caracteristicas similares a las de las cé-
lulas dendriticas CD8a" de rat6n, ya que no
existe una poblacién que co-exprese CD8a.
y no es facil obtener 6rganos linfoides hu-
manos con viabilidad celular. Sin embargo,
el trabajo del Dr. David Sancho, en el grupo
del Dr. Caetano Reis e Sousa, permitié de-
mostrar que existe una poblacién con un
perfil transcriptémico similar en humanos
y en raton®1%2, Estos investigadores partie-
ron de comparaciones transcriptomicas
entre células CD8a" de ratén con el resto
de poblaciones dendriticas, identificando
genes diferencialmente expresados. De
entre estos genes, dos de ellos destaca-
ban, puesto que debian expresarse en la
membrana y era posible reconocerlos me-
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diante anticuerpos monoclonales. Uno de
ellos era la lectina tipo C, Clec9A (DNGR-
1). Obteniendo anticuerpos anti-Clec9A fue
posible identificar esta subpoblaciéon en
humanos y demostrar que en sangre peri-
férica coincide con la previamente descrita
por expresar el marcador BDCA-3 (CD141 o
trombomodulina)!®,

Recientemente, se ha confirmado que
las células dendriticas BDCA-3* humanas
son funcionalmente equivalentes a las de
la “familia CD8a” de rat6n!®1%+197 En una
primera descripcién funcional se muestra
que son superiores en su capacidad de
presentacion cruzada y en la generacion
de respuestas efectoras T CD8* frente a
antigenos ex6genos!®21%6107 ] as células
BDCA-3* humanas comparten las siguien-
tes propiedades con las células CD8o* de
ratén:

1. Expresan un patrén comin de recep-
tores: comparten la expresion de Clec9a
(receptor de la familia 9 del dominio de
tipo C de lectina)!*>1% Necl2 (CADM1 o mo-
lécula 1 de adhesion celular)!?21%7 TLR-3197
y el receptor de quimioquinas XCR1104109
(Fig. 2).

2. Dependen de los mismos factores de
transcripcion (Batf3, IRF-8).

3. Estan especializadas en la captaciéon
de células necréticas.

4. Son productoras de IL-12 e IFNa!°.

5. Tienen la capacidad de presentacién
cruzada o subrogada, lo que resulta poten-
cialmente en la activaciéon CTL.

La expresion selectiva del receptor de
quimioquinas XCR1 sugiere un compar-
timento sumamente interesante en mi-
gracion'®!%. Solamente existe un ligando
conocido, la quimioquina XCL1, que es
producida por linfocitos T CD8 activados.
De esta manera es muy posible que ambas
poblaciones celulares estén hechas para
encontrarse en el tumultuoso 6rgano lin-
foide en el que se mueven, de forma que
la probabilidad de ejercer presentaciones
cruzadas o subrogadas de antigeno es posi-
blemente superior a lo predecible por la es-
casez relativa de ambos subtipos celulares.
Sin embargo, la capacidad para activar CTL
de las células BDCA-3" resulta quiza menos
notoria que las células CD8a* de rat6n y ne-
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cesitan ser inducidas por ligandos de TLR,
como poly [:C1%211 Las células BDCA-3* de
sangre periférica podrian representar un
equivalente de un linaje temprano de las
células CD8a* de ratén, para las que son ne-
cesarios factores adicionales para inducir
eficientemente la capacidad de realizar la
presentacion cruzada de antigenos'?. En
trabajos posteriores se han identificado
combinaciones de factores de crecimien-
to que permiten enriquecer en cultivo es-
tas células pero con un bajo rendimiento/
pureza y elevada complejidad metodologi-
Ca113,114.

Existe controversia sobre si, en ausen-
cia de activacion, la poblacién BDCA-1+, las
pDC y las LC también son capaces de rea-
lizar la presentacién cruzada de antigenos
en el contexto de proteinas solubles. Todas
estas poblaciones de CD tienen la capaci-
dad de exportar proteinas internalizadas
al citoplasma, paso clave para la presenta-
cion cruzada®. Estudios comparativos de
células BDCA-1* y BDCA-3* aisladas de san-
gre periférica y de amigdalas demuestran
que ambas tienen la capacidad de presen-
tar antigeno ex6geno a clones de linfocitos
T en cultivo'®. Es mas cuestionable si las
células BDCA-1* son capaces de direccio-
nar los antigenos internalizados a partir de
restos celulares a endosomas tempranos y
si esto permite su presentacion cruzada o
subrogada (Tabla 2).

Las células BDCA-3* son las tnicas que
presentan la molécula Clec9A en su super-
ficie, que resulta fundamental en el reco-
nocimiento de las células necroéticas para
que pueda darse la presentacién cruzada.
De hecho, David Sancho pudo demostrar
que el sistema Clec9A es necesario y no re-
dundante para la captaciéon de antigenos
a partir de células necréticas en raton'’.
Asi, el receptor es critico para poder
presentar antigenos virales presentes en
cuerpos apoptéticos como se demuestra
en un sistema de infeccién por virus vac-
Cinia116,117'

La endocitosis mediada por receptores
puede ser también realizada a través de
otras lectinas de tipo C. A este grupo per-
tenecen DEC-205, el receptor de manosa
(MR), la dectina-1, DC-SIGN y DCIR®118,
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Tabla 2. Esquema de los diferentes subtipos de células dendriticas de humano en sangre y piel y sus
funciones en inmunidad. LC: células de Langerhans; cDC: células dendriticas convencionales; pDC: cé-
lulas dendriticas plasmocitoides; +/-: baja capacidad y sélo en ciertas situaciones; ++: alta capacidad.

Humano
Piel
San,
gre (ejemplo de tejido periférico)
cDCs pDCs L Dermis Dermis
(CD11cY) (CD123* BDCA-2/4%) Epidermis
BDCA-1* BDCA-3* CD16* CD2 ate CD2 baie Langerina* CD14* CDla*
- Activacion - Activacion -Respuesta -Respuesta - Respuesta - Activacion - Diferenciacion ~ Activacion
célulasTCD4*  células TCD8* inflamatoria antiviral antiviral células TCD8*  células TCD4*  células T CD8*
-Presentacion - Presentacion  -RespuestaT ~ -Produccionde - Produccionde - Diferenciacion - Inmunidad
subrogada? subrogada helper IFN-a/B IFN-a/B células T CD4+  humoral
en Th2
Capacidad de presentacion subrogada
+/- ++ +/- +/- +/- ++ +/- +/-

Steinman y su grupo identificaron que
la funcién presentadora de antigeno de las
CD estaba asociada con la expresiéon de
DEC-205 (CD205), una proteina de mem-
brana homologa al receptor de manosa de
macro6fago, implicada en endocitosis!®. La
unién de la proteina a DEC-205 resulta en
una rapida internalizacion a endosomas
ricos en MHC de clase II. El papel de DEC-
205 en la captacién de antigeno y presen-
tacion cruzada se ha demostrado en CD
de rat6n'®. DEC-205 se expresa en muchas
subpoblaciones de CD pero cuando se hace
diana un antigeno a DEC-205 mediante in-
munoconjugados la tnica subpoblacién
que inmuniza a linfocitos T CD8* es la sub-
poblacién CD8a’. Es objeto de debate si
estas observaciones dependen del hecho
de que DEC-205 se internaliza a endoso-
mas tempranos estables!'*. De hecho, las
células BDCA-3* tienen una mayor capaci-
dad de realizar la presentacién cruzada de
aquellos antigenos dirigidos a endosomas
tempranos, como se ha podido observar al
utilizar un anticuerpo que senalice a través
de DEC-205 conjugado con el antigeno!'!*,

DC-SIGN fue originalmente identificado
como un receptor de ICAM-3, que producia
la proliferaciéon de células T'?. Este recep-
tor es capaz de interaccionar con muchos
patogenos, incluidos HIV, Mycobacterium y
E coli'®. Su papel en internalizacion de an-

An. Sist. Sanit. Navar. 2013, Vol. 36, N° 3, septiembre-diciembre

tigeno es objeto de controversia y no existe
evidencia de su implicaciéon en presenta-
cién cruzada.

ESTRATEGIAS PARA LA EXPLOTACION
TERAPEUTICA DE CELULAS
DENDRITICAS PROFESIONALES DE

LA PRESENTACION CRUZADA O
SUBROGADA

Las estrategias de inmunoterapia es-
tan comenzando a demostrar eficacia par-
cial en el tratamiento de pacientes con
cancer'?'%, La inmunoterapia con células
dendriticas se basa en aprovechar las pro-
piedades de estas células para presentar
antigeno de forma inmunogénica y asi re-
programar y activar la respuesta de linfo-
citos T con capacidad tumoricida!?124126,
Actualmente, la tecnologia més extendida
de inmunoterapia frente al cancer con cé-
lulas dendriticas consiste en inocular cé-
lulas extraidas del paciente, cultivadas in
vitro, cargadas con antigenos tumorales
relevantes, activadas (maduradas) para
ser pro-inmunogénicas y reinfundidas en el
paciente para inducir una respuesta inmu-
ne antitumoral.

El uso de la subpoblacién de dendriti-
cas humanas BDCA-3+, hasta ahora pobre-
mente explorada en clinica, podria resul-
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tar en una respuesta efectora T citotoxica
superior, como se ha demostrado con sus
equivalentes murinos (Alfaro y col, manus-
crito en preparacién). Sin embargo por el
momento no se ha podido generar ningin
protocolo eficiente para separar o diferen-
ciar con rendimiento razonable estas célu-
las a partir de sus precursores, aunque se
ha realizado como ya hemos referido algin
intento con escaso rendimiento!>!,

La eficacia en modelos de ratén y los co-
nocimientos disponibles sobre las propie-
dades funcionales de esta subpoblacién de
células dendriticas indica que son las mas
apropiadas para la inducciéon de respuestas
T citotdxicas frente a tumores y que por
tanto resultarian en estrategias terapéuti-
cas mas eficaces. Existen dos aproximacio-
nes posibles para inducir la respuesta a tra-
vés de estas células dendriticas: (i) intentar
dirigir antigenos al interior de estas células
mediante proteinas de fusién dianizadas.
Esta aproximacion es prometedora pero,
por el momento, presenta la dificultad de
identificar que neoantigenos tumorales se
pueden utilizar para la induccion de inmu-
nidad antitumoral eficiente y (ii) proceder
al aislamiento y manipulacién de estas cé-
lulas ex vivo. Las células se purifican de los
pacientes, se cargarian con antigeno tumo-
ral para ser activadas (maduradas) y pos-
teriormente se inyectarian por via percuta-
nea, intravenosa o en el interior de ganglios
linfaticos localizados mediante ecografia.

La primera estrategia consiste en diri-
gir antigenos a receptores de la superficie
celular especificos de las CD eficientes en
captar antigeno para su presentaciéon cru-
zada (DEC-205, CLEC9A). Por un lado, sa-
bemos que la inmunizacién con antigenos
dirigidos a la poblacién homéloga CD8a* de
ratén es una estrategia efectiva para obte-
ner inmunidad anti-tumoral'?’. La cuestion
ahora es si se pueden realizar enfoques pa-
recidos para dirigir antigenos al homdlogo
humano, alcanzando resultados terapéuti-
cos significativos.

La segunda estrategia consiste en la se-
leccién de las células BDCA-3* y su poste-
rior manipulacién ex vivo. Los pacientes se
someterian a una leucocitoaféresis. Sus CD
son separadas mediante inmunoseleccion,
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se cultivan en medios que contengan cier-
tos antigenos de interés y posteriormente
se inyectan de nuevo al paciente. De la mis-
ma forma cabe mencionar el uso de sFLT-3L
por su capacidad de multiplicar el nimero
de células disponibles para su posterior
aislamiento y manipulacién, por lo que po-
dria generarse un mayor niamero de células
movilizadas con este método, lo que puede
ser técnicamente necesario para hacer via-
ble la estrategia. La inyeccion intratumoral
de estas células es también una estrategia
con posibilidades de éxito, sobretodo si se
provoca la muerte de células malignas en el
territorio de la inyeccion®’. Parece plausible
que las células dendriticas profesionales
de la presentacion cruzada elegiran, entre
el debris celular, los antigenos tumorales
mas susceptibles de ser presentados'?.

El tipo de agonista de TLR suministra-
do para inducir maduracion también des-
empefia un papel muy importante en la
calidad y el tipo de respuesta inmunitaria
generada. Por ejemplo, la estimulacion tan-
to con TLR3, TLR7 o TLR9 induce la pro-
duccion de IFN tipo I, que permite mejorar
atn maés la presentacion cruzada por parte
de las CDs!®. Del mismo modo, la estimula-
cion con ligandos para TLR3, TLR4, TLR7
y TLR9 induce la produccion de IL-12p70%.
La estimulacién de las células dendriticas
mediante multiples tipos de agonistas de
TLR, en combinacién unos con otros, pa-
rece ser uno de los medios méas eficientes
en la induccién de la maduracién y en la
estimulacién de la presentacién cruzada.

Es probable que la préxima generaciéon
de vacunas orientadas a conseguir linfocitos
T citotoxicos explote las funciones especia-
lizadas de las células BDCA3* y posiblemen-
te incorpore formulaciones con diferentes
tipos de ligandos de TLR como adyuvantes
moleculares. El objetivo es una presentaciéon
cruzada muy eficiente inmunizando frente a
los antigenos tumorales relevantes.
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