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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto inmunomodulador de la sertralina (SRT) y la sertralina
incluida en la B-ciclodextrina (LF) en células dendriticas humanas (CD) generadas in
vitro a partir de monocitos sobre marcadores de fenotipo y la produccion de citocinas.
Materiales y métodos: Se aislaron monocitos CD14+ de células mononucleares de
sangre periférica y se diferenciaron a CD; posteriormente, se pretrataron con SRT o
LF durante una hora. Finalmente, las CD se maduraron con lipopolisacarido (LPS)
durante 24 horas y se analiz6 el fenotipo de las CD y las concentraciones de citocinas
en los sobrenadantes de cultivo. Resultados: No se observaron cambios al comparar
el fenotipo de las CD maduradas con LPS en ausencia o presencia de la SRT. Asi
mismo, no hubo variacién en cuanto a la produccion de citocinas. Conclusién: La
SRT incluida o no en la B-ciclodextrina no afecta el fenotipo y la secrecion de las CD
tratadas con LPS.
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Title: Sertraline Included in
p-ciclodextrin does not Induce a Tolero-
genic Profile in Monocyted-Derived
Dendritic Cells

Abstract

Objective: To evaluate the immunomodulatory
effect of sertraline (SRT) and sertraline inclu-
ded in B-cyclodextrin (LF) in human dendritic
cells (DCs) generated in vitro from monocytes
on phenotype markers and cytokine produc-
tion. Materials and Methods: CD14 + mono-
cytes from peripheral blood mononuclear cells
were isolated and differentiated to DCs. DCs
were subsequently pretreated with LF or SRT
for one hour. Finally DCs were matured with
lipopolysaccharide (LPS) for 24 hours and the
CDs phenotype and the levels of cytokines in
the culture supernatants were analyzed. Results:
No change on the phenotype of the DCs matured
with LPS in the absence or presence of the SRT
was observed. Likewise, there was no variation
in cytokine production. Conclusion: SRT or not
including B-cyclodextrin does not affect the phe-
notype and secretion of LPS-treated DCs.

Key words: dendritic cells, sertraline,
B-cyclodextrin.
Introduccion

El cloruro de sertralina es un inhibidor
selectivo de la recaptacion de seroto-
nina (ISRS), usado para el tratamiento
de muchos trastornos como depresion,
trastorno obsesivo-compulsivo, fobia
social, panico y ansiedad [1]. Sin em-
bargo, este farmaco presenta inconve-
nientes respecto a su baja solubilidad
en agua, lo cual repercute en una me-
nor absorcioén oral y baja biodisponi-
bilidad [2]. Debido a lo anterior, se ha
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propuesto el uso de complejos de inclu-
sion, los cuales modifican las propieda-
des quimicas, fisicas y bioldgicas de la
molécula huésped; un ejemplo de este
sistema es la sertralina incluida en la
B-ciclodextrina. Esta ultima correspon-
de a oligébmeros de glucosa utilizados
como sistemas de entrega de farmacos,
gracias a su bajo costo y facil produc-
cion. Estos compuestos presentan baja
toxicidad en animales y humanos, por
lo que se consideran seguros para su
uso [3]; ademas, permiten mejorar po-
tencialmente la biodisponibilidad del
farmaco al incrementar la solubilidad y
la estabilidad del compuesto [2].

La funcion principal de la sertralina
es evitar que la serotonina sea recapta-
da por neuronas presinapticas, para asi
incrementar las concentraciones de se-
rotonina disponible entre neuronas para
la etapa postsinaptica, lo cual mejora
la comunicacion interneuronal [2]. En
los ultimos tiempos se ha observado un
creciente interés por el estudio del pa-
pel del sistema inmune, la inflamacién
y su relacion con trastornos psiquidtri-
cos [4]. Tradicionalmente se ha esta-
blecido el efecto de factores genéticos
y ambientales como puntos criticos en
el desarrollo de estas patologias [5]; sin
embargo, la investigacion ha incluido
como un punto fundamental el papel
de las citocinas y los biomarcadores
inmunoldgicos [6]. En relacion con las
citocinas proinflamatorias, estas han re-
cibido un interés particular, sobre todo la
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interleucina 6 (IL-6) y el factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-a), que se han
asociado a sintomas de la depresion; asi
mismo, se han detectado cantidades ele-
vadas de citocinas de tipo proinflama-
torio en pacientes con depresion mayor
en curso, en comparacion con control
sanos [7].

Actualmente, varios estudios repor-
tan las propiedades antinflamatorias de
los antidrepresivos [8,9], los cuales han
mostrado capacidad para disminuir al-
gunos mediadores inflamatorios e in-
crementar la liberacion citocinas con
potencial antinflamatorio, como la IL-10
[10]. La serotonina, ademas de su pa-
pel preponderante en el sistema nervio-
so central, desempefia un rol clave en
el sistema inmune, incluido un efecto
directo en las células dendriticas (CD)
[11], al generar en estas cambios en su
fenotipo y funcion [12]. Varios trabajos
han revelado la expresion del transpor-
tador de serotonina (SERT) en CD, y
dicha expresion va de la mano con el
grado de maduracion [13,14]. Estudios
realizados describen que CD derivadas
de monocitos maduradas con lipopolisa-
carido (LPS), en presencia de serotonina
inducen concentraciones altas de IL-10 y
bajas de IL-12p70 [15] y promueven la
diferenciacion de LT virgenes hacia un
perfil de tipo Th2 [16]. Las CD y los lin-
focitos T expresan varios receptores de

la serotonina, y estos ultimos son capa-
ces de sintetizarla [17]. Asi como la sero-
tonina, los inhibidores de la recaptacion
de la serotonina (ISRS), como la fluoxe-
tina —se sabe—, modulan también el fe-
notipo de CD murinas y las llevan hacia
un fenotipo “tolerogénico” [18].

A pesar de lo reportado en la lite-
ratura, pocos estudios han estudiado
el efecto de los ISRS en la respuesta
inmune, en especial en las CD, que tie-
nen un papel importante en el desen-
cadenamiento de la respuesta inmune
adaptativa. Debido a su plasticidad, la
CD puede ser modulada por multiples
compuestos y moléculas, que la vuel-
ven una CD inmunogénica, capaz de
inducir una respuesta inmune efectora
o una CD tolerogénica, asociada a res-
puestas de tipo regulador [19,20]. A la
fecha, pocos estudios se han realizado
con esta tematica, y dentro de ellos se
describe el uso de la fluoxetina, que
al ser colocada sobre CD maduradas
con LPS, disminuye la produccion de
citocinas como la IL-1B y quimiocinas
como RANTES y MIP-1a [8]. Debi-
do a que la sertralina es un farmaco
perteneciente la familia de los ISRS,
en este estudio nos enfocamos en co-
nocer su efecto en la CD y, mas aun,
el efecto de la sertralina incluida en la
B-ciclodextrina, que mejora su solubi-
lidad y biodisponibilidad.
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Materiales y métodos

Aislamiento de monocitos y
generacion de células dendriticas

A voluntarios adultos sanos se les tomo
una muestra de sangre total, previa
firma del consentimiento informado
aprobado por el Comité de Etica de la
Pontificia Universidad Javeriana. Pos-
teriormente, se centrifugd la muestra
para obtener el plasma y la fraccion
celular, a partir de la cual se separaron
células mononucleares de sangre peri-
férica, utilizando el gradiente de densi-
dad de Ficoll Hypaque (GE Healthcare
Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ,
Estados Unidos). Las células se la-
varon dos veces con RPMI 1640
(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) su-
plementado con L-glutamina (2 mm);
penicilina (100 U/ml); estreptomicina
(100 pg/ml; Gibco-BRL, Gaithersburg,
MD); y plasma autologo al 1% (me-
dio completo) y resuspendidas en bu-
ffer fosfato-salino (PBS) con 2 mM de
acido etilendiaminotetraacético (Sig-
ma Aldrich, St. Louis, MO) mas 0,5 %
de albumina humana (Biotest, Pharma,
Dreieich, Alemania). Los monocitos se
purificaron mediante separacion inmu-
nomagnética, usando seleccion posi-
tiva con microperlas CD14 (Miltenyi
Biotec, Auburn, CA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las cé-
lulas CD14+ purificadas (mediana de
pureza: 95 %; rango 91,3-99,2%; n =
5) se usaron para originar CD.
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Para la generacion de CD inmadu-
ras, las células CD14+ se cultivaron du-
rante 6 dias a una densidad de 1 millon/
mL a37°Cy 5% de didxido de carbono
en medio completo mas 1000 U/ml de
GM-CSF e IL-4 (Prepotech, México).
En el dia 3 se reforzaron las citocinas a
la misma dosis inicial. Todos los reacti-
vos utilizados fueron negativos para la
presencia de LPS, lo cual se verifico uti-
lizando un kit comercial (BioWhittaker,
Inc., Walkersville, MD). Al dia 6, el fe-
notipo de las CD inmaduras obtenidas
se determind mediante citometria de
flujo usando el siguiente panel de anti-
cuerpos: CD14-V500 (BD Biosciences;
Clon MS5E2; catalogo 561391): HLA-
DR-PerCP Cy5.5 (BD Biosciences;
Clon L243; catalogo 339194): CD&3-
PE (BD Biosciences; Clon HB15e; cata-
logo 556855) y CD86 (BD Pharmingen;
Clon FUN-1; catalogo 555660).

Posterior a la tincion, las células
se lavaron y fijaron con un 1% de pa-
raformaldehido (Electron Microscopy
Sciences, Washington, PA), y fueron
adquiridas en el citometro de flujo LSR-
FORTESSA (BD Bioscience) y analiza-
das con el software FACSDiva version
8.0. Se excluyeron las células muertas
y los restos celulares por analisis de
tamano y granularidad. Asi mismo, se
ajustaron los parametros de lectura del
citometro para la adquisicion de los
experimentos. Una vez obtenidas las
CD inmaduras, estas se lavaron, con-
taron y cultivaron en medio completo
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sin plasma con 1000 U/ml de GM-CSF
e IL-4 (Prepotech, México) y pretrata-
das durante una hora con sertralina o
ciclodextrina o sertralina incluida en
B-ciclodextrina a concentraciones pre-
viamente estandarizadas (10-20 puM).
Posteriormente, se adicion6 1 pg/mL de
LPS (LPS de Escherichia coli, seroti-
po 055: BS; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, Estados Unidos) como estimulo de
maduracion o su respectivo control PBS
durante 24 horas. Como control positi-
vo se tomaron las CD maduradas con
LPS (CDLPS) y como controles negati-
vos las CD tratadas con B-ciclodextrina
solamente, con la sertralina solamente
y con el vehiculo en que se disolvieron
los compuestos (agua).

El fenotipo de las CD maduras se de-
termino por citometria de flujo usando el
mismo panel de anticuerpos ya descrito.
Los resultados de la citometria para el
fenotipo de las poblaciones de CD se re-
portaron en intensidad media de fluores-
cencia de cada marcador y la frecuencia
de células que expresan una o combina-
ciones de los diferentes marcadores.

Medicion de citocinas en los
sobrenadantes de cultivo de células
dendpriticas

Los sobrenadantes de cada una de las
poblaciones de CD se almacenaron a
—20 °C hasta su uso. Los sobrenadan-
tes se descongelaron y se realizd la
determinacion cuantitativa de IL-1,

IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 y TNF-a
mediante citometria de flujo, utilizando
la técnica de microesferas del estuche
comercial Cytometric Bead Array Hu-
man Inflammation Kit (BD Biosciences,
San José, CA) junto con el analisis en el
programa FCAP Array, version de Win-
dows. El limite de deteccion depende de
cada citocina analizada y varia entre 1,9
y 7,2 pg/mL.

Medicion de la viabilidad celular
mediante la liberacion de lactato
deshidrogenasa

La pérdida de la viabilidad celular se
monitoreé midiendo la liberacion de la
lactato deshidrogenasa en el medio de
cultivo, utilizando un estuche comercial
de Roche (Roche Diagnostics, Mann-
heim, Alemania), siguiendo las indica-
ciones del fabricante.

Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron
con el programa GraphPad Prism ver-
sion 5.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA), usando pruebas no para-
métricas. Las diferencias entre los datos
no pareados y pareados se determina-
ron con las pruebas de Mann-Whitney
y Wilcoxon, respectivamente. Una p
<0,05 se considerd estadisticamente
significativa. Las medianas de los expe-
rimentos se muestran, a menos que se
especifique lo contrario.
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Resultados

Pretratamiento con sertralina

o con sertralina incluida en la
p-ciclodextrina en células dendriticas
maduradas no genera cambios en su
fenotipo

Con el objetivo de determinar el efecto
diferencial entre la sertralina y la sertra-
lina incluida en la B-ciclodextrina en el
fenotipo de las CD generadas in vitro a
partir de monocitos, se evalu6 la expre-
sion de moléculas de superficie relacio-
nadas con activacion y diferenciacion.
Para ello, se aislaron y cultivaron mono-
citos CD14+ con citocinas de diferen-
ciacion durante seis dias para obtener
CD inmaduras, las cuales fueron pretra-
tadas con sertralina o sertralina incluida
en la B-ciclodextrina por una hora para
posteriormente ser maduradas con LPS
durante veinticuatro horas. Adicional-
mente, se realizd un control positivo
de CDLPS y como controles negativos
solo las células tratadas, ya sea con ser-
tralina, B-ciclodextrina o el vehiculo en
el que se disolvieron los compuestos so-
lamente (CDI).

Cada una de las poblaciones se eva-
luaron para la expresion de CD14: HLA-
DRy la coexpresion de CD83 y CD86,
por citometria de flujo. Los controles
negativos mostraron un comportamiento
esperado reflejado en la baja frecuencia
de células que expresan HLA-DR y coex-
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presan tanto CD83 como CD86. Ello re-
veld que los tratamientos, por si solos,
no generan maduracion de las células
(dato no mostrado). Caso contrario, las
células maduradas, pero no pretratadas
(CDLPS), presentaron una alta frecuen-
cia asociada a HLA-DR, CDS83 y una
frecuencia mayor y estadisticamente
significativa de células de coexpresan
CD83-CDS86, lo que es coherente con el
fenotipo de CD madurada (figura 1). Al
comparar las poblaciones pretratadas y
maduradas respecto al control de madu-
racion, se observo que no existen dife-
rencias significativas en la frecuencia de
células que expresan CD14: HLA-DR,
CD83: CD86. Sin embargo, cuando se
analiz6 la poblacion madurada pretrata-
da con B-ciclodextrina frente a la madu-
rada solamente (CDLPS), se observo un
incremento leve pero significativo en el
numero de CD que coexpresan CD83-
CD8&6 asociado al tratamiento a la dosis
de 20 pM (n = 5; p = 0,03).

En relacion con la intensidad me-
dia de fluorescencia de las moléculas
evaluadas (figura 2), se observo un in-
cremento significativo del CDI14 en
las poblaciones maduradas pretratadas
con sertralina o sertralina incluida en
la B-ciclodextrina respecto al control de
maduracion. Este efecto se evidencio en
la concentracion de 20 pM solamente.
Este parametro en los otros marcadores
no presento diferencias estadisticamen-
te significativas.
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Figura 1. Caracterizacion fenotipica de las células dendriticas
CD: células dendriticas; CDLPS: célula dendritica madurada com lipopolisacarico; SRT: sertralina; LF: B-ciclodextrina.
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Figura 2. Intensidad media de fluorescencia de los marcadores evaluados sobre las células dendriticas
CD: células dendriticas; CDLPS: célula dendritica madurada com lipopolisacarico; SRT: sertralina; LF: B-ciclodextrina.
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La sertralina, la B-ciclodextrina y la
sertralina incluida en la pB-ciclodextrina
no indujeron cambios en la viabilidad
celular, ya que la liberacion de lactato
deshidrogenasa no increment6 respecto
a la generada por las CD tratadas con el
vehiculo (dato no mostrado).

Pretratamiento con sertralina

o sertralina incluida en la
p-ciclodextrina en células dendriticas
maduradas no genera cambio en el
perfil de secrecion de citocinas

Para identificar las diferencias entre
el perfil de citocinas secretadas por la
poblacion de CD pretratadas con ser-
tralina o B-ciclodextrina, se midieron
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12p70, TNF-a
y TGF-B1 en los sobrenadantes de
cultivo (figura 3) de los experimentos
descritos anteriormente. Para la pobla-
cion de CDI, es decir, aquellas tratadas
unicamente con vehiculo en el que
se disolvieron los compuestos, se en-
contraron concentraciones similares
en todas las citocinas evaluadas, que,
como se esperaba, al ser comparadas
con las obtenidas para la poblacion
madurada con LPS (CDLPS), revela-
ron una diferencia significativa (n =
5; p = 0,03). Al evaluar los niveles de
citocinas en las diferentes poblaciones
de CD maduradas no se observaron di-
ferencias estadisticas en la produccion
de IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a.
Sin embargo, el tratamiento con 20 M
de B-ciclodextrina, previo a la madu-
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racion, reveld un incremento significa-
tivo en el nivel de la IL-12p70, al ser
comparado con el control de madura-
cion (n=5; p=10,03).

Discusion

Los resultados consolidados en este
estudio evidencian que no existen di-
ferencias entre el fenotipo de CD trata-
das con sertralina o sertralina incluida
en la B-ciclodextrina. Sin embargo, es
importante el incremento significativo
en la intensidad media de fluorescencia
asociado a la molécula CD14 en las CD
maduradas pretratadas con sertralina y
sertralina incluida en la B-ciclodextrina,
ya que este marcador esta asociado a
un fenotipo inmaduro en esta poblacion
celular. Adicionalmente, llama la aten-
cion el efecto de la B-ciclodextrina al
incrementar levemente la frecuencia de
células que coexpresan CD83 y CD86,
lo cual se relaciona con la madurez de
la CD. Un estudio publicado en 2015
revelaba el uso de la B-ciclodextrina
como un potente adyuvante en vacunas,
que genere un efecto en poblaciones ce-
lulares como macrofagos, LT y CD; en
estas ultimas incrementando la capta-
cion de antigeno sin regulacion positiva
de CD40 [21].

A pesar de pertenecer al grupo de
los ISRS, la sertralina, al parecer, no
sigue el mismo mecanismo que otros
farmacos incluidos en esta clasifica-
cion. Por ejemplo, en un estudio rea-
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Figura 3. Concentraciones de citocinas producidas por las células dendriticas
CD: células dendriticas; CDLPS: célula dendritica madurada com lipopolisacarico; SRT: sertralina; LF:

B-ciclodextrina.
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lizado por Lee y colaboradores [22],
en 2011, mediante un modelo muri-
no, se pretrataron CD con velanfaxi-
na (ISRS) durante veinticuatro horas
y posterior maduracion con LPS. Este
ensayo permitido evidenciar que bajo
estas condiciones las CD disminuyen
significativamente la expresion de mo-
léculas como CD80, CD86 y HLA-DR
Iy II, al igual que la produccion de IL-
la, IL-10 e IL-12 en comparacién con
el grupo control. Este proceso se asocio
a la regulacion del casete transportador
de union al ATP P-gp. Respecto a la
produccion de citocinas, en las pobla-
ciones de CD maduradas pretratadas o
no con sertralina o sertralina incluida
en la B-ciclodextrina no encontramos
variaciones significativas; sin embargo,
en un modelo murino se observo que
el tratamiento con ISRS (fluoxetina y
desipramine) gener6 en CD maduradas
con LPS una disminucion en la pro-
duccion de citocinas proinflamatorias
TNF-a, IL-1f, e IL-12 sin incremento
en las concentraciones de la IL-10 res-
pecto a las no tratadas [18].

Las diferencias encontradas entre
este estudio y lo reportado por la litera-
tura pueden asociarse a las variaciones
del modelo experimental, asi como al
tiempo del pretratamiento de las células
con los farmacos, la concentracion y el
tipo de estimulo de maduracion.

Dados los resultados obtenidos, seria
importante evaluar si el tiempo de exposi-
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cion de las CD a los farmacos es el indica-
do para revelar un efecto en las variables
establecidas. Al igual, es importante re-
saltar que el LPS es un estimulo bastante
potente que desencadena una serie de se-
nales que podrian estar inhibiendo el po-
tencial efecto de la sertralina y la setralina
incluida en la B-ciclodextrina.
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