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Resumen

Las células dendriticas son consideradas potentes células presentadoras de antigeno, fundamentales para el inicio
y desarrollo de una respuesta inmunitaria efectiva frente a diversos agentes infecciosos. El estudio de la interaccién
parasito-células dendrfticas, es esencial para la evaluacion y desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas profilacticas
capaces de controlar de una manera segura y efectiva el agente patdgeno, si se tiene en cuenta que diferentes
agentes patdgenos (ej: parasitos perteneciente al genero Leishmania) pueden afectar la maduracion y funcion de
las células dendriticas, como uno de los principales mecanismos de evasién de la respuesta.

En el presente estudio, nosotros determinamos que las células dendriticas derivadas de monocitos de sangre
periférica humana diferenciadas luego de 72 horas de cultivo en presencia de interleuquina 4 y factor estimulador de
colonias granulocito/macréfago, pueden ser utilizadas exitosamente para la evaluacion de la actividad anti-leishmanial
e inmuno-moduladora de nuevas formulaciones terapéuticas para el control de la leishmaniosis.

Palabras clave: células dendriticas, citoquinas, interleuguinas, leishmaniasis, monocitos.

Abstract

Dendritic cells from human monocytes: As a tool to study antileishmanials agents

Dendritic cells, considered as powerful antigen presenting cells, are fundamental fir the beginning and
development of an effective immune response against diverse infections agents. The study of interaction between
dendritic cells and parasites is essential for the evaluation and development of new prophylactic and therapeutics
strategies able to control the pathogenic agent in a safe and effective way. This is important when considering
that different pathogenic agents (e.g. Leishmania parasites) can affect the maturation process and dendritic cells
function, as an effective mechanism to evade the immune response. In this study, it was determined that dendritic
cells differentiated from human peripheral blood monocytes (after 72 hours culture in presence of 4 interleukin
and granulocyte/macrophage colonies stimulating factor) can successfully be used for evaluation of anti-leishmanial
activity and immunomodulator effect of new therapeutics formulations for leishmaniasis control.

Key Words: cytokines, dendritic cells, interleukin, leishmaniasis, monocytes.
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Introduccion

La leishmaniosis es una enfermedad producida
por especies de protozoarios pertenecientes al género
Leishmania (L). Esta enfermedad es endémica en 88 paises
alrededor del mundo, por lo que la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) la ha catalogado un problema de salud
publica (1). Cada ano se reportan en el mundode 1 a 1,5
millones de casos nuevos de leishmaniosis cutdnea, y cerca
de 500,000 de la forma visceral.

Para el ano 2007, en Colombia se notificaron 13,385
casos, de los cuales el 98,9% correspondian a la forma
cutdnea, el 0,6% a la forma mucosay el 0,41% a la forma
visceral (2). Desde el punto de vista epidemioldgico
en Colombia, las especies L. (V) panamensis y L. (V)
braziliensis se encuentran asociadas con los casos clinicos
de leishmaniosis cutdnea y mucocutdnea (3).

Diversos factores, como: (i) el desarrollo de resistencia
alos fdrmacos; (ii) los efectos colaterales que desencadenan
en el hospedero las formulaciones utilizadas para el
tratamiento de la enfermedad vy (iii) los altos costos que
conlleva el tratamiento de esta patologia, justifican la
necesidad de buscar y desarrollar nuevas alternativas
terapéuticas eficaces y seguras para el tratamiento de esta
enfermedad en los paises en via de desarrollo (4).

En algunos casos las herramientas empleadas en el
tamizaje de sustancias con propiedades antilesihmaniales
no generan los resultados esperados, razén por la cual
se hace necesaria la utilizacién de nuevas estrategias que
permitan extrapolar ficilmente los resultados obtenidos
in vitro a modelos animales y por ende a humanos. Por
ejemplo, en muchos casos sustancias que aparentan
ser promisorias en modelos iz vitro empleando lineas
murinas e incluso humanas, no muestran la misma eficacia
cuando son evaluadas en modelos 77 vivo y menos cuando
intentan ser analizadas en humanos en fases preclinicas de
experimentacion (5).

Sumado a lo anterior y teniendo en cuenta que los
determinantes rasgos de susceptibilidad ¢ resistencia
a la enfermedad derivan de las condiciones de
inmunocompetencia del hospedero, se hace necesario el
estudio de las propiedades antileishmaniales de una sustancia
en el marco de un modelo que permita elucidar a su vez la

capacidad inmunomoduladora de dicho candidato.

En los dltimos afos, el interés en la evaluacién y
caracterizacion de las células dendriticas (CDs) y su
papel en la respuesta inmune frente a diversos agentes
infecciosos, ha aumentado notablemente, debido a la
evidencia acerca del papel que las CDs juegan en el inicio,
desarrollo, direccién de la respuesta inmune y el control
de patologfas como la leishmaniosis (6).

Las CDs son potentes células presentadoras de antigeno
(CPA), que se caracterizan por su extraordinaria capacidad
para estimular células T “naive” (7). Se han logrado
identificar tres subpoblaciones de CDs con caracteristicas
fenotipicas particulares: una localizada en la piel y érganos
linfoides, conocidas como CDs intertisiciales, y las otras
dos localizadas en la circulacién, denominadas CDs de
linaje mieloide CD11+ CD8- y CDs plasmacitoides
CD11- CD8+ (8). Diversos estudios han demostrado que
las CDs tienen la capacidad de inducir diferentes tipos de
respuesta inmune celular dependiendo del linaje y grado
de maduracién (9,10).

Acorde a su estadio de maduracidn se han identificado
dos grupos, las CDs inmaduras (CDi) que actdan como
centinelas, caracterizdndose por su alta capacidad de
internalizar microorganismos por medio de procesos
como la fagocitosis. Luego del encuentro de una CDi con
senales de “alerta” [por ejemplo, productos derivado de
patdgeno (LPS) o citoquinas inflamatorias (TNF-au), entre
otras], se inducen una serie de cambios a nivel fenotipico
y funcional, dando lugar en la mayoria de los casos a unas
CDs de fenotipo maduro (11).

Las CDs maduras (CDm) se caracterizan por presentar
una reduccién en su capacidad fagocitica, sin embargo
y a diferencia de las CDi, expresan altas cantidades de
moléculas co-estimulatorias y otras moléculas involucradas
en la presentacién de antigenos (12). Luego de su
activacién, las CDs migran hacia los nédulos linfoides,
donde presentan eficientemente los antigenos procesados
derivados de patégeno, a los linfocitos T en contexto de
las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) (13). Las CDs, asi como otras células con
actividad fagocitica tienen la capacidad de secretar
diversas citoquinas implicadas en diversos procesos como
la inflamacién asi como en el desarrollo de respuestas no

especificas durante el inicio de la infeccién (14).
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Estudios han demostrado que la interaccién CPA-
patdgeno es fundamental en la modulacién de la respuesta
mediada por células. Es asi como, el perfil de citoquinas
en el que se genera la presentacién antigénica, el grado
de maduracién de las CPAs, asi como la expresién de las
moléculas co-estimulatorias, son los eventos esenciales que
dirigen la respuesta inmune efectora de células T hacia un
fenotipo determinado (susceptibilidad/resistencia natural
a la infeccién) (15).

Diversos agentes patgenos, son capaces de alterar la
maduracién y funcién de las CDs con el fin de evadir
la respuesta generada frente a ellos (5,16). Estudios
desarrollados en humanos y ratones frente a la infeccion
por Leishmania, han permitido determinar algunos de
los mecanismos celulares implicados en la resistencia
ylo susceptibilidad frente a esta infeccién, uno de ellos,
demuestra que las CDs juegan un papel esencial en el
desarrollo, la regulacién y el mantenimiento de la respuesta
inmune frente a este patégeno (17). Especificamente se ha
logrado establecer, que luego de la interaccién pardsito-CD
se generan mediadores solubles pro-inflamatorios capaces de
inducir una respuesta linfocitaria del fenotipo Th1 capaz de
controlar la enfermedad (fenotipo resistente) (18).

En la actualidad existen diferentes metodologias para la
obtencién y/6 generacién de CDs. La seleccién del método
a utilizar para la obtencién de las CDs puede tener un
impacto en la habilidad de generar una respuesta in vitro
cuyos resultados puedan extrapolarse con las respuestas
generadas iz vivo. En el presente estudio, determinamos
que las CDs obtenidas luego de 72 horas de cultivo en
presencia de interleuquina 4 (IL-4) y factor estimulador
de colonias granulocito/macréfago (GM-CSF) derivadas
de monocitos de sangre periférica humana, pueden ser
utilizadas para la evaluacién de la actividad anti-leishmanial-
inmunomoduladora de nuevos candidatos terapéuticos para
el control de la leishmaniosis, como un modelo iz vitro

eficaz para el tamizaje de nuevas formulaciones.
Materiales y Métodos

Medio de cultivo y reactivos:

RPMI 1640 (Gibco BRL-life Technologies Inc,
Grand Island, NY) fue utilizado como medio de cultivo,
suplementado con 2mM L-glutamina (Gibco BRL-Life

Technologies Inc, Grand Island, NY), 1% de amino-
4cidos no esenciales, 1000 U/mL penicilina, 0.1mg/mL
estreptomicina, 0.25ug/mL amfotericina B (Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO), 24 mM de bicarbonato
de sodio (Sigma), 25 mM de HEPES (Gibco). GM-
CSF (Leucomax, Essex Chimie SA, Lucerne) e IL-4
(Pharmingen, San Diego, CA, USA) fueron utilizadas para

la diferenciacién de monocitos a células dendriticas.

Obtencion de células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs):

Las PBMCs fueron obtenidas a partir de 8 mL de
sangre periférica heparinizada de individuos sanos por
medio de la utilizacién de gradiente de densidad [Ficoll-
Hypaque (Sigma Aldrich—St Louis. USA)]; 2 volimenes
de sangre diluida y 1 volumen de Ficoll-Hypaque, fueron
centrifugados durante 30 minutos a 2800 r.p.m., la
fraccion de células blancas obtenida fue resuspendida
en 8 mL de RPMI-1640 (Gibco BRL-life Technologies
Inc, Grand Island, NY) y las células fueron lavadas tres
veces con RPMI 1640 (Gibco-NY). El rendimiento
y la viabilidad celular fueron determinadas utilizando
la tincién con azul de tripdn y conteo en cdmara de

Neubawer.

Cultivo de células:

Las PBMCs aisladas de sangre periférica fueron
incubadas durante 2 horas a 37°C en 5 % de CO2 y 90
% de humedad en cajas de 24 pozos estériles de pldstico
(para la evaluacién de marcadores por Citometria de
Flujo), para el ensayo de infeccién se utilizaron ldiminas
(Nunc), de 8 pozos con RPMI 1640 suplementado con
plasma autélogo. Luego se realizé un lavado con RPMI
1640 (Gibco-NY) con el fin de retirar las células no
adherentes, de forma tal que los monocitos adherentes
fueron incubados en RPMI 1640 suplementado con
plasma autélogo (10%) en presencia de 1000 U/mL de
GM-CSF y 500 U/mL de IL-4 durante 72 horas a 37°C
en 5% de CO2 y 90 % de humedad, realizando cambios

cada de medio cada dfa.

Citometria de flujo y anticuerpos:
Los siguientes anticuerpos fueron utilizados para el

andlisis de marcadores por citometria de flujo: clon L.243,
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(anti-HLA-DR conjugado con PE (B.D. PharMingen—San
Diego, CA, USA), clon DCN46 (anti-CD209 conjugado
con FITC (B.D. PharMingen—San Diego, CA, USA),
clon M¢P9 (anti-CD14 conjugado con PercP (B.D.
PharMingen—San Diego, CA, USA), clon HB15¢ (anti-
CD83 conjugado con PE (B.D. PharMingen—San Diego,
CA, USA) y clone L307.4 (anti-CD80 conjugado con PE
(B.D. PharMingen—San Diego, CA, USA). Las células
fueron evaluadas utilizando un citometro FACSCalibur
(B.D. Biosciences—San Diego, CA, USA), y los datos
fueron analizados usando CellQuest software (B.D.

Biosciences—San Diego, CA, USA).

Infeccién con promastigotes de Leishmania
panamensis:

CDi y monocitos adherentes fueron infectados con
promastigotes de L. panamensis en una proporciéon de
35 pardsitos por cada célula, durante 5 horas a 37°C,
en 5% de CO2. Al cabo de este tiempo, se realizaron 2
lavados con RPMI 1640 con el fin de retirar el parésito
no internalizado. Posteriormente, se adicioné medio
fresco suplementado con plasma autdlogo, y luego de 24
horas de cultivo se recolectaron los sobrenadantes para
la cuantificacién de citoquinas asociadas con el proceso
inflamatorio. Finalmente las ldminas fueron lavadas con
solucién tamponada de fosfatos (PBS) 1X. Luego de
fijarlas con Metanol (Chemi-S.A.), las léminas fueron
coloreadas con Giemsa (Chemi-S.A.) para evaluar el

porcentaje de células infectadas.

Cuantificacién de citoquinas:

Los niveles de las interleuquinas (IL) IL-1f, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12 y Factor de Necrosis Tumoral (TNFE-c) fueron
cuantificados mediante Cytometric Bead Array (CBA)
(B.D. Biosciences—San Diego, CA, USA). 50 pL de perlas
de captura, 50 pL del reactivo de deteccién de PE y 50 pL
de los sobrenadantes fueron mezclados. Simultdneamente,
se montaron estdndares de calibracién para cada una de
las citoquinas. Todas las mezclas fueron incubadas durante
tres horas a temperatura ambiente, protegidas de la luz.
Finalmente, las muestras fueron lavadas para remover el
anticuerpo de deteccién - PE no unido. Las muestras fueron
leidas y analizadas por Citometria de flujo FACSCalibur
(B.D. Biosciences— San Diego, CA, USA).

Resultados

Monocitos tratados por 72 horas con
interleuquina 4 (IL-4) y factor estimulador de
colonias granulocito/macréfago (GM-CSF) se
diferencian eficientemente (CDi).

Los monocitos aislados luego de 2 horas de incubacién
en cajas de petri de pldstico, fueron cultivados durante
72 horas en presencia de IL-4 y GM-CSE. Culminado
este tiempo, la expresion de marcadores de superficie
fue evaluada mediante citometria de flujo. Es de resaltar
que relacionado con la optimizacién del tiempo, este
protocolo de generacién de CDs en 72 horas es mucho
mds favorable (19), respecto al esquema convencional de
derivacién de células donde la exposicién a las citoquinas
inductoras de diferenciacién oscila entre 5y 7 dias, antes
de la maduracién (20).

Entre los marcadores prototipicos bajo regulados
durante la diferenciacién de monocitos a CDs estd el co-
receptor CD14, cuya expresion disminuyé notablemente
en CDs derivadas de monocitos luego de la incubacién
durante 72 horas en presencia del coctel de citoquinas
utilizado como se muestra en la Figura 1. Adicionalmente
y consistente con lo previamente reportado (21) las CDi
expuestas a un potente inductor de maduracién como el
Poly I:C (22) expresan minimas cantidades de este co-
receptor a consecuencia de la completa diferenciacién.

Otras moléculas como el CD209, CD80 y CD83

son sobre-expresadas por las CDs diferenciadas
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Figura 1. Diagrama representativo de la expresién del co-receptor CD14
determinada por citometria de flujo en monocitos, CDs tratadas durante
72 horas con IL-4 y GM-CSF. (A) Corresponde a monocitos; (B) CDs
inmaduras y (C) CDs maduradas con Poly I:C.
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Figura 2. Diagrama representativo de la expresién de marcadores de superficie celular determinados por citometria de flujo. (A) Se refiere a la expresion
en monocitos; (B y D) expresién de marcadores en CDiy (Cy E) en CDm. Las barras oscuras corresponde a células dendriticas diferenciadas luego de
72 horas de cultivo en presencia de GM-CSF e IL-4; las barras sin relleno corresponden a las CDs obtenidas luego de 7 dias de diferenciacién.

comparativamente con los monocitos adherentes
cultivados bajo las mismas condiciones en ausencia de
GM-CSF e IL-4. Es importante recordar que todas las
células provienen de un mismo individuo.

Acorde con nuestros resultados, la diferenciacién en corto
tiempo (72 horas) permite generar CDs mds “competentes”
a nivel de la expresién de moléculas co-estimuladoras,
ya que como se observa en la Figura 2, incluso las CDi
expresan un mayor porcentaje de moléculas como CD209,
CD80 y CD83 atin respecto a CDs derivadas mediante
el protocolo convencional y maduradas con Poly I:C. Es
de resaltar, que CD209 no pudo ser detectado en CDs
diferenciadas durante 7 dias, quizd mds por fallos técnicos
como reduccién del niimero de células viables (Datos no
mostrados) que por razones inherentes a la expresién de
la molécula en CDs. Figura 2.

A nivel de las diferencias fenotipicas propias reconocidas
paralas CDs, las CDi obtenidas mediante los dos protocolos
expresaron menor cantidad de la molécula HLA-DR, la
cual fue sobre-expresada luego de la inducciéon de la
maduracién lograda mediante el tratamiento con Poly
I:C como se observa en la Figura 3.

CDs diferenciadas luego de 72 horas de
tratamiento con IL-4 y GM-CSF fueron
exitosamente infectadas con promastigotes
de L. panamensis.

Las CDi obtenidas y los monocitos cultivados
bajo las mismas condiciones fueron infectados con
promastigotes de L. panamensis con el fin de determinar la
capacidad de estas células de fagocitar el agente patégeno.

Simultdneamente, se pretendi6 confirmar la modulacién
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Figura 3. Diagrama representativo de la expresién de la molécula HLA-
DR en CDs determinada por citometria de flujo. (A — C) corresponde
a la expresién de HLA-DR en CDi y (B — D) corresponde a la expresién
de la molécula en CDm. Las barras oscuras referencia a CDs obtenidas
luego de la diferenciacién durante 72 horas en presencia del coctel
de citoquinas y las barras claras hacen referencia a las CDs obtenidas
mediante el protocolo convencional.
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Figura 4. La grafica muestra el porcentaje de células infectadas con L.
panamensis evaluado por observaciéon microscédpica. (A) Corresponde
al porcentaje de infeccién en las CDs obtenidas y (B) al porcentaje de
infeccién en monocitos.
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Figura 5. Diagrama representativo de la expresién de la molécula HLA-DR
en monocitos y CDs obtenidas en 72 horas sin infectar e infectadas con
L. panamensis. (A) se refiere a la expresién de HLA-DR en Monocitos; (B)
CD inmaduras; (C) CDs maduradas y (D) CDs infectadas.

que antigenos parasitarios inducfan en la maduracién y
funcién de estas CPAs (23).

Las CDi obtenidas luego de 72 horas de diferenciacién
mostraron una superior capacidad de internalizar

promastigotes en comparacién con los monocitos

obtenidos a partir de sangre periférica del mismo donador
como se observa en la Figura 4.

La infeccién por L. panamensis modula
la respuesta inmune en monocitos y CDs
derivadas de monocitos in vitro.

La infeccién por L. panamensis bajo-regula la funcién
de la presentacién antigénica en CDs, modulando de
esta manera, la consecuente respuesta inmune T helper
generada frente a este patdgeno.

Se observé que la expresion de la molécula HLA-DR
en CDi infectadas fue suprimida en comparacién con los
monocitos y CDs maduras que no habian tenido contacto
con el pardsito, Figura 5, confirmdndose de este modo
que la modulacién de la respuesta inducida sobre las CPA
por antigenos de Leishmania se constituye en un seguro
mecanismo de evasién parasitaria (18). Figura 5.

Asi mismo, se evidencid esta modulacién en la liberacién
de citoquinas asociadas con el proceso inflamatorio luego
de la infeccién celular con L. panamensis, Figura 6.

La liberacién de IL1B, IL-8 e IL-10 fue superior
en CDi, respecto a los monocitos sin infectar lo cual

sugiere una probable activacién basal secundaria a las
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Figura 6. Diagrama representativo del perfil de citoquinas secretadas por CPAs infectadas con L. panamensis. (A) CDi sin infectar; (B) CDi infectadas
con L. panamensis; (C) Monocitos sin infectar infectados y (D) Monocitos infectados con L. panamensis.
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condiciones propias de la manipulacién y cultivo in vitro.
La secrecién de IL-6 fue proporcionalmente equitativa en
CDi y monocitos sin infectar, mientras que el TNF-t fue
liberado en mayor cantidad por los monocitos libres de
pardsito. La secrecidon de todas las citoquinas monitoreadas
(excepto IL-8) fue casi eliminada como consecuencia de
la internalizacién del pardsito y subsecuente induccién
de una “pardlisis” de la maquinaria de las CPAs por
antigenos parasitarios. El tnico mediador liberado en
mayor cantidad de forma especifica por las CPAs luego

de la infeccién por Leishmania fue la IL-8.

Discusion

Nosotros demostramos que CDs inmaduras
diferenciadas durante 72 horas de cultivo en presencia
de IL-4 y GM-CSF pueden ser utilizadas exitosamente
en el estudio de agentes anti-leishmaniales, como un
modelo in vitro efectivo para la caracterizacién de la
respuesta generada frente a este patdgeno, asi como para
la evaluaciéon de la actividad inmuno-moduladora de
nuevas formulaciones terapéuticas para el control de esta
enfermedad. Las CDs pueden ser obtenidas i7 vitro a partir
de diversas metodologias (15) y pueden ser empleadas
como un modelo mucho miés fiable para describir
sustancias antiparasitarias intracelulares, que cuando se
emplean otros tipos de modelos celulares.

En este estudio, los monocitos cultivados con IL-4 y
GM-CSF se diferenciaron a CDs de fenotipo inmaduro,
presentado caracteristicas fenotipicas y funcionales tipicas
de esta poblacién. Observamos que luego de 72 horas de
cultivo la expresién del co-receptor CD14 disminuyé
notablemente en las CDs obtenidas, mientras que se
detecté un aumento en la expresién de moléculas co-
estimulatorias y en la actividad fagocitica en comparacién
de los monocitos. Este protocolo, ademds de disminuir
el tiempo para la obtencién de CDs en comparacién
con protocolos convencionales, también reduce la
manipulacién que luego de un prolongado cultivo puede
conllevar a la afectacién de la viabilidad y funcién de este
tipo celular (5, 19).

Asi mismo, se pudo observar que la infeccién con
promastigotes de L. panamensis modula la respuesta
inmune generada por parte de monocitos y CDs derivadas
de monocitos. Las CPAs infectadas presentaron una
supresion en la expresién de la molécula HLA-DR, asi

como una disminucién en la secrecién de TNF-a, IL-
1B, IL-8, IL-6 e IL-10, lo que puede estar asociados a
un mecanismo utilizado por el pardsito para retardar el
desarrollo de una respuesta inmune especifica (24), bajo-
regulando la presentacién antigénica en las CPAs.

Igualmente, reportamos que el aumento en la
liberacién de IL-8 en las células infectadas [una citoquina
pro-inflamatoria con actividad quimiotactica para células
polimorfonucleares (PMN)], puede relacionarse con
el proceso de reclutamiento de células en el sitio de la
lesion. Estos datos, se correlacionan con lo reportado
por otros grupos (25, 26), donde esta IL-8 junto con
MCAF (factor activador — quimiotactico de monocitos)
y MIP-1 (Proteina Inflamatoria de Macrofagos 1 - ot y
B) juegan un papel fundamental en el reclutamiento de
células polimorfonucleares y monocitos (gracias a sus
propiedades quimiotdcticas), durante la infeccién por
Leishmania, demostrindose que las CPAs infectadas,
parecen ser activadas selectivamente por este patégeno
como una posible estrategia para asegurar su supervivencia
y replicacién en la fase temprana de la infeccién (Un
posible mecanismo de evasién asociado con modulacién
de la respuesta del hospedero).

Sugerimos el empleo de CDs infectadas como una
aproximacion experimental ideal para el tamizaje de
sustancias con potencial actividad leishmanicida, debido
a sus propiedades similares a lo reportado in vivo y por
ende a una mds factible extrapolacién de los resultados al

modelo humano.
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