Articulo de revision

Alianzas y Tendencias, Vol. 2, No. 6

Metodo de vacunacion basado en
el direccionamiento de antigenos
a celulas dendriticas

tendencias
BUAP

Resumen

A casi 150 afios del descubrimiento de las células
dendriticas, Langerhans, Steinman y otros
investigadores en todo el mundo, han descrito el
papel tan significativo de las células dendriticas
en el sistema inmune. Durante este periodo ha
sido posible discernir los  mecanismos
involucrados en la captura, procesamiento y
presentacion de antigenos, asi como la interaccion
que tienen con otras células y la activacion o
supresion de la respuesta inmune. El hallazgo de
estas células, ha detonado el disefio y desarrollo
de nuevas técnicas, y reactivos, como su cultivo y
diferenciacion in vitro. El direccionamiento de
antigenos a las células dendriticas empleando
anticuerpos monoclonales como acarreadores,
permite instruir a estas células para generar una
respuesta inmune contra el antigeno de interés. Es
posible dirigir una respuesta del tipo humoral,
celular o supresora dependiendo de la estirpe de
células dendriticas a la cual sea dirigido el
antigeno, receptor empleado y adyuvate. El
direccionamiento de antigenos es elegante y
presenta  diversos retos  tecnoldgicos y
fisiologicos; sin embargo, una vez superados
podria dar origen a la nueva generacion de
vacunas, con impacto contudente en la salud
humana.

ABSTRACT
About 150 years after, scientists for instance
Langerhans, Steinman and many others in the
worldwide have discovered and described the
pivotal role of dendritic cells in the immune
system. During this period it has been possible to
discern the mechanisms involved in the capture,
processing and presentation of antigens, as well as
the interaction they have with other cells and the
activation or suppression of the immune response.
The discovery of dendritic cells came with the
design and development of new techniques and
reagents, as in vitro culture and differentiation.
Targeting of antigens to dendritic cells by using
monoclonal antibodies as a shuttle, allows the
dendrictic cells to be trained in order to evoke or

Vaccination method based on the targeting of
antigens to dendritic cells

not an immune response against the selected
antigen. It is possible to choose a humoral,
cellular or suppressive immune response by
selecting the dendritic cells subset; the receptor to
which the antigen has to be directed and
importantly an adjuvant have to be included.
Dendritic cells-targeting based vaccines constitute
an elegant strategy to improve immunity; many
technological and physiological challenges have
to be overcome and move forward to a new
generation of vaccines with impact in human
protection.
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Breve historia de las vacunas

La historia de las vacunas tiene muchas aristas,
existen reportes que en el afio 1122 a. C. en India y
China se empleaba la variolizacion (inoculacion
subcutanea del virus de viruela con pustulas de una
persona infectada, a otra no inmune), este
procedimiento conferia proteccion del 40% contra la
infeccion de viruela adquirida por inhalacion, era
bien sabido que los sobrevivientes se hacian inmunes
(1-4). En 1796 Edward Jenner médico inglés,
estrictamente hablando no descubrié la vacuna, pero
pudo relacionar la proteccion que adquirian las
mujeres ordefiadoras cuando se infectaban las manos
con la viruela bovina y no desarrollaban la viruela
humana; lo cual se demostré al vacunar con esas
puUstulas a un nifio que posteriormente se expuso a la
viruela mediante variolizacion y el nifio no desarrollo
la infeccion (1-4). A este procedimiento, Jenner le
llamo6 vacunacion (del latin vacca: vaca y cowpox:
vaccinia), el cual consistia en inocular por
escarificacion pustulas que desarrollaban las personas
infectadas con viruela a las no infectadas. Este
término se utiliza en la actualidad para describir la
inoculaciéon de individuos sanos con cepas atenuadas,
particulas proteicas, lisados de microorganimos, etc.
de agentes causantes de enfermedades para
proporcionar proteccion contra una enfermedad. En
el pasado, con esta técnica se transmitian por via
sanguinea otras enfermedades como la tuberculosis o
sifilis, motivo por el cual, su trabajo fue cuestionado
(1-4). El metodo de vacunacion de Jenner fue tan
exitoso, que la OMS en 1977 logr6 erradicar la
viruela, y en 1980 la Asamblea Mundial de Salud
anuncié que el mundo estaba libre de este virus, por
lo tanto, recomendd suspender la vacunaciéon para
esta enfermedad (1-4). A través de la historia se ha
logrado establecer el papel de proteccion que confiere
la inmunizaciéon para prevenir una serie de
enfermedades como: la difteria, viruela, rabia, tétano,
sarampion, poliomielitis, por mencionar algunas (1-2,
4).

Sin embargo, nuevas enfermedades emergentes como
el VIH / SIDA, tuberculosis, malaria, zika, algunos
trastornos autoinmunes y diversos tipos de cancer,
estan desafiando la forma actual de disefar y
desarrollar vacunas. Esta nueva problemética ha
permitido mejorar los procedimientos para obtener
metodos de vacunacién efectivos y precisos. La
vacunacion es una de las formas mas eficientes de
inmunoterapia y una de las intervenciones de salud
publica mas rentables (1, 5). Una nueva estrategia de
vacunaciéon con gran potencial consiste en el
direccionamiento de antigenos a las células
dendriticas, es decir, los antigenos son dirigidos de
manera especifica utilizando anticuerpos
monoclonales como acarreadores, con la finalidad de
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entregar directamente a la célula profesional
presentadora de antigeno un agente inmundgeno
seleccionado a través de un receptor involucrado en
la internalizacion, figura 1 (6-7).

%

Figura 1. Respuesta inmunologica evocada por direccionamiento
de antigenos a las células dendriticas.

Células dendriticas

Las células dendriticas (CD), fueron observadas por
primera vez en la piel por Paul Langerhans en 1868,
sin tener claro cual era la funcion de estas células. En
aquel momento se penséd que dichas células formaban
parte del sistema nervioso, cuando en realidad se
trataba de las actualmente conocidas como células
dendriticas epidérmicas o células de Langerhans (8-
9). Hace aproximadamente cien afios, estas células
fueron observadas por Ralph Steinman en 1973,
mientras estudiaba las células del bazo de ratéon con
el fin de comprender la inducciéon de respuestas
inmunes en un organo linfoide mayor. Steinman,
observd una poblacion de células con formas y
movimientos inusuales en forma de arbol o
“dendriticas” (figura 2), a las cuales llamo células
dendriticas (griego, dendrén, arbol) (10-11). Por su
aportacion en el area de la inmunologia, Steinman fue
galardonado con el Premio Nobel de Medicina en el
2011.

Figura 2. Microfotografias de contraste de fases de células
dendriticas aisladas del bazo. Tomada de: Journal of Experimental
Medicine, 1973. Identification of a novel cell type in peripheral
lymphoid organs of mice. (I. Morphology, quantitation, tissue
distribution).

Las CD son de origen hematopoyético y expresan
constitutivamente los complejos de
histocompatibilidad (MHC) de clase I y II (12).
Representan a un elemento celular clave en el sistema
inmune ya que capturan a los antigenos, ya sean
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bacterianos, virales o toxinas, los reducen de tamafio
y luego los presentan en su superficie celular a través
de las moléculas MHC 1 y II. Posteriormente, las CD
viajan a los ganglios linfaticos o al bazo (8) donde
presentan los antigenos procesados a las células T,
generando una respuesta inmune especifica para
contrarrestar al antigeno presentado. Existen
evidencias de su capacidad para activar otros tipos
celulares, como linfocitos B, células NK, macrofagos
o eosinofilos, asi como de generar tolerancia
inmunoldgica (5, 13-16).

Descubrimientos innovadores

En la década de los 80’s, los estudios sobre las CD
avanzaron lentamente, debido a las complicaciones
en la purificacion de este tipo celular proveniente de
téjidos linfoides. Este panorama cambid en los 90, a
raiz de la implementacion de técnicas metodologicas
que permitieron la diferenciacion in vitro de células
que compartian marcadores celulares y caracteristicas
funcionales con las CD (17) . Por ejemplo, en el 2000
se caracterizaron una serie de antigenos especificos
de las CD sanguineas, los Blood Dendritic Cell
Antigens (BDCA) (18). Con la implementacion de
técnicas de identificacion y diferenciacion in vitro, se
han tenido avances en el estudio de las CD. Apartir
del descubrimiento de las CD, se han desarrollado
nuevas tecnologias con el objetivo de sacar el mayor
provecho de ellas. Con base al papel tan relevenate
que desempeian las CD en la respuesta inmune, estan
tratando de instruirlas para eliminar patdégenos o
proteger al cuerpo dafios autoinmunes. Posiblemente
una de las principales contribuciones a la biologia de
las células dendriticas humanas fue realizada en 1994
por Sallusto y Lanzavecchia, con la descripcion de
las DC derivadas de monocitos, un sistema de cultivo
artificial para obtener un gran cantidad de DC. Otro
descubrimiento importante relacionado con las
células dendriticas fue la descripcion de los
receptores Toll-like (TLRs) de Hoffman y Beutler
entre 1996 y 1998, estos receptores permiten el
reconocimiento de ciertos patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) no encontrados en el
huésped y las células dendriticas son activados por la
unién a los TLRs. Después del descubrimiento de
TLR, se identifico otra familia de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR), la superfamilia
del receptor de lectina de tipo C (CLR), estos
receptores tienen un amplio rango de funciones con
capacidad de reconocer ligandos decorados con
glicosilaciones o sin ellas, ademas actiian como PRRs
y pueden estimular o inhibir las respuestas celulares
(5, 16, 19-20).

Se han logrado grandes avances en el entendimiento
de la funcioén que tienen las CD en el sistema inmune.
Por ejemplo, se conoce mas sobre los mecanismos de
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captura, procesamiento y presentacion de antigenos
derivados de patogenos, células apoptdticas o
tumorales, la sinapsis inmunolégica entre las CD y
los linfocitos T, el control de la activacion de las CD
a través de TLRs, la importancia de las CD
plasmacitoides en la respuesta antiviral, la funcion de
las CD en la respuesta de linfocitos T colaboradores
(helper), la regulacion de las respuestas de linfocitos
B y células natural killer (NK), el control de
inmunidad versus tolerancia por las CDs, la funcion
de las CDs en las infecciones microbianas, procesos
autoinmunes, reacciones alérgicas, rechazo de
trasplantes, y respuestas inmunes antitumorales, y las
vias de diferenciacion de las CD. Estos son algunos
avances en la inmunobiologia de las CD, que junto
con las técnicas de transfeccion y diferenciacion in
vitro, han permitido considerables avances en
terapias efectivas en el campo de la inmunoterapia
anti-tumoral y anti-infecciosa, asi como para
aumentar el éxito en el trasplante de 6rganos y en el
tratamiento de enfermedades autoinmunes (5, 13, 15-
16, 19-20).

Ingenieria de anticuerpos monoclonales para dirigir

antigenos a las células dendriticas
Las células dendriticas representan a un grupo celular
con alto grado de heterogenicidad, reflejado
fenotipicamente en su origen celular y en los
diferentes nombres que reciben segun su localizacion
en el organismo. Las CDs se originan a partir de
prercursores hematopoyéticos con excepcion de las
CDs foliculares (se originan de precursores
mesenquimales). Las CDs de origen hematopoyético
se dividen en dos grupos: las de origen linfoide y
mieloide. La multiplicidad en las funciones de las
CDs en la regulacion de la respuesta inmune innata,
adaptativa, y/o tolerancia, refleja la diversidad en sus
linajes con respecto a su origen y plasticidad
funcional. Con la ayuda de herramientas moleculares
y de citometria de flujo, ha sido posible agruparlas
con base a la expresion de genes y al perfil de
receptores expresados en su superficie. Estudios
recientes han puesto particular énfasis en comprender
la funcién especifica de cada uno de los linajes, ya
que estos determinan la naturaleza de la respuesta
immune que pueden desencadenar/favorecer (5-7, 15-
16, 19-22).

Por el papel tan importante que desempeflan en el
sistema immune (activacion de células B y T), las
DCs sobresalen de otras células presentadoras de
antigeno (APC) debido a su alta eficiencia en la
captura, procesamiento y presentacion de antigenos.
Estudios recientes en fase clinica y preclinica han
sacado el mayor provecho de las caracteristicas de
estas células para hacer mas eficientes las vacunas (5-
6, 15, 20-22). Una gran variedad de estrategias se han
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empleado para entregar los antigenos a las DCs, entre
estas se incluye el uso de anticuerpos y
nanoparticulas  sintéticas  (5-6, 21-22). La
administraciéon de antigenos conjugados a ligandos
naturales expresados en las DCs o de anticuerpos
especificos contra receptores ha sido ampliamente
estudiada como medio para el direccionamiento in
vivo de antigenos, para hacer més eficiente su captura
y presentacion. A mediados de los afios ochenta, se
hizo maés evidente que algunos anticuerpos eran
capaces de inducir una respuesta inmune dependiente
de células T al facilitar la internalizaciéon de
antigenos; debido a que el ligando natural de los
receptores Fc es la region constante (cristalizable) de
los anticuerpos (5-6, 21-22). Con estas evidencias,
surge la siguiente hipotesis: si los antigenos son
dirigidos a las moléculas expresadas en la superficie
de células presentadoras de antigeno, /sera posible
estimular (amplificar) la respuesta inmune modulada
por células T? (5-6, 21-22). En experimentos
pioneros realizados por Snider y Segal, a finales de
los 80"s, por medio del uso de anticuerpos especificos
contra los receptores de IgG (FcyRs) y el MHC,
dirigieron antigenos a las células presentadoras de
antigeno obteniendo como resultado la amplificacion
del proceso de presentacion de antigeno a las células
T en un modelo in vitro (23). Estos resultados
después fueron corroborados in vivo, donde se
muestra una fuerte respuesta humoral contra los
antigenos dirigidos a estos receptores en ausencia de
adyuvante (5-6, 21-22).

Sin embargo, la expansion de esta estrategia
realmente comenz6 a principios del nuevo milenio
con la identificacion de los receptores de lectinas
expresados en las celulas dendriticas. Ralph Steinman
y sus colegas describieron por primera vez las
interesentantes propiedades de anticuerpos que
reconocen el receptor de lectina de tipo C, DEC-205;
el cual es utilizado en el direccionamiento in vivo de
antigenos tumorales a DCs (24-27). Con este
descubrimiento se inicia una nueva etapa en el disefo
de vacunas basadas en el direccionamiento de
antigenos a las CDs. Actualmente esta estrategia se
emplea para tratar diversos tipos de cancer,
enfermedades infecciosas, tales como HIV-1, o para
atender enfermedades autoinmunes. En la tabla I se
muestran los receptores mas representativos que han
sido empleados para dirigir antigenos a las células
dendriticas (6, 24-27).

Caja de herramientas inmunolégicas para producir
vacunas
La base conceptual de las nuevas vacunas se
sustentan en la plataforma experimental propuesta
por Daniel Hawiger y Ralph Steinman (28-29), la
cual consiste en hacer las proteinas de fusion
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anticuerpo:antigeno utilizando herramientas de
biologia molecular e ingenieria de proteinas, con esta
metodologia es posible unir antigenos a los
anticuerpos (sin modificarlos quimicamente) y
expresarlos en sistemas heterdlogos para obtener los
prototipos de vacunas que podrian ser empleados
para tratar VIH-1, tuberculosis, alergias, diabetes o
canceres especificos. Esta plataforma permite enlazar
el antigeno seleccionado a un anticuerpo especifico
que sirve como acarreador para entregarlo
directamente a las células dendriticas a través de
receptores, tales como DEC-205, Dectina, Langerina,
DC-ASGPR, DC-SIGN, etc. Este tipo de
procedimiento de inmunizaciéon requiere adyuvantes,
tales como ligandos de TLR, para activar a las células
dendriticas (1, 5, 7, 13, 15, 20, 22, 24, 27, 30).

Tabla 1. Direccionamiento de antigenos via receptores expresados
en la superficie de las células dendriticas y que ademas involucran
mecanismos de internalizacion. Adaptado de Nature Immunology
Reviews, 2014. Dendritic cell-targeted vaccines - hope or hype?

Estimula Células Estimula Células
Receptor T CD4" T CD8"

In vitro In vivo In vitro In vivo
CD205 + + ++
CD207 +-
MMR ++
DC-SIGN 4
CLEC9A ++
DCIR2 4
CLECI2A +/-
DC-ASGPR +-
Dectinl +
CDllc A
CDI11b +
MHC-II s + +/-
CD40 ++(humano) ++(humano) +
FcgR + + i
XCR1 6 XCL1 + + ++

BN R R RS
Tk

+E B+ BT T

En resumen, el disefio de las vacunas basadas en el
direccionamiento de antigenos a las de células
dendriticas implica una matriz matematica en la que
intervienen variantes tales como: el receptor al cual
sera dirigido un determinado antigeno, la sefial de
activacion y el linaje de células dendriticas. Los
detalles se describen en la figura 3.

Formulacion de vacuna

Respuesta Thi P Th2
nmunidad celular Produccion de antcuerpos

Figura 3. Estrategia para la formulacién de vacunas basadas en el
direccionamiento de antigenos a células déndriticas. La
preparacion require de la seleccion de acarreadores (anticuerpos
monoclonales contra un receptor determinado), antigenos,
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adyuvantes asi como la eleccion del tipo de linaje celular. El
resultado de este procemiento se traduce en una plataforma versatil
para el disefio y desarrollo de nuevas vacunas.

CONCLUSIONES

En los ultimos afios mas de un centenar de estudios
han evaluado la estrategia del direccionamiento de
antigenos a las células dendriticas en su capacidad de
estimular la respuesta inmune mediada por células T
y anticuerpos. La mayoria de estos ensayos han sido
llevados a cabo in vivo en modelos murinos o in vitro
utilizando células humanas. Sin embargo, los
experimentos futuros tendran que llevarse a cabo en
ratones humanizados, empleando antigenos mucho
mas fisiologicos, para después escalar los ensayos en
primates no humanos para evaluarlos en su capacidad
de estimular respuestas inmunes efectivas e
idealmente tendran que complementarse con estudios
de proteccion. Las vacunas basadas en el
direccinamiento antigenos a las células dendriticas
constituyen una estrategia elegante para mejorar los
mecanismos de inmunidad. Muchos desafios
tecnologicos y fisioldgicos tienen que ser superados,
para avanzar hacia una nueva generacion de vacunas
con un impacto contundente en la proteccion humana
contra la infeccion de agentes patogenos y tumores.

Hace algunos afos era practicamente imposible
pensar en el uso terapias celulares para tratar
patologias complejas, tal es el caso del cancer y
enfermedades autoinmunes. Sin embargo, los avances
biotecnologicos en la ciencia han permitido el uso de
células en estos tratamientos. La aplicacion de células
dendriticas (CDs) o células no diferenciadas ha
contribuido en mejorar la expectativa y calidad de
vida en pacientes para quienes los tratamientos
convencionales no han tenido buen resultado.
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GLOSARIO
Adyuvantes. Agentes que se mezclan con un antigeno
e incrementan la respuesta inmune a un antigeno
después de la inmunizacion.

Antigeno. Una toxina o sustancia extrafia que induce
una respuesta immune en el organismo,
principalmente la produccion de anticuerpos.

Lecitina tipo C. Receptores que se unen carbohidratos
de manera dependiente de calcio. Pueden ser
clasificados con base a sus propiedades de
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sefializaciébn, que también influyen en el
sefialamiento celular del receptor internalizado y
posterior presentacion del antigeno unido.

Patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs). Moléculas asociadas con grupos de
patogenos, las cuales son reconocidad por las células
del sistema inmune innato. Estas moléculas pueden
ser descritas como pequefios sitios molecualres
conservados dentro de una clase de microorganismos.
Son reconocidos por los receptores Toll (TLR) y
otros receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs), tanto en vegetales como en animales. Una
amplia gama de moléculas pueden funcionar como
PAMPs, tales como, glucanos y glucoconjugados.

Receptores de reconocimiento de patrones (PRR).
Proteinas expresadas por células del sistema inmune
innato, las cuales detectan moléculas asociadas a
patdégenos microbianos o estrés celular.

Receptor  tipo  Toll (TLR). Receptor de
reconocimiento de patrones conservados. Estas
moléculas se localizan intracelularmente y también
en la superficie celular de macrofagos, células
dendriticas, células B 'y células epiteliales
intestinales. Sus ligandos naturales son patrones
moleculares conservados, conocidos como patrones
moleculares asociados a patdgenos que se encuentran
en bacterias, virus y hongos.
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