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RESUMEN

Las células dendríticas son importantes reguladores de la respuesta inmune celular. Estas células son
consideradas como presentadoras profesionales de antígenos, con potente capacidad de estimular linfocitos
T vírgenes. El objetivo de este trabajo fue establecer un modelo de cultivo in vitro para la obtención de
células dendríticas mieloides humanas a partir de monocitos CD14+ de sangre periférica. Se utilizaron
citoquinas como IL-4 y factor estimulador de colonias granulo-monocíticas (GM-CSF) para la obtención
de células inmaduras y la posterior incubación con PGE2 y TNFa para la obtención de células maduras.
Utilizando este modelo se obtuvieron células dendríticas inmaduras al día 5 y células dendríticas maduras
al día 7, lo cual fue confirmado por los cambios en la morfología y la expresión de marcadores de
superficie como CD14, CD86, HLA-DR y CD83. El estudio de la cinética de maduración de células
dendríticas, es de utilidad en protocolos de inmunoterapia para diferentes tipos de cáncer y en la defini-
ción de mecanismos inmunes involucrados en diferentes inmunopatologías causadas por antígenos pro-
venientes de alergenos o de microorganismos.
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ABSTRACT

Dendritic cell activity is an important step to elicit cellular immunity. These cells are the most potent
antigen presenting cells and the main activating factor for naive T cells. There are several phenotypes of
dendritic cells originated from different cell precursors. The aim of this study was to assess a model to
obtain human myeloid dendritic cells from peripheral blood CD14+ monocytes. Cells were cultured in the
presence of granulocyte-monocyte colonies stimulating factor (GM-CSF) and IL-4 to obtain immature
dendritic cells, wich were further cultured with PGE2 plus TNFa to induce their maturation. We obtained
immature dendritic cells at day 5 and mature dendritic cells at day 7, according to microscopic cellular
phenotype and positivity of membrane markers for CD14, CD86, HLA-DR and CD83,
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* En memoria del Doctor Julio Alberto
Latorre Lázaro

INTRODUCCION

Una de las células con capacidad para esti-
mular linfocitos que no han tenido contac-
to con antígenos son las células dendríticas,
las cuales se consideran como potentes cé-
lulas presentadoras de antígeno profesio-
nales. Esta función es posible gracias a su

potencial para capturar antígenos en los
tejidos periféricos en su estado de inmadu-
rez, procesarlos mientras viajan al órgano
linfoide secundario, en donde se completa
su maduración y presentarlos en contexto
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de moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad en las áreas de
linfocitos T del nódulo linfoide (Revy,
2001; Lanzzavechia, 2001; Romani, 1989;
Russo, 200; Teunissen, 1990).

En este proceso de activación de linfocitos
T, las células dendríticas expresan molécu-
las de superficie y liberan moléculas que
polarizan la respuesta de los linfocitos ac-
tivados para secretar citoquinas de tipo Th1,
como en el caso de las células que secretan
INFg y TNFβ, o citoquinas de tipo Th2
como IL-4, IL-5, IL-9 o IL-13 (Jankovic,
2001; Lanzzavechia, 2000; Romagnani,
2000).

El ejemplo claro de una citoquina secretada
por la célula dendrítica y que participa en
la regulación de la respuesta linfoide, es la
IL-12. Cuando la célula dendrítica secreta
IL-12, los linfocitos se convierten en célu-
las Th1. En contraste, si la producción de
IL-12 por células dendríticas es baja o ne-
gativa, la respuesta linfoide puede ser
sesgada hacia Th2 (Langenkamp, 2000;
Lanzzavechia, 2000).

La capacidad de las células dendríticas para
regular la respuesta inmune celular ha des-
pertado gran interés, debido a que pueden
participar en los mecanismos inmunopato-
lógicos de diferentes enfermedades y se
utilizan como blancos para el desarrollo
de protocolos de inmunomodulación en
procesos infecciosos, alérgicos y cáncer
(Hsu, 1995; Kugler, 2000; Lodge, 2000;
Mukherji, 1995; Murphy, 1996, Nestle,
1998).

Las células dendríticas han sido clasifica-
das de acuerdo con diferentes linajes
hematopoyéticos en linfoides (CD11c-) y
mieloides (CD11c+), estas subpoblaciones
pueden ser diferenciadas mediante la utili-
zación de marcadores de superficie. Adi-
cionalmente, existen protocolos para

obtener diferentes tipos de células dendrí-
ticas in vitro a partir de precursores de mé-
dula ósea CD34+ y células circulantes
CD14+. Las células dendríticas de diferen-
tes fenotipos han sido involucradas en la
inducción de tolerancia o activación por
parte de los linfocitos (Albert, 2001; Cella,
1996; Fonteneau, 2001; Grouard, 1997;
Kohrgruber, 1999; Macatonia, 1995;
Rissoan, 1999; Robinson, 1999; Steinman,
2000).

El objetivo del presente trabajo fue esta-
blecer el modelo de cultivo para la obten-
ción de células dendríticas mieloides a partir
de células circulantes de sangre periférica
CD14+, mediante la utilización de citoqui-
nas como IL-4 y factor estimulador de co-
lonias granulo-monocíticas (GM-CSF),
para su posterior utilización en estudios in
vitro o para el posible desarrollo de mode-
los de inmunoterapia.

MATERIALES Y MÉTODOS

Purificación de los monocitos:a partir de
una muestra de sangre anticoagulada con
heparina se obtuvieron poblaciones de cé-
lulas mononucleares de sangre periférica
(CMSP) por gradientes de Ficoll-Hypaque.
Los monocitos se separaron con anticuer-
pos monoclonales anti-CD14 acoplados a
perlas magnéticas utilizando el sistema de
MiniMaCs (Miltenyi, Alemania). Las célu-
las obtenidas se lavaron en medio base
(RPMI 1640, Sigma, USA) con 2% de SFB
HyClone. La viabilidad celular fue eva-
luada mediante citometria de flujo y
tinción con 7-Actinomicina-D (7-AAD,
Becton Dickinson, USA). Además, se reali-
zó conteo celular en hemocitómetro. La
pureza de la población fue evaluada por
citometría de flujo utilizando un anticuer-
po anti-CD14 (Becton Dickinson).

Diferenciación de monocitos a células
dendríticas: las células CD14+ se incuba-
ron en medio completo (RPMI 1640,
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antibióticos, aminoácidos no esenciales,
piruvato de sodio y 10% SFB) en placas de
24 pozos a una densidad de 8x105 por ml
en presencia de 1,000 U/ml de IL-4 y 50
ng/ml de GM-CSF (R&D system, USA) du-
rante 5 días y se verificó su morfología por
microscopia de luz. Al día 5 de cultivo, se
adicionaron 5,000 U/mL de TNFα y 10
mM/mL de PGE2 durante 48 horas; como
control negativo se utilizaron células sin
estímulo de maduración. La morfología de
las células fue evaluada con coloración de
Wright en láminas obtenidas por citospin.
La presencia de marcadores de células den-
dríticas inmaduras se evaluó por citome-
tría de flujo al día 5 de cultivo y de células
dendríticas maduras al día 7 de cultivo.

Citometría de Flujo para expresión de
marcadores de superficie: para evaluar la
expresión de marcadores de superficie se
utilizó citometría de flujo de cuatro colo-
res con anticuerpos anti CD14.APC (BD
Biosciences), anti HLA-DR.PerC (BD
Biosciences), anti CD86.PE (Pharmingen)
y anti CD83.FITC (Pharmingen), con
controles de isotipo para HLA-DR
(IgG2a.PerC-BD Biosciences), CD86
(IgG2b.PE-Pharmingen) y CD83 (IgG1.
FITC-Pharmingen).

En total 1x105 células se colocaron en tu-
bos de citometría y se incubaron por 30
minutos a 4oC en oscuridad con las dife-
rentes combinaciones de anticuerpos. Se
realizaron tres lavados con PBS pH 7.2 y
azida de sodio 0.1% y se resuspendieron
en solución de fijación (PBS 1x, parafor-
maldehido 1%). La adquisición y análisis
de los datos, se realizó usando un citómetro
de flujo FACSCalibur (BD Immunocytome-
try Systems, USA).

PRUEBAS ESTADÍSTICAS

Las medias de los porcentajes de expresión
de los marcadores para cada condición en
el día 5 y en el día 7, fueron comparados

por una prueba de t para muestras pareadas
utilizando 0.05 de nivel de confianza.

RESULTADOS

Recuperación de células: los gradientes de
Ficoll-Hypaque permitieron una recupera-
ción de CMSP de 2x106 a 3x106 células
por ml de sangre anticoagulada. La separa-
ción de células CD14+, mediante la utili-
zación de perlas magnéticas, permitió
obtener entre el 7 y 10% de los CMSP con
viabilidad mayor del 95% y porcentajes de
pureza no menores a 95% (Fig 1).

FIGURA  1. Pureza de la población CD14+

Porcentaje de pureza de la población de monocitos
CD14+ obtenidos por selección positiva con anti-
cuerpos anti-CD14 acoplados a perlas magnéti-
cas. A. Dispersograma (citometría de flujo) para
identificación de las células vivas que no incorpo-
ran 7- Actinomicina-D (7-AAD) y en las células
muertas que si incorporan el colorante. B.
Dispersograma que muestra el porcentaje de célu-
las CD14+ después de la purificación.
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Se cultivaron 8x105 células CD14+, de las
cuales se obtuvo un porcentaje de recupe-
ración de células dendríticas al final del
cultivo (día 7) de 75%.

Expresión de marcadores celulares: para
determinar si la metodología utilizada para
la obtención de las células CD14+ tenia un
efecto en la expresión de los marcadores a
analizar, se realizó un marcaje en sangre
completa (SC), en las CMSP y en la pobla-
ción de células CD14+ purificada con anti-
cuerpos anti CD14+ acoplados a perlas
magnéticas. Los marcadores evaluados fue-
ron CD83, CD86 y HLA-DR en la pobla-
ción CD14+. Los resultados muestran que
no hay diferencias entre las diferentes po-
blaciones, de acuerdo con el porcentaje de
células que expresan cada marcador y la
intensidad de fluorescencia correspon-
diente Tabla 1. Estos datos indican que la
metodología utilizada para obtener las po-
blaciones celulares, no alteran la expresión
de estos marcadores.

Los sistemas de cultivo utilizados corres-
ponden a células en RPMI completo en
ausencia de citoquinas (fenotipo esperado:

monocitos), células cultivadas en presen-
cia de IL-4 y GM-CSF desde el día 0
(fenotipo esperado: células inmaduras) y
células cultivadas en presencia de IL-4 y
GM-CSF desde el día 0, con adición del
estímulo de maduración (TNFα y PGE2) el
día 5 de cultivo (fenotipo esperado: célu-
las maduras). La expresión de marcadores
fue analizada en el día 5 y día 7 de cultivo.

La expresión de marcadores en el día 5 de
cultivo muestra un gran porcentaje de cé-
lulas expresan CD14+ en el cultivo en au-
sencia de citoquinas, a diferencia de las
expuestas a citoquinas. La expresión de
CD86+ se mantiene constante. El marca-
dor CD83+ se expresa en bajo porcentaje
en presencia de citoquinas. La expresión
de HLA-DR muestra una tendencia a dis-
minuir en las células expuestas a citoqui-
nas. Teniendo en cuenta que las células
expuestas a citoquinas para obtener pobla-
ciones de células dendríticas inmaduras y
maduras se encuentran en la misma condi-
ción hasta el día 5 de cultivo, no se obser-
van diferencias en la expresión de los
marcadores en estas dos poblaciones (Fi-
gura 2).

TABLA  1. Expresión de marcadores CD86, HLA-DR y CD83 después de los procesos
de obtención de poblaciones celulares

                          SP                        CMSP                        CD14+

% MIF % MIF % MIF

CD86 88.8 355 91.1 390 92.0 325

HLA-DR 66.4 123 62.4 119 77.5 167

CD83 0.7 69 0.3 167 1.2 162

CD14+:  Células CD14+ después de la separación con perlas magnéticas
MIF:  Intensidad media de fluorescencia
CMSP:  Células mononucleares de sangre periférica
SP:  Sangre completa
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Figura 2. Expresión de marcadores al día 5 de cultivo

Expresión de CD14, CD86, HLA-DR y CD83 al día 5 de cultivo. Se observan células en ausencia de
citoquinas (Monocitos) y células en presencia de IL-4 y GM-CSF desde el día 0 de cultivo (Células
inmaduras y Células maduras).
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Figura 3A. Expresión de marcadores al día 5 y 7 de cultivo

Expresión de CD14+, CD86+, HLA-DR+ y CD83+ al día 7 de cultivo. Se observan células en
ausencia de citoquinas (Monocitos, Figura 3A), células en presencia de IL-4 y GM-CSF desde el día 0
de cultivo (Células inmaduras, Figura 3B) y células en presencia de IL-4 y GM-CSF desde el día 0 de
cultivo y estímulo de maduración adicionado al día 5 de cultivo (Células maduras, Figura 3C). ***
Diferencia altamente significativa en la expresión de CD86 (p=0.00088) y CD83 (p=0.0017) entre el
día 5 y día 7 de cultivo, con un nivel de significancia de 0.05. *Diferencia significativa en la expresión
de HLA-DR (p=0.11) entre el día 5 y día 7 de cultivo, con un nivel de significancia del 0.5.
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Comparando la expresión de marcadores
entre el día 5 y el día 7, se observa en el
cultivo de monocitos que el CD14+ se man-
tiene en un gran porcentaje, CD86+ tiende
a aumentar, HLA-DR+ no cambia su expre-
sión y CD83+ se mantiene negativo hasta
el final del cultivo (Figura 3A). En ningu-
no de los casos se encuentra una diferencia
estadísticamente significativa (CD14
p=0.06, CD86 p=0.09, HLA-DR p=0.82 y
CD83 p=0.95). Las Células inmaduras se
mantienen negativas para CD14+ hasta el
final del cultivo, aumenta su expresión de
CD86+ y HLA-DR+ y un bajo porcentaje
de las células expresa CD83+ (Figura 3B).
En las células maduras se mantiene igual-
mente negativa la expresión de CD14+,
aumenta la expresión de CD86+ con una
diferencia estadística altamente significa-
tiva con una p=0.00088, se observa un gran
aumento en la expresión de CD83+

p=0.0017 con un nivel de significancia de
0.05 y aumento en la expresión de HLA-
DR que no tiene una diferencia estadística-
mente significativa (Figura 3C).

Para observar la morfología de las células
al final del cultivo, se realizó un citospin
para permitir la adherencia de las células a
láminas portaobjetos y hacer una colora-
ción de Wright. Las células cultivadas en
ausencia de citoquinas y prostaglandinas
muestran la morfología característica de
monocitos de sangre periférica (Figura 4A),
las células dendríticas inmaduras muestran
una disminución en el tamaño del núcleo y
emiten algunas prolongaciones citoplasmá-
ticas (Figura 4B) y las células dendríticas
maduras tienen un núcleo pequeño com-
parado con el de los monocitos y emiten
prolongaciones como dendritas, caracterís-
ticas de estas células (Figura 4C).
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Figura 4. Morfología de las células al final del cultivo

Células al día 7 de cultivo coloreadas con Wright. A. En ausencia de citoquinas. B. Con IL-4 y GM-CSF
en el día 0. C. Con IL-4 y GM-CSF en el día 0 y TNFa y PGE2 al día 5 de cultivo.

A                                         B                     CA                                         B                     C
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DISCUSIÓN

Las células dendríticas son importantes
moduladores de la respuesta inmune, ya que
tienen la capacidad de regular procesos in-
munes locales en el sitio de entrada del
antígeno, así como de influenciar la res-
puesta inmune sistémica activando y regu-
lando la actividad linfoide en los órganos
linfoides secundarios. Existen múltiples
modelos que permiten conocer los meca-
nismos de activación de linfocitos CD4+ y
CD8+ por células dendríticas. Estos mode-
los pretenden definir las condiciones ópti-
mas de cultivo para obtener células
dendríticas en gran cantidad y con la capa-
cidad necesaria para activar la respuesta
linfoide tanto in vivo como in vitro
(Mailliard, 2002).

Existe amplia evidencia de que los mono-
citos CD14+ pueden diferenciarse hacia
células dendríticas. Esto ha sido demostra-
do utilizando células humanas en cultivos
in vitro y modelos in vivo en ratón con
microesferas fluorescentes inyectadas por
vía cutánea (Lyakh, 2000).

La separación de células CD14+ por selec-
ción positiva utilizando perlas magnéticas,
podría inducir una pre-activación de las
células que afectaría los resultados obteni-
dos en la cinética de maduración de las cé-
lulas dendríticas. En este trabajo se evaluó
la expresión de marcadores en sangre com-
pleta, en CMSP obtenidos por gradientes
densidad y en poblaciones de células
CD14+ correspondientes a los monocitos,
separados por selección positiva con anti-
cuerpos anti-CD14 conjugados con perlas
magnéticas. Los resultados muestran que
los procesos de separación utilizados no
alteran la expresión de marcadores de ma-
nera significativa.

El marcador CD14+ se expresa en células
de linaje mielomonocítico, tiene un peso
molecular de 53 a 55 KDa y actúa como

complejo de unión a lipopolisacárido (LPS)
y la proteína de unión a LPS.

El marcador CD86, también denominado
B7.2, es una molécula expresada en
monocitos, células B activadas y células
dendríticas, tiene un peso molecular de 80
KDa y actúa como ligando para CD28 y
CTLA-4 en los linfocitos T. Esta molécula
es importante en la generación de señales
coestimuladoras que contribuyen a la acti-
vación del linfocito T.

HLA-DR es una molécula de clase II del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH), que se expresa en células presenta-
doras de antígenos tales como monocitos,
células B y células dendríticas. El CMH de
clase II une péptidos que son presentados a
los linfocitos T CD4+.

La molécula CD83+ pesa 43 KDa y se ex-
presa selectivamente en células dendríticas
maduras. Su restringida expresión, sugiere
que puede tener una función especializada
durante la presentación antigénica por las
células dendríticas, contribuyendo así con
la activación linfoide, actuando como una
molécula de adhesión (Scholler, 2001).

Nuestros resultados muestran que los
monocitos en cultivo, sin adición de cito-
quinas, no se diferencian espontáneamen-
te en células dendríticas in vitro en un
porcentaje importante, ya que mantienen
su expresión de CD14+.

Cuando las células son expuestas a GM-
CSF e IL-4 en el día 0 de cultivo comien-
zan un programa de diferenciación a
células dendríticas, lo cual se demuestra
por la ausencia de la molécula CD14+ en
la superficie y el aumento de moléculas
coestimuladoras como CD86+ y HLA-DR+
y aunque algunas células adquieren la expre-
sión de CD83+, el porcentaje de estas células
es muy bajo, lo cual indica que las células se
mantienen en estado de inmadurez.
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Las células cultivadas al día 0 con GM-
CSF e IL-4 con adición de PGE2 y TNFa al
día 5 de cultivo, culminan su proceso de
diferenciación a células dendríticas madu-
ras. Esto se confirmó, ya que además de
perder la expresión de CD14+ y aumentar
la expresión de las moléculas CD86+ y
HLA-DR, un gran porcentaje de las células
expresaron el marcador de maduración
CD83+.

La expresión de HLA-DR aumento en las
DC maduras al día 7 con respecto al día 5,
aunque no se encuentra una diferencia es-
tadísticamente significativa. Esto pudo
deberse a la presencia de LPS en el sistema
de cultivo, lo cual fue evaluado por la prue-
ba de lisado de amebocitos de Limulus sp.
Existe controversia en la literatura sobre el
efecto del LPS desde el día 0 de cultivo. En
algunos reportes se encuentra inhibición
de la expresión de CD83 en presencia de
LPS, lo cual no ocurrió en nuestro sistema
de cultivo (Rieser, 1998).

De acuerdo con la morfología celular y la
expresión de marcadores, hemos logrado
establecer el sistema de cultivo para la ob-
tención de células dendríticas inmaduras y
maduras in vitro, a partir de monocitos de
sangre periférica humana. Estableciendo las
condiciones de cultivo in vitro que permi-
ta simular los estados de maduración de
células dendríticas, se pueden estudiar los
mecanismos inmunopatológicos de diferen-
tes enfermedades y procesos infecciosos,
en los que es necesario determinar la capa-
cidad fagocítica de células dendríticas
inmaduras y el potencial de presentación
de antígenos de las células dendríticas
maduras. De la misma manera se puede
obtener información sobre el tipo y la con-
centración de citoquinas secretadas por es-
tas células que pueden modular el tipo de
respuesta adaptativa, influenciando el pa-
trón de citoquinas secretadas por los
linfocitos.
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