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RESUMEN

Las células dendriticas son importantes reguladores de la respuesta inmune celular. Estas células son
consideradas como presentadoras profesionales de antigenos, con potente capacidad de estimular linfocitos
T virgenes. El objetivo de este trabajo fue establecer un modelo de dultritco para la obtencién de

células dendriticas mieloides humanas a partir de monocitos CD14+ de sangre periférica. Se utilizaron
citoquinas como IL-4 y factor estimulador de colonias granulo-monociticas (GM-CSF) para la obtencién
de células inmaduras y la posterior incubacién con PGE2 y TNFa para la obtenciéon de células maduras.
Utilizando este modelo se obtuvieron células dendriticas inmaduras al dia 5 y células dendriticas maduras
al dia 7, lo cual fue confirmado por los cambios en la morfologia y la expresion de marcadores de
superficie como CD14, CD86, HLA-DR y CD83. El estudio de la cinética de maduracién de células
dendriticas, es de utilidad en protocolos de inmunoterapia para diferentes tipos de cancer y en la defini-
cion de mecanismos inmunes involucrados en diferentes inmunopatologias causadas por antigenos pro-
venientes de alergenos o de microorganismos.

Palabras clavescitoquinas, células dendriticas, monocitos, GM-CSF, IL-4.

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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INTRODUCCION potencial para capturar antigenos en los

tejidos periféricos en su estado de inmadu-
Una de las celulas con capacidad para estirez, procesarlos mientras viajan al 6rgano
mular linfocitos que no han tenido contac- |infoide secundario, en donde se completa

to con antigenOS son las células dendriticaSSu maduracién y presentar|05 en contexto
las cuales se consideran como potentes cé-

lulas presentadoras de antigeno profesios g memoria del Doctor Julio Alberto
nales. Esta funcion es posible gracias a su  Latorre Lazaro
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de moléculas del Complejo Mayor de obtener diferentes tipos de células dendri-
Histocompatibilidad en las areas deticas in vitro a partir de precursores de mé-
linfocitos T del nédulo linfoide (Revy, dula 6sea CD34+ y células circulantes
2001; Lanzzavechia, 2001; Romani, 1989;CD14+. Las células dendriticas de diferen-
Russo, 200; Teunissen, 1990). tes fenotipos han sido involucradas en la
induccién de tolerancia o activacion por
En este proceso de activacion de linfocitosparte de los linfocitos (Albert, 2001; Cella,
T, las células dendriticas expresan molécu-1996; Fonteneau, 2001; Grouard, 1997;
las de superficie y liberan moléculas queKohrgruber, 1999; Macatonia, 1995;
polarizan la respuesta de los linfocitos ac-Rissoan, 1999; Robinson, 1999; Steinman,
tivados para secretar citoquinas de tipo Th12000).
como en el caso de las células que secretan )
INFg y TNFB, o citoquinas de tipo Th2 El objetivo del presente trabajo fue esta-
como IL-4, IL-5, IL-9 o IL-13 (Jankovic, blecer el modelo de cultivo para la obten-
2001; Lanzzavechia, 2000: Romagnani,Cié” de células dendriticas mieloides a partir
2000). de células circulantes de sangre periférica
CD14+, mediante la utilizacién de citoqui-

El ejemplo claro de una citoquina secretadah@s como IL-4 y factor estimulador de co-
por la célula dendritica y que participa enlonias granulo-monociticas (GM-CSF),
la regulacién de la respuesta linfoide, es laPara su posterior utilizacion en estudios in
IL-12. Cuando la célula dendritica secretaVitro 0 para el posible desarrolio de mode-
IL-12, los linfocitos se convierten en célu- 10S de inmunoterapia.

las Thl. En contraste, si la produccion de 3

IL-12 por células dendriticas es baja o ne-MATERIALES Y METODOS

gativa, la respuesta linfoide puede serpyificacion de los monocitosa partir de
sesgada hacia Th2 (Langenkamp, 2000yna muestra de sangre anticoagulada con
Lanzzavechia, 2000). heparina se obtuvieron poblaciones de cé-
lulas mononucleares de sangre periférica
La capacidad de las células dendriticas PargcMsP) por gradientes de Ficoll-Hypaque.
regular la respuesta inmune celular ha dest o5 monocitos se separaron con anticuer-
pertado gran interés, debido a que puedepos monoclonales anti-CD14 acoplados a
participar en los mecanismos inmunopato-perlas magnéticas utilizando el sistema de
I6gicos de diferentes enfermedades y s@yiniMaCs (Miltenyi, Alemania). Las célu-
utilizan como blancos para el desarrollo g5 gbtenidas se lavaron en mediase
de protocolos de inmunomodulacion eNn(RPMI 1640, Sigma, USA) con 2% de SFB
procesos infecciosos, alérgicos y cancelyycione. La viabilidad celular fue eva-
(Hsu, 1995; Kugler, 2000; Lodge, 2000; |yada mediante citometria de flujo y
Mukherji, 1995; Murphy, 1996, Nestle, tincion con 7Actinomicina-D (7-AAD,
1998). Becton Dickinson, USA). Ademas, se reali-
z6 conteo celular en hemocitémetro. La
Las células dendriticas han sido clasifica-pureza de la poblacién fue evaluada por
das de acuerdo con diferentes linajesgjiometria de flujo utilizando un anticuer-

hematopoyéticos en linfoides (CD11c-) Y po anti-CD14 (Becton Dickinson).
mieloides (CD11c+), estas subpoblaciones

pueden ser diferenciadas mediante la utili-Diferenciacion de monocitos a células
zacion de marcadores de superficie. Adi-dendriticas: las células CD14+ se incuba-
cionalmente, existen protocolos pararon en medio completo (RPMI 1640,
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antibioticos, aminoacidos no esenciales,por una prueba de t para muestras pareadas
piruvato de sodio y 10% SFB) en placas deutilizando 0.05 de nivel de confianza.

24 pozos a una densidad de 8xpor ml

en presencia de 1,000 U/ml de IL-4 y 50 RESULTADOS

ng/ml de GM-CSF (R&D system, USA) du- . i )

rante 5 dias y se verifico su morfologia porR_ecuperauon de celu_lgslos gradientes de
microscopia de luz. Al dia 5 de cultivo, se Ficoll-Hypaque permitieron una recupera-
adicionaron 5,000 U/mL de TNFy 10 cion de CMSP de 2x20a 3x10 células
mM/mL de PGE2 durante 48 horas; comoPOr ml de sangre anticoagulada. La separa-
control negativo se utilizaron células sin €ion de células CD14+, mediante la utili-
estimulo de maduracion. La morfologia deZacion de perlas magnéticas, permitio
las células fue evaluada con coloracion dePbtener entre el 7'y 10% de los CMSP con
Wright en laminas obtenidas por citospin. Viabilidad mayor del 95% y porcentajes de
La presencia de marcadores de células derRureza no menores a 95% (Fig 1).

driticas inmaduras se evalu6 por citome-

tria de flujo al dia 5 de cultivo y de células
dendriticas maduras al dia 7 de cultivo. A

Citometria de Flujo para expresion de
marcadores de superficie para evaluar la
expresion de marcadores de superficie se
utiliz6 citometria 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
(lgG2a.PerC-BD Biosciences), CD86 p 7
(lgG2b.PE-Pharmingen) y CD83 (IgG1. = Yoo5% ]
FITC-Pharmingen). G

5S¢ Height
0 200 400 GO0 200 1000
1

En total 1x10 células se colocaron en tu-
bos de citometria y se incubaron por 30
minutos a 4C en oscuridad con las dife-
rentes combinaciones de anticuerpos. Se

realizaron tres lavados con PBS pH 7.2 y = . S
azida de sodio 0.1% y se resuspendieron T o't o
en solucién de fijacién (PBS 1x, parafor- FL1-Height

maldehido 1%). La adquisicion y analisis s 1. Pureza de la poblacién CD14+
de los datos, se realizé6 usando un citdmetr

de flujo FACSCalibur (BD Immunocytome-
try Systems, USA).

?’orcentaje de pureza de la poblacion de monocitos
CD14+ obtenidos por seleccion positiva con anti-
cuerpos anti-CD14 acoplados a perlas magnéti-
cas. A. Dispersograma (citometria de flujo) para
PRUEBAS ESTADISTICAS identificacion de las células vivas que no incorpo-
ran 7- Actinomicina-D (7-AAD) y en las células

Las medias de los porcentajes de expresiOfuertas que si incorporan el colorante. B.
de los marcadores para cada condicién ebispersograma que muestra el porcentaje de célu-
el dia 5y en el dia 7, fueron comparadosas CD14+ después de la purificacion.
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Se cultivaron 8x10células CD14+, de las monocitos), células cultivadas en presen-
cuales se obtuvo un porcentaje de recupeeia de IL-4 y GM-CSF desde el dia 0
racion de células dendriticas al final del (fenotipo esperado: células inmaduras) y
cultivo (dia 7) de 75%. células cultivadas en presencia de IL-4 y
GM-CSF desde el dia 0, con adicion del
Expresién de marcadores celularespara  estimulo de maduracién (TFy PGE2) el
determinar si la metodologia utilizada paradia 5 de cultivo (fenotipo esperado: célu-
la obtencién de las células CD14+ tenia unlas maduras). La expresion de marcadores
efecto en la expresiéon de los marcadores éue analizada en el dia 5 y dia 7 de cultivo.
analizar, se realiz6 un marcaje en sangre
completa (SC), en las CMSP y en la pobla-La expresion de marcadores en el dia 5 de
cion de células CD14+ purificada con anti- cultivo muestra un gran porcentaje de cé-
cuerpos anti CD14+ acoplados a perlaslulas expresan CD14+ en el cultivo en au-
magnéticas. Los marcadores evaluados fuesencia de citoquinas, a diferencia de las
ron CD83, CD86 y HLA-DR en la pobla- expuestas a citoquinas. La expresion de
cion CD14+. Los resultados muestran queCD86+ se mantiene constante. El marca-
no hay diferencias entre las diferentes po-dor CD83+ se expresa en bajo porcentaje
blaciones, de acuerdo con el porcentaje den presencia de citoquinas. La expresién
células que expresan cada marcador y lale HLA-DR muestra una tendencia a dis-
intensidad de fluorescencia correspon-minuir en las células expuestas a citoqui-
diente Tabla 1. Estos datos indican que lanas. Teniendo en cuenta que las células
metodologia utilizada para obtener las po-expuestas a citoquinas para obtener pobla-
blaciones celulares, no alteran la expresiorciones de células dendriticas inmaduras y
de estos marcadores. maduras se encuentran en la misma condi-
cién hasta el dia 5 de cultivo, no se obser-
Los sistemas de cultivo utilizados corres-van diferencias en la expresién de los
ponden a células en RPMI completo enmarcadores en estas dos poblaciones (Fi-
ausencia de citoquinas (fenotipo esperadogura 2).

TaBLA 1. Expresion de marcadores CD86, HLA-DR y CD83 después de los procesos
de obtencion 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 separacion con perlas magnéticas
MIF: Intensidad media de fluorescencia
CMSP: Células mononucleares de sangre periférica
SP: Sangre completa
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Figura 2. Expresién de marcadores al dia 5 de cultivo

Expresion de CD14, CD86, HLA-DR y CD83 al dia 5 de cultivo. Se observan células en ausencia de

citoquinas (Monocitos) y células en presencia de IL-4 y GM-CSF desde el dia 0 de cultivo (Células
inmaduras y Células maduras).
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Figura 3A. Expresion de marcadores al dia 5y 7 de cultivo

Expresion de CD14+, CD86+, HLA-DR+ y CD83+ al dia 7 de cultivo. Se observan células en
ausencia de citoquinas (Monocitos, Figura 3A), células en presencia de IL-4 y GM-CSF desde el dia 0
de cultivo (Células inmaduras, Figura 3B) y células en presencia de IL-4 y GM-CSF desde el dia 0 de
cultivo y estimulo de maduracién adicionado al dia 5 de cultivo (Células maduras, Figura 3C). ***
Diferencia altamente significativa en la expresion de CD86 (p=0.00088) y CD83 (p=0.0017) entre el
dia 5y dia 7 de cultivo, con un nivel de significancia de 0.05. *Diferencia significativa en la expresion
de HLA-DR (p=0.11) entre el dia 5 y dia 7 de cultivo, con un nivel de significancia del 0.5.
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Comparando la expresion de marcadore$=0.0017 con un nivel de significancia de
entre el dia 5 y el dia 7, se observa en €0.05 y aumento en la expresion de HLA-
cultivo de monocitos que el CD14+ se man-DR que no tiene una diferencia estadistica-
tiene en un gran porcentaje, CD86+ tiendemente significativa (Figura 3C).

a aumentar, HLA-DR+ no cambia su expre-

sién y CD83+ se mantiene negativo hastaPara observar la morfologia de las células
el final del cultivo (Figura 3A). En ningu- al final del cultivo, se realiz6 un citospin
no de los casos se encuentra una diferencigara permitir la adherencia de las células a
estadisticamente significativa (CD14 laminas portaobjetos y hacer una colora-
p=0.06, CD86 p=0.09, HLA-DR p=0.82 y cion de Wright. Las células cultivadas en
CD83 p=0.95). Las Células inmaduras seausencia de citoquinas y prostaglandinas
mantienen negativas para CD14+ hasta emuestran la morfologia caracteristica de
final del cultivo, aumenta su expresién de monocitos de sangre periférica (Figura 4A),
CD86+ y HLA-DR+ y un bajo porcentaje las células dendriticas inmaduras muestran
de las células expresa CD83+ (Figura 3B).una disminucion en el tamafio del nucleo y
En las células maduras se mantiene igualemiten algunas prolongaciones citoplasma-
mente negativa la expresion de CD14+ ticas (Figura 4B) y las células dendriticas
aumenta la expresién de CD86+ con unamaduras tienen un ndcleo pequefio com-
diferencia estadistica altamente significa-parado con el de los monocitos y emiten
tiva con una p=0.00088, se observa un grarProlongaciones como dendritas, caracteris-
aumento en la expresion de CD83+ticas de estas células (Figura 4C).

¥ @

Figura 4. Morfologia de las células al final del cultivo

A B

Células al dia 7 de cultivo coloreadas con Wright. A. En ausencia de citoquinas. B. Con IL-4 y GM-CSF

eneldia0.C. ConIL-4y GM-CSF en el dia 0y TNFa y PGE2 al dia 5 de cultivo.
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DISCUSION complejo de union a lipopolisacéarido (LPS)
i . . y la proteina de unién a LPS.

Las células dendriticas son importantes

moduladores de la respuesta inmune, ya que| marcador CD86, también denominado
tienen la capacidad de regular procesos ing7 2 es una molécula expresada en
munes locales en el sitio de entrada delmonocitos, células B activadas y células
antigeno, asi como de influenciar la res-gendriticas, tiene un peso molecular de 80
lando la actividad linfoide en los 6rganos cTLA-4 en los linfocitos T. Esta molécula

modelos que permiten conocer los mecacoestimuladoras que contribuyen a la acti-
nismos de activacion de linfocitos CD4+ Y yacién del linfocito T.

CD8+ por células dendriticas. Estos mode-
los pretenden definir las condiciones 6pti- | A-DR es una molécula de clase 1l del
mas de cultivo para obtener célulascomplejo Mayor de Histocompatibilidad
dendriticas en gran cantidad y con la capaiCMH), que se expresa en células presenta-
cidad necesaria para activar la respuestgoras de antigenos tales como monocitos,
linfoide tanto in vivo como in Vitro cglylas B y células dendriticas. EI CMH de
(Mailliard, 2002). clase Il une péptidos que son presentados a
los linfocitos T CD4+.
Existe amplia evidencia de que los mono-
citos CD14+ pueden diferenciarse hacia| 5 molécula CD83+ pesa 43 KDa y se ex-
células dendriticas. Esto ha sido demostrapesa selectivamente en células dendriticas
do utilizando células humanas en cultivos maduras. Su restringida expresion, sugiere
in vitro y modelos in vivo en ratén con gue puede tener una funcién especializada
microesferas fluorescentes inyectadas pogyrante la presentacion antigénica por las
via cutanea (Lyakh, 2000). células dendriticas, contribuyendo asi con
la activacion linfoide, actuando como una
La separacién de células CD14+ por selecmolécula de adhesion (Scholler, 2001).
cion positiva utilizando perlas magnéticas,
podria inducir una pre-activacion de las Nyestros resultados muestran que los
celulas que afectaria los resultados obtenimgngcitos en cultivo, sin adicién de cito-
dos en la cinética de maduracion de las céyyinas, no se diferencian espontaneamen-
lulas dendriticas. En este trabajo se evaluGe en células dendriticag vitro en un
la expresion de marcadores en sangre comMyorcentaje importante, ya que mantienen
pleta, en CMSP obtenidos por gradientess, expresion de CD14+.
densidad y en poblaciones de células

CD14+ correspondientes a los monocitos,cyando las células son expuestas a GM-
separados por seleccion positiva con anticsg e |L-4 en el dia 0 de cultivo comien-
cuerpos anti-CD14 conjugados con perlas;gn un programa de diferenciacion a
magneéticas. Los resultados muestran qug|ylas dendriticas, lo cual se demuestra
los procesos de separacion utilizados NGor la auskecia de la molécula CD14+ en
alteran la expresion de marcadores de mafy syperficie y el aumento de moléculas
nera significativa. coestimuladras como CD86+ y HLA-DR+

y aungque algunas células adquieren la expre-
El marcador CD14+ se expresa en célulasion de CD83+, el porcentaje de estas células

de linaje mielomonocitico, tiene un pPeso es muy bajo, lo cual indica que las células se
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Las células cultivadas al dia 0 con GM- AGRADECIMIENTOS

CSF e IL-4 con adicion de PGE2 y TNFa al ] . .
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