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Introduccion

El melanoma maligno es un tumor para el que
no existen actualmente terapias efectivas. La in-
munoterapia, es decir, la utilizaciéon del sistema
inmune para destruir celulas tumorales, ha sur-
gido y avanzado rapidamente en los tltimos afios
como una opcion de tratamiento.

El uso de células dendriticas cargadas con antige-
nos tumorales ha mostrado resultados promiso-
rios. Sin embargo, el problema que se presenta
actualmente es la fuente de antigenos asociados
a tumor (AAT) a utilizar dado que no todos pre-
sentan el mismo potencial inmunogénico ni se
encuentran en igual cantidad en todos los tumo-
res. Se analizardn los distintos tipos de vacunas
de células dendriticas y sus resultados clinicos e

inmunologicos.
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Melanoma Maligno

El cancer constituye la principal causa de muerte
en pafses desarrollados. En este contexto, el mela-
noma, tumor maligno originado de melanocitos
cutdneos y células pigmentarias de iris y uvea [1],
es la primera causa de muerte por cancer de piel
y su incidencia ha aumentado considerablemen-
te en las ultimas décadas [2]. En el mundo, cada
afio aparecen aproximadamente 160.000 casos
nuevos de melanoma. Asi en el afio 2002 se re-
gistraron 160.177 casos nuevos, representando el
1.47% del total de casos de cancer de ese afio [11].
En Chile, las tasas de mortalidad aumentaron un
14% entre 1988 y 1998 y las tasas de incidencia se

elevaron un 105% entre los anos 1992 y 1998 [13].

La exposicion a luz UV, a través del dafio al DNA,
alteracion del sistema inmune y supresion de la
inmunidad local, asociado a la susceptibilidad ge-
nética juega un rol fundamental en el desarrollo

del melanoma.



A pesar de que en etapas tempranas el melanoma
puede tratarse quirurgicamente con un 95% de
sobrevida, una vez que metastatiza es altamente
resistente a los tratamientos convencionales de
quimio y radioterapia, con una sobrevida media
menor al 10% [2]. La ausencia de terapias efecti-
vasy el hecho de que exprese multiples antigenos
reconocibles por el sistema inmune [9] han lleva-
do a plantear diversas técnicas de inmunoterapia

para combatirlo.

Células Dendriticas

Las células dendriticas (DC), células presentado-
ras de antigeno (CPA) profesionales, son un ele-
mento escencial para gatillar la inmunidad espe-
cifica, ya que son capaces de presentar antigenos
a linfocitos T e inducir su activacién [1].

Corresponden a células derivadas de precursores
hematopoyéticos de la médula 6sea, que migran
por el torrente sanguineo para ubicarse en tejidos
periféricos del organismo como DC inmaduras,
es decir, con una alta capacidad fagocitica. Ah{
capturan antigenos infecciosos o tumorales e
inician un proceso de maduracién; mientras van
procesando el antigeno para expresarlo en mo-
léculas del Complejo Mayor de Histocompatibi-
lidad (MHC), adquieren motilidad, comienzan
a expresar moléculas coestimuladoras y migran
hacia los 6rganos linfoides secundarios, donde
daran senales de activacion a los linfocitos T [1].
Sin embargo, esta accion dependerd del estado de
maduracion en el que se encuentre la célula den-
dritica [2], asi en ausencia de productos micro-
bianos (PAMPS) o de sefiales de peligro (DAMPS)

se mantienen en estado inmaduro expresando
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bajas cantidades de moléculas coestimuladoras y
en este estado la interaccién con un linfocito T
inducird, por el contrario, anergia [3].

Por su funcién de CPA, las DC constituyen una
herramienta fundamental en la inmunoterapia
contra el cancer ya que son capaces de capturar
antigenos asociados a tumor (AAT) y presentar-
los a linfocitos T en el contexto MHC adecuado
para que éstos monten una respuesta especifica
contra dichos antigenos y en definitiva contra el
tumor que primariamente los expresa [2].

En base a lo anterior, es posible cargar DC con
antigenos tumorales y administrarlas a modo de
vacuna para lograr que éstas migren a los linfo-
nodos y lleguen a activar linfocitos T tumor es-
pecificos y que finalmente éstos monten una res-
puesta tanto CD4 como CD8 que sea capaz de
destruir celulas tumorales y lograr la regresion de
metdastasis o evitar su diseminacion [1].

El melanoma maligno es un tumor altamente in-
munogénico y de tratamiento poco efectivo has-
tala fecha, plantedndose la inmunoterapia como

una alternativa viable para combatirlo.

Vacunas DC: generacion DC,
aporte de AAT y resultados.

Se han utilizado diversos métodos para generar
DCy para cargarlas con AAT. En cuanto a las DC,
es posible obtenerlas a partir de monocitos de
sangre periférica o a partir de precursores hema-
topoyeticos de médula 6sea. Para el aporte de
AAT se han utilizado m RNA, péptidos y lisados
tumorales. Tanto las DC como la fuente de AAT
pueden ser autélogos o alogénicos.

En el afo 1988 se publico el trabajo de Nestle y
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cols. [4] donde utilizaron DC autélogas, obteni-
das de monocitos de sangre periférica incubados
con 11.-4 y GM-CSF, cargadas con péptidos o lisa-
do tumoral alogénico para vacunar a 16 pacientes
con melanoma maligno avanzado. Los péptidos
usados fueron derivados de antigenos asocia-
dos a molecula HLA-A2 (tyrosinase, Melan-A/
MART-1 ygp1oo) o a molecula HLA-A1 (MAGE-1
y MAGE-3). Como coadyuvante se agregd hemo-
cianina de keyhole limpet (KLH) a la vacuna. A
cada paciente se le administrd intranodalmente
4 vacunas separadas por intervalos de 1 sema-
na, una quinta vacuna durante la sexta semana
y luego una vacuna mensual hasta completar
diez. Del total de pacientes 4 fueron vacunados
con DC cargadas con lisado tumoral alogénico y
12 con DC cargadas con péptidos tumorales. La
respuesta tumoral, dada por regresion de metds-
tasis, medida a través de radiografia y tomografia
(TC) entre la sexta y décima semana, fue buena
en 5/16 pacientes; dos con respuesta completa
(CR) y tres con respuesta parcial (PR). En cuanto
ala respuesta de celulas T medida por test cuta-
neo de hipersensibilidad tardia (DTH), fue posi-
tiva en 11/12 pacientes vacunados con peptidos y
en 2/4 pacientes vacunados con lisado tumoral.
Dos de 4 pacientes vacunados con lisado tumo-
ral desarrollaron DTH positivo tanto para lisado
como para péptidos y mostraron buena respues-
ta clinica (1 PRy 1 CR). La otra CR fue obtenida
en un paciente vacunado con péptidos tumorales
que desarrollo DTH positivo tanto para péptidos
como para lisado. Solo 5/16 pacientes mostraron
DTH significativamente positivo (>romm) y de
estos, 4 asociaron buena respuesta clinica, indi-
cando que existe relacion entre la positividad del

test cutaneo y la buena respuesta clinica.
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En un trabajo publicado por JA Kyte y cols [5]
en mayo del 20006 se vacund a 22 pacientes con
melanoma maligno avanzado utilizando DC au-
télogas cargadas con m RNA tumoral autélogo.
Las DC se obtuvieron de la forma anteriormen-
te mencionada. EIl m RNA tumoral se extrajo de
muestras de lesiones de cada paciente. A través
de electroporacion se transfectaron las DC inma-
duras con el m RNA tumoral y posteriormente
se indujo su maduracién con 1L-1, 1L-6, TNFa y
PGE2. Las 4 vacunas separadas por intervalos de
una semana fueron administradas intranodal-
mente en 12 pacientes y subcutanea en el resto de
ellos. Alas 13 semanas se evalud la respuesta clini-
ca de cada paciente segun los criterios para eva-
luar respuesta en tumores sélidos (RECIST) por
medio de TC; 4/22 pacientes mostraron enferme-
dad estable (SD) y 18/22 progresion de enferme-
dad (PD). Al evaluar la respuesta inmune antitu-
moral se obtuvo que 8/18 pacientes desarrollaron
DTH positivo y 9/19 pacientes presentaron pro-
liferacién de células T tumor especificas. La so-
brevida media de pacientes desde el momento de
la vacunacién fue de 12,3 meses mientras que la
sobrevida media de pacientes con melanoma ma-
ligno avanzado se estima en 7,5 meses.

O’ Rourke y cols [7], el 2003, desarrollaron vacu-
nas utilizando DC autdlogas obtenidas de mono-
citos a través de un método similar al ya descrito
cultivadas con células tumorales también auto-
logas. Se incluyeron 17 pacientes con melanoma
maligno estadio 1V. El protocolo incluyé inyec-
ciones intradérmicas en un solo sitio en pared
abdominal de vacunas con bajas o altas dosis de
DC, con un régimen primario de 6 vacunaciones
que se realizaron a intervalos de 15 dias. Poste-
riormente, y mientras fue posible, se vacuné a

los pacientes semanalmente en 6 ocasiones. De



12 pacientes que lograron completar el régimen
primario de vacunacién en 3 se logré CR (media
sobrevida de 35 meses), 3 PR, 6 PD. Ademds se en-
contrd que la regresion de la enfermedad no se
relacionaba con las dosis de las vacunas o con la
presencia de DTH positivo. En este trabajo ade-
mas destaca la medicién de los niveles de pro-
tefina S-100B, cuyos niveles elevados previos al
tratamiento se correlacionaron con mayor masa
tumoral y una pobre respuesta clinica.

Por otra parte, también se han utilizado vacunas
compuestas por hibridos de DC y células tumo-
rales (Trefzer U. y cols. 2005) [8], utilizando DC
alogénicas de donantes sanos electrofusionadas
con células tumorales autdlogas irradiadas. Di-
chas vacunas se inyectaron intradérmico cada
4 semanas, en piel sana, lejos de tumores y cer-
cana a linfonodos no afectados, recibiendo los
pacientes entre 3 y 25 vacunas. Se incluyeron 17
pacientes, obteniéndose una mediana global de
sobrevida de 22.4 meses (rango de 5-58 meses),
con 1 CR, 1 PR, 6 SD; los autores incluyeron a es-
tas tres ultimas condiciones bajo la categoria de
“respuesta clinica’, encontrandose en ellos una
medina de sobrevida de 28 meses (rango der2-58
meses), mientras que los pacientes con PD mos-
traron una mediana de sobrevida de 12.5 meses
(rango de 5 a 22 meses), que logra ser mayor que
la mediana de 8 meses descrita para melanoma
maligno estadfo 1V.

Se encontré ademds una respuesta DTH positi-
va en 14/17 pacientes y 11/14 (con o sin respuesta
clinica) mostraron resuesta de LT contra varios
AAT. Los autores atribuyeron la falta de respues-
ta clinica a la pérdida/modificacién de la antige-
nicidad tumoral del paciente ya que se evidencié
evasion tumoral al desaparecer AAT en metasta-

sis de 6 pacientes.
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Lépez et al [9], desarrollaron vacunas de DC au-
télogas generadas en forma similar a lo descrito
anteriormente, pulsadas con un lisado tumoral
alogénico standard (TRIMEL).

Se incluyeron 43 pacientes en estadio IV y 7 en
estadio 11l de melanoma maligno. El protocolo
de vacunacion incluyé 4 dosis de la vacuna junto
con KLH, en alguna extremidad, cercana a linfo-
nodos indemnes, (dias o, 10, 30 y 50) y en 12/50
pacientes se inyectd (s.c.) 1L-2 recombinante
(rhlL-2, PROLEUKIN) después de la 2, 3 y 4 va-
cunacién. En 5 pacientes se realizé una segunda
ronda de vacunacién 1 afio después del primer
ciclo.

En mas del 60% se encontr una respuesta DTH
(+) a TRIMEL; en este grupo de pacientes se
observé una mediana de sobrevida de 33 meses,
comparado con la mediana de sobrevida de 11
meses en aquellos con respuesta DTH(-). Ade-
mds se encontrd que todos los pacientes en es-
tadfo 11l fueron DTH(+) y permanecieron vivos
y libres de tumor durante un periodo de tiempo
entre 33 a 64 meses, con 48 meses de mediana.
Respecto a la respuesta inmune, los pacientes
DTH(+) mostraron una reduccién significativa
en la proporcién de LT CD4+ productores de
TFG-B, al compararlos con pacientes DTH(-) .

Discusion

A pesar de que las diversas formas de generacion
de vacunas tienen fundamentos tedricos légicos
respecto al conocimiento actual de la inmunolo-
gia, los resultados obtenidos podrian indicar que
existen ventajas de algunos métodos sobre otros.
En cuanto a los mecanismos de generar DC ana-
lizados no existen mayores diferencias salvo en la

cantidad de dias que los monocitos precursores
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son incubadas con 1L.-4 y GM-CEFSy las citoqui-
nas usadas para inducir la maduracion DC (IL-1,
1L-6, TNFa). En todos se consideran estas celulas
como fundamentales para inducir la respuesta de
linfocitos T antitumoral ya que son capaces de
expresar cualquier antigeno proteico usado en
el contexto de MHC. La diferencia fundamen-
tal entre estos trabajo es la fuente de AAT usada.
Al utilizar péptidos tumorales identificados [4],
idealmente debiese ser un conjunto de estos de
modo de minimizar las posibilidades de que el
tumor logre escapar o de que no exprese alguno
de ellos y de maximizar la probabilidad de indu-
cir una respuesta inmune antitumoral policlonal
efectiva. Al administrar el adyuvante KLH como
antigeno para linfocitos CD4 se pretende gatillar
la secrecién de citoquinas por linfocitos T helper
necesaria para desarrollar una respuesta CD8 en
el microambiente linfonodal. Respecto al m RNA
tumoral alogénico [5,0], la ventaja tedrica de este
método es que permite gatillar una respuesta in-
mune especifica contra los antigenos tumorales
particulares que se expresan en el paciente ya que
los autores sostienen que la gran mayoria de los
AAT son propios para cada individuo. Otro factor
relevante es la capacidad para activar tanto celu-
las CD4 como CDS8. Esto serfa posible puesto que
las DC sintetizan los péptidos codificados por el
m RNA tumoral y algunos de estos quedan en el
citoplasma y pasan a moleculas MHC 1y otros
son exocitados o expresados en la membrana de
la DC y luego ésta puede incorporarlos a un fago-
soma y porteriormente a moleculas de MHC 11
Tambien se ha postulado que los péptidos cito-
plasmaticos pueden ser incorporados por autofa-
gosomas y asi terminar en la via del MHC 11. Las
celulas tumorales autodlogas [7] serian utilizadas

para aprovechar epitopes mutados particulares
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de cada paciente y montar la respuesta inmune
contra ellos. Al crear hibridos de DC con celulas
tumorales [8] se quiere combinar la antigenici-
dad del tumor con la capacidad para estimular
inmunidad celular citotéxica o CD8. Finalmente
el uso de lisado tumoral alogénico [9] proporcio-
narfa un pool de antigenos estandarizados, que
con alta probabilidad estan tambien expresados
por el tumor del paciente y adicionalmente, al li-
sar celulas brinda una serie de sefiales de peligro
o DAMPS que aumentan la expresion de mole-
culas MHC y coestimuladores en las DC poten-
ciando su capacidad presentadora de antigenos.
El TGF-B, una citoquina expresada tanto por el
tumor como por linfocitos T reguladores esta in-
volucrada en la inhibicion de los linfocitos CD8+
y NK [9,10]. Luego de la vacunacién con lisado
tumoral, se observo que los pacientes DTH(-)
tienen niveles significativamente mayores de
TGF-B que los pacientes DTH(+) [9], por lo que la
mala respuesta clinica podria asociarse a la pre-
sencia de Linfocitos T reguladores que inhiben la
respuesta inmune antitumoral [10].

En el trabajo realizado por Nestle y cols [8] se
obtuvo buena respuesta clinica en 5/16 pacientes,
de estos pacientes, cuatro mostraron DTH signi-
ficativamente positivo, lo que posiblemente indi-
ca que existe una relacién entre DTH positivo y
buena respuesta clinica. De los cuatro pacientes
con DTH positivo y buena respuesta clinica, dos
fueron vacunados con peptidos y dos con lisado
tumoral. Considerando que un total de 12 pacien-
tes fueron vacunados con péptidos y solo cuatro
con lisado tumoral, probablemente éste ultimo
método brinda mejores resultados.

En cuanto a la utilizacién de m RNA autoélogo
[5,6], se obtuvo respuesta inmune, medida por

DTH vy ensayos de proliferacion de celulas T, en



el 50% de los pacientes aproximadamente pero
esto tuvo poca correlacién con buena respuesta
clinica ya que solo se observo en 4/22 pacientes.
La sobrevida media observada tampoco fue muy
promisoria en comparacion con la alcanzada en
otros trabajos analizados; 12,3 meses versus 35, 28
y 33 meses.

Al parecer se obtubieron mejores resultados al
utilizar DC autologas cultivadas en presencia de
celulas tumorales [7]. En este estudio la mitad de
los pacientes (6/12) mostraron buena respuesta
tumoral y dentro de éstos, los tres que desarrolla-
ron CR tubieron una sobrevida media de 35 me-
ses en comparacion con los 7 a 8 meses de sobre-
vida media de pacientes con melanoma maligno
avanzado. Sin embargo, estos resultados no se
asociaron a respuesta DTH.

Resultados similares se obtuvieron al vacunar a
pacientes con hibridos de DC alogénicas y células
tumorales autélogas [4]. Casi la mitad de los pa-
cientes (8/17) mostraron buena respuesta clinica
y una sobrevida media de 28 meses en compara-
cién con el resto de pacientes, en los que la en-
fermedad progreso (PD) y cuya sobrevida media
fue de solo 12 meses. En este trabajo se obtuvo
respuesta inmune antitumoral en mas de la mi-
tad de los pacientes.

En el trabajo que utilizo DC autologas cargadas
con lisado tumoral alogénico [9] se observaron
resultados similares a los anteriores; en mas del
60% de los pacientes de desarrollo respuesta in-
mune antitumoral, evaluada por DTH, la cual se
asocid a buena respuesta clinica con una sobrevi-
da media de estos pacientes de 33 meses en com-
paracion con los que no mostraron DTH positivo
cuya sobrevida media fue de 11 meses.

Segun lo analizado a partir de estos resultados,

postulamos que la utilizaciéon de células tumo-
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rales como fuente de antigenos, ya sea enteras,
como lisado o como hibrido con DC, tiene ven-
tajas sobre el uso de peptidos 0 m RNA tumoral.
Esto probablemete se debe a la gran variedad de
antigenos que puede aportar la totalidad de la cé-
lula tumoral y a las sefiales de peligro (DAMPS)
que contribuyen a la activaciéon y maduracién de
las DC al unirse a los receptores tipo Toll (TLR).
Por otro lado, en los trabajos en que se obtuvo
buena respuesta clinica, las sobrevidas medias fu-
ron del orden de 30 meses, lo que es considerable
si se compara con la sobrevida media de aquellos
en que no se logro buena respuesta o con la del
melanoma maligno avanzado que no recibe in-
munoterapia; 12 y 8 meses respectivamente.
Finalmente podemos agregar que a pesar de que el
porcentaje de pacientes que responde a la inmu-
noterapia es relativamente pequefio en compara-
cioén con las tasas de respuesta de otros canceres
a las terapias convencionales, ésta si prolonga
significativamente la sobrevida de pacientes con
melanoma maligno metdstasico, logrando la re-
gresiéon de lesiones o al menos manteniendo la
enfermedad sin progresion, por lo que nos pare-
ce un campo promisorio el investigar formas de
predecir qué grupo de pacientes se beneficiarfa
con inmunoterapia de forma de aplicarla selec-

tivamente.
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