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“PRODUCCION IN VITRO Y CARACTERIZACION DE CELULAS
DENDRITICAS MURINAS”

1. RESUMEN

En los tltimos cinco afios se han desarrollado una serie de protocolos para generar
células dendriticas en altas cantidades. Con el objeto de utilizarlas con fines terapéuticos,
en nuestro pais se ha comenzado a investigar en esta area de la inmunologia, desarrollando
protocolos experimentales para inmunoterapia contra el cancer. Estos estudios requieren
ser validados y profundizados en modelos experimentales, utilizandose para esto el modelo
murino.

En el presente trabajo, se procedid, como primer objetivo, a la generacion de
células dendriticas murinas derivadas de células progenitoras de médula oOsea, utilizando
para este fin un protocolo estandarizado por Lutz y col. (1999) el cual en este estudio ha
sido modificado. Luego, para la caracterizacion fenotipica de las células dendriticas se
utilizaron marcadores de superficie tales como; CDIllc, CD86 y H2K" los que se
visualizaron mediante citometria de flujo. El objetivo final de este trabajo fue estandarizar
un método de obtencion de células dendriticas murinas con caracteristicas fenotipicas
estables, para posteriormente, fuera del contexto de esta memoria, utilizar estas células en
la inmunizacion de ratones con péptidos antigénicos para el estudio de mecanismos de
inmunologia tumoral.

Los resultados obtenidos a distintos dias de cultivo (6, 8 y 10 dias), muestran una
alta presencia de la molécula integrina CDI1lc y de la molécula coestimuladora de
linfocitos T (CD86), a los 10 dias de cultivo, lo que estaria indicando un estado de madurez
fenotipica de las células dendriticas analizadas. Ademas, se observo una alta expresion de
la molécula de histocompatibilidad clase I (H2Kb), en las células dendriticas analizadas, lo
que indica que potencialmente serian capaces de presentar antigenos e inducir una
respuesta de linfocitos T especificos in vivo.

Finalmente, se realiz6 una doble tincidon celular para detectar la poblacion que co-
expresara CD11c y CD86. El resultado fue de un 55,27%, que corresponderia a células
dendriticas maduras. Estos estudios permitirdn profundizar en la investigaciéon de la
induccion de respuestas mediadas por linfocitos T a través de la inmunizacion con células
dendriticas establecidas in vitro.

Palabras clave: células dendriticas, moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase I, presentacion antigénica.



“PRODUCTION IN VITRO AND CHARACTERIZATION OF MURINE
DENDRITIC CELLS”

2 SUMMARY

In the last five years a series of protocols has been developed to generate dendritic cells
in high quantities. In our country, research in this area of the immunology has been
initiated with the intention of using them in therapeutic approaches, in particular in
developing experimental protocols for immune therapy against cancer. These studies
require to be validated and deeply studied using experimental models, particularly, the
murine model.

In the present work, the primary goal was to generate murine dendritic cells derived
from stem cells of bone marrow, using for this issue an experimental protocol standardized
by Lutz and col. (1999) and modified in this study. Then, for the phenotypic
characterization of dendritic cells, surface markers such as; CD11c, CD86 and H2K® were
analyzed, through quantification by flow cytometry. The final goal of this work was to
standardize a method for obtaining murine dendritic cells with stable phenotypic
characteristics, with the intention of, outside the context of this thesis, use these cells in the
immunization of mice with antigenic peptides for the study of biological mechanisms in
tumor immunology.

The results obtained at different days of cell culture (6, 8 and 10 days), showed a high
presence of molecule integrin CD11c and the coestimulatory molecule of T lymphocytes
(CD86), at day 10 of culture, which would indicate a state of phenotypic maturity of
analyzed dendritic cells. In addition, it observed a high expression of major
histocompatibility complexclass I molecules (H2K"), in analyzed dendritic cells, indicating
that those cells may be able to present antigen and induce a specific T lymphocytes
response in vivo.

Finally, a double cellular staining was performed to detect the population that co-
expressed the molecules CD11c and CD86 and which we defined as dendritic cells. The
result showed that 55.27% of produced cells should correspond to mature dendritic cells.
These studies will allow the initiation of a project about T lymphocytes in vivo induction
through the immunization with in vitro established dendritic cells.

Keyworks: dendritic cells, major histocompatibility complex class I molecules,
antigen-presentation,



3. INTRODUCCION

Las células dendriticas (DC) son llamadas células presentadoras de antigeno
profesionales, ya que son capaces de inducir una respuesta inmune primaria mediada por
linfocitos T CD4" y T CD8" y ademas permiten el establecimiento de memoria
inmunologica (Banchereau y col., 2000). Esta funcion la realizan mediante la captura de
antigenos, estableciendo un nexo entre el ambiente extracelular a las células del sistema
inmune adaptativo. Sin embargo el conocimiento acerca de la biologia de estas células no
estd completo, es por eso que la investigacion en el area, especialmente enfocada al uso de
protocolos basados en DC para inmunoterapia, ya sea para un tratamiento alternativo del
cancer o enfermedades infecciosas; resulta muy interesante.

3.1. INMUNIDAD INNATA Y ADAPTATIVA

La defensa frente a los microorganismos esta mediada por las reacciones precoces
de la inmunidad innata y por las reacciones posteriores de la inmunidad adaptativa. Una
importante caracteristica del sistema inmune innato de los mamiferos, incluye la habilidad
para reconocer rdpidamente microorganismos o las sustancias producidas en las
infecciones y de alertar mediante sefiales a las células del sistema inmune adaptativo
(Matzinger, 1994). Los principales componentes de la inmunidad innata son: i) barreras
fisicas y quimicas, tales como epitelios y sustancias antimicrobianas producidas en las
superficies epiteliales; i1) células fagociticas (neutrofilos, macréfagos) y células citotoxicas
naturales (NK); iii) proteinas sanguineas, entre las que se incluyen miembros del sistema
del complemento y otros mediadores de la inflamacion; y iv) proteinas denominadas
citoquinas, que regulan y coordinan muchas de las acciones de las células que intervienen
en la inmunidad celular (Delves y Roitt, 2000a). Los mecanismos de inmunidad innata son
estimulados por estructuras comunes a grupos de microorganismos relacionados y pueden
no distinguir diferencias sutiles entre las sustancias extrafias. Representa la primera linea
de defensa, no genera memoria y no necesita de una exposicion previa al antigeno para
reconocer y efectuar una respuesta completa (Fearon y Locksley, 1996; Medzhitov y
Janeway, 1997; Hoffmann y col., 1999).

La segunda unidad funcional del sistema inmune es el sistema inmune adaptativo.
La evolucion lo ha dotado de varias caracteristicas, como la habilidad de crear clones
antigeno-especificos y también poseer una memoria inmunologica. La respuesta puede ser
humoral, si es mediada por células B que producen inmunoglobulinas (Ig) o celular, si es
llevada a cabo por células T que son capaces de reconocer antigenos a través de sus
receptores especificos de células T (TCR) (Delves y Roitt, 2000a).

En la inmunidad humoral participan moléculas presentes en la sangre, denominadas
anticuerpos, que son producidos por linfocitos B, los cuales pueden ser activados por
antigenos o indirectamente por células T colaboradoras (Th) CD4" las cuales deben
reconocer primero antigenos procesados por las células presentadoras de antigeno
profesionales (APC), como las células dendriticas (DC), para ser capaces de estimular a los



linfocitos B mediante moléculas de superficie y citoquinas (Dubois, 1997). La inmunidad
humoral es el principal mecanismo de defensa frente a microorganismos extracelulares y
sus toxinas, ya que los anticuerpos secretados pueden unirse a estos microorganismos y
toxinas, facilitando su eliminacién. Los microorganismos intracelulares, tales como virus
y algunas bacterias, sobreviven y proliferan al interior de los fagocitos y otras células del
hospedador, lugar al que no tienen acceso los anticuerpos circulantes. La defensa frente a
este tipo de infecciones depende de la inmunidad celular, que induce la destruccion de los
microorganismos residentes en los fagocitos o las células infectadas. Asi, en la inmunidad
mediada por células participan las células llamadas linfocitos T, cuyos precursores se
encuentran en la médula 6sea y mas tarde maduran en el timo. Estas células T estan
divididas en dos subtipos celulares: células Th las cuales expresan en su superficie
marcadores CD4" y reconocen antigenos en asociaciéon con moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) clase Il y los CTL los cuales presentan en su superficie
marcadores CD8" y reconocen antigenos en asociacion con moléculas del MHC clase I
(Delves y Roitt, 2000b).

El sistema inmune adaptativo es altamente sofisticado y potente sin embargo,
necesita ser instruido y regulado por APC (Banchereau y col., 2000). Por ejemplo, las
células CD8" virgenes requieren de una actividad coestimuladora mayor que las células
CD4" (Liu y Janeway, 1992) para alcanzar su diferenciacion a CTL. Esta funcién es
realizada por las APC, las cuales tiene una intrinseca actividad coestimulatoria a través de
B7(CD86) u otras moléculas co-estimuladoras que inducen a las células CD8" a sintetizar
interleuquina-2 (IL-2), un factor de crecimiento de células T, que las conduce hacia su
proliferacion y diferenciacion a células Th y CTL efectoras. Esto ocurre en los 6rganos y
tejidos linfaticos a través de los cuales las células T virgenes estan constantemente
circulando (Lenschow y col., 1996). Sin embargo en algunas respuestas a virus o tejidos
transplantados, se ha visto que las células CD8" necesitan de la presencia de células CD4"
para ser estimuladas. Esto puede ocurrir de dos maneras: una célula efectora CD4" puede
reconocer un antigeno sobre la superficie de una APC y gatillar factores estimuladores que
activan la APC y esta a su vez estimular al linfocito CD8" a sintetizar su propia IL-2
(Banchereau y col., 2000). Por otro lado, una célula T CD4" activada, puede sintetizar IL-
2 lo que lleva a la proliferacion y diferenciacién de células T CDS" (Azuma y col., 1992).
En los linfocitos que han reconocido un antigeno en ausencia de sefiales coestimuladoras,
decae la produccion de IL-2, produciéndose anergia o apdptosis celular (Schwartz, 1996).

3.2. LAS CELULAS DENDRITICAS

La primera identificacion de las DC en la epidermis se produjo en 1868, y les
llamaron células de Langerhans (LG). Soélo hace 30 afios atras, Steinman y Cohn (1973),
encontraron la presencia de DC en otros tejidos.

Su inusual forma da origen al nombre de DC, ya que poseen una forma irregular
con una variedad de prolongaciones de la membrana tipo “dendritas”, en forma de espinas
y pseudopodos (Hart, 1997). Poseen un nucleo con forma oval que es pulsatil. El
citoplasma posee muchas mitocondrias con una fase densa de forma también oval,
presentan ademas autofagolisosomas y un reticulo endoplasmico liso bien desarrollado.
Todas esas caracteristicas contribuyen a su funcion (Banchereau y Steinman, 1998).



Las DC son capaces de sensibilizar a los linfocitos T virgenes a través de la
presentacion de antigenos proteicos reconocidos por los receptores de células T (TCR). Los
linfocitos T necesitan que estos antigenos sean procesados y les sean presentados unidos a
moléculas del MHC sobre la superficie de las APC (Germain, 1994).

Este rol de las DC de iniciacion o “priming” de las respuestas inmunes in vivo frente
a antigenos virales y bacterianos ha sido bien establecido previamente (Hengel y col., 1987;
Kast y col., 1988; Nonacs y col., 1992).

3.3. DESARROLLO DE LAS CELULAS DENDRITICAS

Las DC son por lo general poco frecuentes, por lo que su expansion y estudio se
debe realizar principalmente ex vivo a partir de distintos precursores. Existen varias
maneras de generar células dendriticas in vitro. Una forma es producirlas a partir de
monocitos de la sangre periférica utilizando interleuquina-4 (IL-4) y GM-CSF (factor
estimulante de colonias granulociticas y macrofagicas) (Sallusto y Lanzavecchia, 1994;
Reddy y col., 1997; Puledran y col., 2001). Por otra parte, los progenitores de las DC estan
presentes también en la médula 6sea, en donde una pequefia subpoblacién (CD34") de los
precursores hematopoyéticos da origen a todas las células sanguineas, incluyendo a las DC.
Esta progenie de DC esta probablemente colonizando la mayor cantidad de tejidos in vivo
como cé¢lulas inmaduras no divididas. Existen muchas citoquinas que contribuyen al
crecimiento y diferenciacion de las DC, por ejemplo el ligando de c-Kit y el de FIt3 que
corresponden proteinas transmembrana, que estan sobre el estroma celular y que se unen a
receptores de tirosina-kinasa y ayudan a mantener a los progenitores (Young y col., 1995).
La administracion del ligando de FIt3 in vivo también estimula el crecimiento de DC
funcionales (Maraskovsky y col., 1996; Puledran y col., 2001).

Al menos dos vias de desarrollo de las DC han sido identificadas en el raton,
mieloide y linfoide; las que difieren en su fenotipo, localizacion y funcion. Ambas
subpoblaciones expresan altos niveles de CD11c, moléculas del MHC clase II y moléculas
coestimuladoras CD86 y CD40 (Wu y Shortman, 1996; Pulendran y col., 1997; Vremec y
Shortman, 1997). Un marcador que sirve para distinguir entre las dos poblaciones es
CDS8a el cual es expresado como un homodimero sobre las DC linfoides, no asi en la
subpoblacion mieloide (Wu y Shortman, 1996; Pulendran y col.,, 1997; Vremec y
Shortman, 1997). Las DC de origen linfoide se localizan frecuentemente en é4reas ricas en
células T de la vaina periarteriolar linfatica (PALS) en el bazo y en la paracorteza de los
nddulos linfaticos (Steinman y col., 1997; Pulendran y col., 1997; Leenen y col., 1998).
En contraste, las DC mieloides se encuentran en la zona marginal en el bazo (Steinman y
col., 1997; Pulendran y col.,1997; Leenen y col., 1998), pero pueden ser inducidas a migrar
a las PALS bajo la influencia de sefiales proinflamatorias tales como lipopolisacaridos
(LPS) (De Smedt y col., 1996) o extractos parasitarios (Reis e Sousa y col., 1997). Las
DCs linfoides sintetizan altos niveles de IL-12 (Pulendran y col.,1997; Reis ¢ Sousa y col.,
1997; Ohteki y col., 1999) y son menos fagociticas que las DC mieloides (Ohteki y col.,
1999). In vitro, DC linfoides son capaces de efectuar la sensibilizacion o “priming” a
linfocitos T CD4" y CD8" alogénicos mas eficientemente que DC mieloides (Kronin y col.,
1996; Suss y Shortman, 1996). Sin embargo, in vivo, tanto DC linfoides como mieloides
realizan el priming de células T CD4" antigeno-especifica (Ohteki y col., 1999).



3.4. LAS CELULAS DENDRITICAS INMADURAS : CAPTURA DEL ANTIGENO

Las DC recién generadas, presumiblemente migran a través del torrente sanguineo
desde la médula 6sea hacia los tejidos periféricos donde se tornan células residentes en un
estado de inmadurez, con alta capacidad fagocitica y endocitica (Reis e Sousa y col., 1993;
Sallusto y col.,1995). Aunque estas DC carecen de requisitos para estimular a las células
T, tales como CD40, CD54 y CD86, estan extremadamente bien equipadas para capturar
antigenos, un evento clave en la induccion de la maduracion de las DC. Para estos efectos
pueden ser utilizadas diferentes vias tales como: i) macropinocitosis, ii) endocitosis
mediada por receptores via lectina C (receptores de manosa) (Mommaas y col., 1999) o
receptor Fcy tipo 1 (CD64) y II (CD32) (tomados de complejos inmunes o particulas
opsonizadas) (Fanger y col., 1996), iii) fagocitosis de fragmentos celulares apoptdticos y
necroticos (incluido CD36 y las integrinas avp3 y avB5) (Albert y col., 1998a), virus y
bacterias; incluyendo mycobacterias (Rescigno y col., 1999) y también parasitos. Las DC
también pueden cargar antigenos en proteinas de shock térmico como gp96 y Hps70 a
través de mecanismos de presentacion atin desconocidos (Arnold-Schild y col., 1999).

3.4.1. Procesamiento del antigeno y su presentacion en el contexto de la molécula de
histocompatibilidad clase 11

Cuando el antigeno es de origen exdgeno, su presentacion sera a través de la
molécula del MHC clase II. Tras su internalizacion, los antigenos proteicos, quedaran
localizados en vesiculas intracelulares limitadas por membranas denominadas endosomas.
Los endosomas son vesiculas con pH acido que contienen enzimas proteoliticas que

degradan los antigenos proteicos, generando polipéptidos, que se asocian a las moléculas
del MHC clase II (Geuze, 1998).

Los péptidos generados son transportados hasta compartimentos ricos en moléculas
del MHC del clase II (MIIC), los que tienen una estructura multivesicular y multilaminar
(Kleijmeer y col.,, 1995; Nijman y col.,, 1995). Estos MIIC son estructuras de tipo
endosomal, que ademas de moléculas del MHC clase II, contienen productos HLA-DM
(humano) o H-2M (murino), los cuales actian como elementos de intercambio de péptidos
(Cella y col., 1997a; Pierre y col., 1997), facilitando la remocion de un péptido de 24
aminodcidos, llamado péptido de cadena invariable (CLIP) el cual esta asociado a la nueva
cadena de la molécula del MHC clase II, y que ocupa las hendiduras de union al péptido y
por lo tanto, para que los péptidos de proteinas extracelulares puedan tener acceso a la
hendidura es necesaria su eliminacion (Seliger y col., 2000). La degradacion proteolitica
de esta cadena invariable (I;) es regulada por la razon entre catepsina S y un inhibidor
endogeno la cistatina C. Después de la maduracion, disminuye la regulacion de la cistatina
C y por ende se activa la catepsina S, promoviendo la degradacion de la I, lo que permite
que los péptidos generados (10 a 30 aminodcidos) a partir de antigenos proteicos
internalizados, puedan unirse a la molécula del MHC clase II, estabilizando la molécula
para ser transportados hasta la superficie de la célula (Pierre y col., 1997; Driesen y col.,
1999).

3.4.2. Procesamiento del antigeno y su presentacion en el contexto de la molécula de
histocompatibilidad clase I

Para generar CTL, con capacidad de eliminar células infectadas o células
tumorales, las DC tienen que presentar los péptidos antigénicos en moléculas del MHC



clase I, los que pueden ser cargados en esa molécula a través de una via enddgena, en
donde los péptidos cargados corresponden a péptidos propios o de patdgenos intracelulares
y una exdgena en donde los péptidos provienen de particulas fagocitadas o complejos
inmunes, lo que se conoce como “cross-priming” (Pamer y Cresswell, 1998; Rock y
Goldberg, 1999).

La via enddgena de la molécula del MHC clase I opera a través de la degradacion
de proteinas citosolicas y la carga de los péptidos sobre nuevas moléculas del MHC clase I
sintetizadas dentro del reticulo endopldsmico (RE). El procesamiento antigénico ocurre
primero en el citosol a través de un sistema proteolitico dependiente de ATP el cual
comienza la conjugacioén de ubiquitinas, las cuales se dirigen directamente al proteasoma,
un extenso complejo proteico multienzimatico que posee una amplia gama de actividad
proteolitica y que estd presente en el citoplasma de la mayoria de las células. Aqui se
cortan eficientemente las proteinas produciendo péptidos (Bates y col., 1997). Los
péptidos son posteriormente llevados desde el citosol al RE via los transportadores
transmembrana asociados al procesamiento del antigeno, TAP1/2 dependientes de ATP y
son llevados recortados en productos de 8-10 aminodacidos, los que calzan en la molécula
del MHC clase I (Momburg y Himmerling, 1998). Sin embargo, la sintesis y ensamblaje
de las moléculas del MHC clase I es un proceso de varias etapas, en la que la union del
péptido juega un rol fundamental. En el RE , los dimeros de clase I “vacios” recién
formados permanecen unidos al complejo TAP por medio de la tapasina, una proteina
chaperona, pero cuando el péptido entra en el RE por medio de las TAP, uniéndose a la
hendidura de la molécula del MHC, el complejo péptido-molécula de clase I se vuelve
estable, es liberado de la tapasina, y puede ser llevado hasta la superficie para ser
presentado (Sadasivan, 1996).

3.4.3. Presentacion cruzada

Por otro lado, las DC son las unicas capaces de realizar una presentacion cruzada
(cross-presentation) (Delamarre y col., 2003). Aqui antigenos exdgenos pueden ser
presentados en el contexto de la molécula del MHC clase I a través de dos rutas descritas;
una independiente de TAP, en la cual los antigenos son probablemente hidrolizados en el
endosoma (Pfeifer y col., 1993) y una via fagosoma-citosol, que es dependiente de TAP
(Kovacsovics-Bankowski y col., 1993; Kovacsovics-Bankowski y Rock, 1995). Este
proceso permite respuestas inmunes contra antigenos transplantados, antigenos
particulados, tumores, virus y también es operativo en el desarrollo de tolerancia. Asi la
captura y procesamiento de cuerpos celulares por DC, representa un posible camino para
cargar antigenos exogenos en moléculas de clase I (Albert y col.,, 1998b) y ademas,
permite desarrollar inmunidad protectiva sensibilizando células T con antigenos y rechazo
tumoral, tanto en modelos murinos como humanos.

3.5. MIGRACION DE LAS CELULAS DENDRITICAS IN VIVO HACIA LOS
ORGANOS LINFATICOS Y SUMADURACION

Un importante atributo de las DC en varios estados de diferenciacion es su
movilidad (Austyn, 1987). Las DC se acumulan rapidamente, en el lugar donde se
deposita el antigeno, lo que se ha comprobado después de la inhalacion de un antigeno en
el epitelio bronquial (McWilliam, 1996).



Una vez capturado el antigeno, las DC migran a los 6rganos linfoides secundarios
como nédulos linfaticos y bazo, donde completan su maduracioén y se convierten en APC
profesionales capaces de seleccionar y activar linfocitos antigeno-especifico desde un
conjunto de células T circulantes. Esto permite la diversificacion de la respuesta y la
activacion de efectores antigeno-especifico como CTL, células B y también efectores no-
especificos como células NK, macrofagos y eosindfilos (Lambrecht y col., 1998).
Ademéds, ensefan a las células efectoras a arraigarse en el sitio donde esta la injuria del
tejido (Banchereau y col., 2000).

Este proceso de maduracion es un evento continuo que se inicia en la periferia
cuando se produce el encuentro con el antigeno, la produccion de citoquinas inflamatorias
y se completa con la interaccion de las células T con las DC. Existen numerosos factores
que inducen y/o regulan la maduracion, incluyendo moléculas relacionadas con el
patégeno como LPS, DNA bacterial, también el balance entre las sefales proinflamatorias
e inflamatorias en el microambiente local, las que incluyen el factor de necrosis tumoral
(TNF), interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-6 (IL-6), interleuquina-10 (IL-10), factor de
crecimiento transformante (TGF-f), prostaglandinas y sefiales derivadas de células T. Por
otra parte, el proceso de maduracion esta asociado con una serie de eventos coordinados
tales como la pérdida de receptores fagociticos y endociticos, una sobreproduccion de
moléculas coestimuladoras como CD40, CD58, CD80 y CD86, cambios en la morfologia
como pérdida de estructuras adhesivas, modificaciones en los compartimentos lisosomales
y MIIC y la adquisicion de una alta motilidad celular (Winzler y col., 1997).

3.6. ACTIVACION DE CELULAS T POR LAS CELULAS DENDRITICAS

Dependiendo de las condiciones, las DC pueden estimular el mayor crecimiento y
activacion de una variedad de linfocitos T, los cuales afectan la respuesta inmune
diferentemente. La habilidad para sensibilizar células T CD4" virgenes constituye la
principal funcion de las DC, tanto in vivo como in vitro. Aunque igualmente importante es
la sensibilizacion o “priming” de las células T CD8". In vitro, las DC pueden estimular la
proliferacién alogénica de células T CDS8 directamente (Inaba y col., 1987), en la ausencia
de células Th (McCoy y col., 1999) y también pueden generar CTL desde células T
precursoras (Mehta-Damani y col., 1994).

Queda por establecer si la Unica funcion de las DC es activar a las células T y si
esto resulta de la expresion de moléculas que estan involucradas en esta interaccion. Las
moléculas del MHC o complejos de las moléculas del MHC-péptido son 10 a 100 veces
mas altos en DC que en otras APC como células B o monocitos (Inaba y col., 1997). El
reconocimiento de los complejos de las moléculas del MHC-péptido por TCR antigeno-
especificos constituye la primera sefial en la interaccion de las DC y las células T.

Las DC también se caracterizan por la presencia sobre su superficie de una gran
cantidad de moléculas del MHC clase 1 y clase II (Hart, 1997). Ademads, debido a sus
funciones como presentadoras de antigeno, ellas expresan varias moléculas de adhesion,
dentro de las que se incluyen: CD11a (LFA-1), CDI1c, CD50 (ICAM-2), CD54 (ICAM-
1), CD58 (LFA-3) y CD102 (ICAM-3) ( Hart y Prickett, 1993).



El factor crucial, que representa la segunda sefial para la activacion, es la
interaccion entre estas moléculas coestimulatorias expresadas por las DC y sus ligandos
expresados por las células T. Las moléculas coestimuladoras tales como CD80 (B7-1) y
CD86 (B7-2) y moléculas reguladoras de la coestimulacion como CD40 son expresadas en
DC maduras de origen mieloide (Banchereau y col., 1994; Fagnoni y col., 1995). Las
moléculas de adhesion como las coestimuladoras tienden a aumentar con la maduracion.
(McLellan y col., 1995), lo que se ha comprobado en DC derivadas de sangre periférica en
humanos. Sin embargo, Caux y col. (1994) e Inaba y col. (1994) demostraron que sin duda
CD86 es la molécula mas importante en la amplificacion de la respuesta de las células T.

Por su parte, las células T pueden activarse via el ligando de CD40 (CD40-L) y asi
aumentar en las DC la expresion de las moléculas coestimulatorias anteriormente
mencionadas y la liberacion de citoquinas como IL-1, TNF, quimoquinas e IL-12 (Caux y
col., 1994; Salluto y Lanzavecchia, 1994; Bennet y col., 1998; Schoenberger y col., 1998).
Asi la comunicacion entre las DC y las células T muestra ser mas bien un didlogo que un
mondlogo, en el cual, las DC responden también a los linfocitos T.

Finalmente, el sensibilizar al sistema inmune contra antigenos especificos parece
ser el tinico proposito de las DC hasta ahora confirmado tanto en modelos in vitro, como in
vivo (Mehta-Damani y col., 1994, Mehta-Damani y col., 1995; Hsu y col., 1996; Nestle y
col., 1998).

3.7. LAS CELULAS DENDRITICAS Y LA INMUNOLOGIA TUMORAL

La inmunologia tumoral esta basada sobre la premisa de que el sistema inmune es
capaz de realizar una respuesta efectiva contra células tumorales autélogas. Se cree que las
células tumorales expresan antigenos asociados al tumor o antigenos de rechazo (TAA)
que pueden ser reconocidos como blanco por una célula T efectora (Boon y Van der
Bruggen, 1996; Musiani y col., 1997).

Dado que las DC tiene un rol protagénico en el control de la inmunidad, ellas son
utilizadas en varias aproximaciones clinicas en que estan involucradas las células T:
transplantes, alergias, enfermedades autoinmunes, resistencia a las infecciones y a los
tumores. La induccién de inmunidad tumoral puede ser iniciada por efectores de la
inmunidad innata y mas adelante por el desarrollo de la inmunidad adaptativa, en la cual
las DC juegan un papel fundamental. Muchos elementos estan involucrados para una
efectiva respuesta de estas células tales como 1) reconocimiento de moléculas del tumor
por los precursores de las DC, ii) captura y presentacion cruzada de antigenos liberados o
asociados al tumor por DC inmaduras, iii) seleccion y activacion de células T antigeno-
tumor-especificas, asi como de efectores no especificos como macrofagos y eosinoéfilos y
iv) “homing” o asentamiento de células T antigeno especificas para el tumor en el sitio del
tumor, ademas de reconocer elementos que permitan la eliminacion de células tumorales.
Se sabe que los tumores pueden escapar a la inmunovigilancia debido a alteraciones en
cada una de estas etapas (Bell y col., 1999). También por liberaciéon de citoquinas como
IL-6, IL-10, factor estimulante de colonias macrofagicas (M-CSF), y el factor de
crecimiento endotelial vascular, estos pueden impedir la diferenciacion y funcion de las
DC. De hecho, las DC asociadas a un tumor presentan una pobre capacidad alo-
estimuladora, particularmente si son aisladas desde metastasis de melanoma maligno. Mas
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atin la accion de la IL-10 sobre las DC es capaz de inducir anergia en las células T CDS8",
provocando un estado de tolerancia al tejido tumoral (Steinbrink y col., 1999).

La habilidad de las DC para generar una respuesta inmune antitumoral in vivo ha
sido documentado en varios modelos animales; en estos experimentos se generaron DC in
vitro que luego fueron cargadas con antigenos tumorales con las cuales se inmunizan
animales singénicos (Field y col., 1998).

Por otro lado, los ensayos clinicos en humanos demuestran la posibilidad de
administrar DC cargadas con péptidos para inducir una respuesta de células T péptido-
especificas en pacientes con linfoma, melanoma maligno y carcinoma prostatico
(Mukherjib y col., 1995; Tjoa y col., 1998). Muchos protocolos para cargar DC con
péptidos han sido probados los cuales incluyen: i) péptidos de secuencias conocidas
(Mayordomo y col., 1995; Celluzzi y col., 1996), ii) elusién acida de péptidos desde
tumores autologos (Zitvogel y col., 1996) iii) tumores enteros lisados (Field y col., 1998),
iv) vectores adenovirales y retrovirales (Song y col., 1997; Specht y col., 1997), v) RNA
derivado de células tumorales (Boczkowski y col., 1996), vi) fusion de DC con células
tumorales (Gong y col., 1998). A través, de todas estas instancias se ha podido presenciar
la induccion de células T y un efecto antitumoral considerable, a pesar de no estar claro
cual de los péptidos definidos son TAA in vivo (Nouri-Shirazi y col., 2000).

La inmunoterapia se ha transformado en una de las terapias mas alentadoras, sobre
todo para el caso de enfermedades como melanoma maligno avanzado, que posee una baja
respuesta a tratamientos convencionales. La terapia con DC se ha utilizado en muchas
partes del mundo, y recientemente se han iniciado protocolos en Chile. Por todas estas
razones, investigar sobre nuevas formas de combatir el cadncer permitira ir adquiriendo alta
tecnologia, y el modelo murino es un excelente instrumento para avanzar mas en este
campo. Por lo que resulta interesante generar células DC murinas (CD11c’, CD86’,
H2K"), producidas a partir de precursores de médula Osea, para ser utilizadas en la
inmunizacion de ratones contra antigenos virales y/o tumorales.

Como resultado de todos los antecedentes entregados se postula la siguiente
hipotesis:

3.8. HIPOTESIS
“A partir de precursores de médula ¢sea pueden ser producidas in vitro células
dendriticas murinas CD11c", CD86"", H2K""e" caracteristicas fenotipicas que

pueden permitirles actuar como células presentadoras de antigeno”

Para confirmar o rechazar la hipotesis se plantearon los siguientes objetivos
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3.9. OBJETIVOS

3.9.1. Objetivo general
El objetivo general es estandarizar un protocolo de producciéon de DC murinas
derivadas de médula 6sea y proceder a su caracterizacion por citometria de flujo.

3.9.2. Objetivos especificos

Establecer cultivos de DC derivadas de médula 6sea de raton utilizando protocolos
alternativos.

Caracterizar el fenotipo de las células obtenidas mediante la observacion
morfolédgica y el andlisis mediante citometria de flujo.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIALES

4.1.1. Material bioldgico
- Ratones cepa C57BL/6 de 4-12 semanas (Bioterio de la Facultad de Medicina,
Universidad de Chile).

4.1.2. Equipo de laboratorio
- Estufa a 37° C (Nuaire, Minneapolis, U.S.A).
- Campana de flujo laminar (Nuaire clase II/AB, Minneapolis, U.S.A).

4.1.3. Material de laboratorio

- Jeringa con aguja de 0,45 mm

- Placas de cultivo bacterioldégico 100 mm (Falcon n°® 1029, Bedford, U.S.A.).
- Placas de cultivo celular 100 mm (Falcon n°® 3003, Bedford, U.S.A)

- Pipetas 5 ml y 10 ml (Falcon).

- Tubos de 15 ml y 50 ml (Falcon).

- Micropipetas 0,5-10 pl y 20-200 pul (Eppendorf).

- Tabla de diseccion.

4.1.4. Reactivos.

- RPMI-1640 (GIBCO BRL, Carlsbad, California) suplementado con 10 % Suero Fetal
Bovino (SFB) (GIBCO BRL, Carlsbad, California ), 1% L-glutamina (GIBCO BRL,
Carlsbad, California) y 1% Penicilina-estreptomicina (GIBCO BRL, Carlsbad, California),
gentamicina 80 mg/ml (Laboratorio Chile).

- PBS (Na;HPO4 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5)

- Etanol al 70 %.

- GM-CSF recombinante murino (PHARMIGEN San Diego, CA, USA).

- TNF recombinante humano (R&D Systems, Minneapolis, U.S.A.).

4.2. METODOS

Las tibias y fémures fueron extraidos de ratones C57BL/6 hembras de 4-12
semanas. Se procedi6 a sacar la musculatura y posteriormente fueron sumergidos en etanol
al 70% durante 2 a 5 minutos para su desinfeccion y lavados con PBS. Se cortaron con
tijera a la altura de las epifisis y se extrajo la médula 6sea con PBS o RPMI con una jeringa
con aguja de 0,45 mm. Los “clusters” o agrupaciones de células que se encontraron en la
médula 6sea obtenida, fueron desintegrados por pipeteo vigoroso. Finalmente se realizé un
lavado con PBS obteniéndose aproximadamente de 2,8 x 107 de leucocitos por raton.

4.2.1. Cultivo de médula ésea con GM-CSF:

El principal método para generar DC de médula 6sea (BM-DCs) con GM-CSF fue
adaptado de varias publicaciones previas (Inaba y col., 1992a, Inaba y col., 1992b;
Scheicher y col., 1992). Las modificaciones fueron las siguientes: se usaron placas de 100
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mm N° 1029 Falcon de tipo bacteriologico en reemplazo de las placas de cultivo celular, el
medio de cultivo usado fue RPMI suplementado con Penicilina 100U/ml, streptomicina
100pg/ml, L-glutamina 2mM, gentamicina 1pul/ml y Suero Fetal Bovino al 10%.

e Dia0:
Los leucocitos de médula dsea fueron sembrados en cantidad de 2 x 10° en placas
de 100 mm en 10 ml de RPMI que contiene 200 U/ml (20 ng/ml) de rmGM-CSF.

e Dia3:
Se agregaron 10 ml de medio por placa conteniendo 200 U/ml de GM-CSF.

e Dia6y8:

Se recupero la mitad del sobrenadante del cultivo, se centrifugo, y el pellet se
resuspendié en 10 ml de medio fresco que contiene 200 U/ml de GM-CSF, lo cual es
devuelto a las placas originales. Para completar la maduracion, el dia 8, las células no
adherentes fueron recolectadas por pipeteo suave, centrifugadas a 300 x g por 5 minutos y
resuspendidas en 10 ml de medio RPMI fresco en placas de 100 mm Falcon N° 3003
conteniendo 100 U/ml de rmGM-CSF y TNF a 500 U/ml y cultivadas por 1 o 2 dias mas
hasta ser fijadas para realizar la citometria de flujo.

e Dia10:
Las células pueden ser usadas inmeditamente o puede continuarse el protocolo para
disminuir la contaminacion por granulocitos.

4.2.2. Citometria de flujo:

Para detectar marcadores celulares de membrana se fijaron un total de 1,5 x 10°
células con 0,5 % formaldehido en PBS durante 10 min a 37°C. Después de un lavado con
PBS, se colocaron 5 pl de anticuerpos monoclonales conjugados con isotiocianato de
fluoroceina (FITC) y ficoeritrina (PE) (PHARMINGEN, San Diego, CA, USA.). También
se prepar6 una muestra s6lo con la presencia de un anticuerpo irrelevante conjugado con
FitC y otro con PE como control negativo. La incubacion fue de 30 minutos a 4°C. Se
almaceno en 100 ul de PBS con 1% formaldehido y 0,5% de SFB a 4°C en un tubo bien
cerrado, ademas protegido de la luz hasta su lectura en el citometro de flujo FACscan
(BECTON DICKINSON, San Diego, CA, USA.) el cual se encuentra en el Instituto de
Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.
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5. RESULTADOS

5.1. CITOMETRIA DE FLUJO

Se analizaron las DC provenientes de precursores de médula 6sea y estimuladas con
rGM-CSF por citometria de flujo, tal como lo indica el material y métodos. Se determind
su grado de diferenciacion a DC y la maduracion mediante la tincion con diversos
marcadores de superficie. Se ubico la poblacion con mayor tamafio y granulosidad, lo cual
indica la presencia de un mayor ntimero de células vivas.

Las células fueron fijadas a los 6, 8 y 10 dias del protocolo para verificar su estado de
madurez, a través de la expresion de moléculas como CD11c, CD86 (B7-2), y la molécula
del MHC clase I (H2K"). Se realizaron controles solo con la presencia de un anticuerpo
irrelevante conjugado con FitC y otro con PE.

En la figura 1 se realizd la caracterizacion para el marcador CDl1lc, la cual es una
integrina caracteristica de las DC, aqui se observa un aumento gradual en el nimero de
células positivas, obteniéndose un 48,22% al dia 10 de cultivo en comparacion al 11,88%
del dia 6 de cultivo.
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Figura 1: Citometria de flujo que muestra el porcentaje de la integrina CD11c en
las DC. A) Control de células sin anticuerpos para FITC B) Células marcadas con
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anticuerpo anti-CD11c el dia 6 de cultivo C) Células marcadas con el anticuerpo anti-
CDllc el dia 8 de cultivo. D) Células marcadas con el anticuerpo anti-CD11c el dia 10 de
cultivo.

En la figura 2 se analizé la expresion de la molécula de presentacion antigénica
clase-I H2K" en dos diferentes dias de cultivo. La presencia de esta molécula en las DC
indica que estas células podrian actuar como presentadoras de antigeno, ya que serian
capaces de entregar la primera sefal para la activacion de linfocitos virgenes (MHC-
péptido-TCR). Asi se puede observar que al dia 6 de cultivo existe un alto porcentaje de
células positivas para este marcador (66,12%), el cual aumenta notoriamente al dia 10 de
cultivo (98,27%).
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Figura 2: A) Células marcadas con anticuerpo anti-H2K" el dia 6 de cultivo, B) Células
marcadas con anticuerpo anti-H2K" el dia 10 de cultivo.
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En la figura 3 se analizd la expresion de la molécula de coestimuladora CDS6,
usando un control negativo tefiido con un anticuerpo irrelevante conjugado con PE y a los
dias 6, 8 y 10. La presencia de esta molécula en las DC indica que estas células serian
capaces de entregar la segunda sefial para la activacion de linfocitos virgenes (CD86-
CD28). Asi se puede observar que al dia 6 de cultivo existe un porcentaje de células
positivas para este marcador de 14,57%, el cual aumenta dramaticamente al dia 8 y 10
(85,03% y 86,33% respectivamente).
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Figura 3: A) Control de células sin anticuerpos para PE, B) Células marcadas con
anticuerpo anti-CD86 el dia 6 de cultivo, C) Células marcadas con anticuerpo anti-CD86 el
dia 8 de cultivo, D) Células marcadas con anticuerpo anti-CD86 el dia 10 de cultivo.



17

En la figura 4 se realizd una doble tincion celular con CD11¢/CD86, para
determinar el porcentaje de DC con capacidad coestimuladora, en donde se puede ver que
al menos un 55,27% al dia 10 de cultivo presentan las caracteristicas de DC maduras.
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Figura 4: A) Control de células con doble tincién con anticuerpos para FITC y PE, B)
Células con doble tincion para CD11¢/CD86.
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En la figura 5 y 6 se muestra las células al dia 6 de cultivo, observandose a este
tiempo la presencia de algunas células con morfologia de DC.

Figura 5: DC al sexto dia de cultivo (40 X).

También se pudieron visualizar presencia de “Clusters” o agrupaciones de células a
partir del segundo dia y claramente al dia 6 de cultivo con citoquina.

Figura 6: “Cluster” al dia 6 de cultivo con rtGM-CSF (40 X).
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6. DISCUSION

En este estudio se logréd estandarizar la produccion de DC murinas a partir de
precursores derivados de médula 6sea, mediante un protocolo basado en Lutz y col. (1999),
el cual ha sido modificado en este trabajo. Este protocolo nos permiti6 producir DC con
un fenotipo adecuado de madurez, en cantidades suficientes para permitir su utilizacion en
la inmunizacidon de ratones singénicos y con una reproductibilidad del método adecuada
para estos fines.

Desde el descubrimiento de las DC como una herramienta para estimular al sistema
inmune y el estudio de distintas alternativas terapéuticas se han generado diversos
protocolos. Los estudios anteriores de generacion de DC con GM-CSF (Inaba y col.,
1992b, 1993) emplean diversos tratamientos para alcanzar una maxima pureza de células
dendriticas derivadas de precursores de médula 6sea en murinos. En este protocolo se
descartaron procedimientos como la lisis tanto de precursores de eritrocitos como de
eritrocitos, la deplecion de granulocitos por pipeteo y de linfocitos T y B usando
anticuerpos especificos y lisis a través de la fijacion del complemento (Inaba y col.,
1992b). Con el protocolo de Lutz y col. (1999), se mantienen los precursores de médula
Osea en placas Petri bacteriologicas, ya que se comprob6 que un nimero mucho mayor de
células puede ser cosechadas que en placas de cultivo celular. La menor adherencia en
placas de cultivo bacteriologico parece impedir el desarrollo de macrofagos, por lo que el

cultivo de las DC en suspension favorece su maduracion y su proliferacion (Yamaguchi y
col., 1997).

El periodo de cultivo 6ptimo para generar DC desde precursores de médula 6sea ha
sido establecido en 7-8 dias (Inaba y col., 1992b; Scheicher y col., 1992). Sin embargo,
Lutz y col. (1999) ha prolongado los protocolos originales hasta 10-12 dias de cultivo lo
que aumentaria la cantidad y la pureza de los cultivos al ser puestas en baja densidad (2 x
10° por placa). No obstante, hay que destacar que bajo las condiciones de este trabajo se
pudo detectar que el Optimo eran los 8 dias de cultivo con un alto grado de diferenciacion y
madurez. Por lo que en el protocolo desarrollado en esta investigacion, se han modificado
algunos pasos utilizados por Lutz y col. (1999).

Otro punto destacable en el protocolo realizado es el uso de un niimero minimo de
animales, obteniendo una cantidad adecuada, tanto de precursores (alrededor de 4 x 10" por
raton) como de DC para ser inoculadas posteriormente (4 x 10°). Esto no es posible con
otros protocolos ya que se necesita una mayor cantidad de precursores, debido a que estos
se pierden con los diversos tratamientos a que son sometidas las células antes de ser
puestas en cultivo.

En el protocolo empleado en este estudio, se emplea una dosis de 200 U/ml de GM-
CSF, que es similar a las dosis empleadas por otros autores para generar una mezcla de
células inmaduras y maduras (Inaba y col, 1992b; Heufler y col., 1996), y que no ha
mostrado tener resistencia a la maduracion. Posteriormente, Lutz y col. (2000) investigo el
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uso de bajas dosis de GM-CSF, y observd que de las DC no maduraban lo que induce
células T no respondedoras tanto in vitro como in vivo.

La mayor contaminacién en los cultivos de DC derivadas de médula 6sea son los
granulocitos, que también se estimulan con el GM-CSF y son claramente visibles como
agrupaciones o “clusters” a partir del dia 2 en adelante. Por eso es necesario remover estos
“clusters” por pipeteo suave al dia 2 y 4. Sin embargo, esta remocion nunca es totalmente
efectiva como se ha demostrado en estudios anteriores donde las poblaciones de DC de
médula dsea al dia 7 siempre presentan contaminacion por granulocitos (Inaba, 1992b).

Las células fueron fijadas al dia 6, 8 y 10 de cultivo para comprobar su estado de
maduracion, siendo positivas levemente el dia 6 y 8 para CDllc lo que aumenta
considerablemente al dia 10 con un 48, 22%. En el estudio realizado por Lutz y col.
(1999), se encontr6 que esta molécula era expresada tanto sobre las DC maduras como
inmaduras, lo que se corresponde con los resultados obtenidos en este trabajo.

Cuando suspensiones de médula 6sea de raton son cultivadas en presencia de GM-CSF,
tres tipos celulares de tipo mieloide se expanden: i) los neutréfilos, los cuales no se
adhieren a la superficie de cultivo y presentan caracteristicas morfologicas nucleares como
la expresion de antigeno RB-6 y una pobre presencia de productos del MHC clase-II, ii) los
macrofagos que son altamente adherentes con substanciales niveles del antigeno F4/80 y
una baja expresion de moléculas del MHC clase-11, iii) y las DC, las cuales, se originan
desde agregados celulares que estan unidos al estroma 6seo, que mas tarde son distinguidas
por caracteristicas de forma y motilidad, ademds de los altos niveles de moléculas del
MHC clase II (Inaba y col., 1992b). Las DC inmaduras presentan una alta actividad
endocitica y fagocitica (Inaba y col.,, 1993; Reis e Sousa y col.,, 1993; Sallusto y
Lanzavecchia, 1994; Sallusto y col., 1995; Pierre y col., 1997) y una baja expresion de
sefales accesorias para la activacion de células T (Inaba y col.,, 1994; Banchereau y
Steinman, 1998).

Por otro lado, las DC maduras se caracterizan por su enorme capacidad de presentacion
antigénica y por la gran cantidad de moléculas co-estimuladoras que expresan y que son
capaces de activar linfocitos T. Esta sefial co-estimuladora no es antigeno-especifica, y
esta dada por moléculas como CD28 y CTLA4 que se encuentran sobre los linfocitos T y
que interactian con ligandos como B7-1 (CD80) o B7-2 (CD86) sobre las APC
(Thompson, 1995). El rol de esta co-estimulacion ha sido claramente demostrado, por lo
que se sabe que la estimulacion antigénica de linfocitos T in vitro en ausencia de co-
estimulacion deja células T que no proliferan, no respondedoras o con anergia clonal
(Schwartz, 1996). Asi la molécula B7-2 (CD86), resulta ser so6lo un pre-requisito para
sensibilizar linfocitos T eficientemente (Cella y col., 1997b; Banchereau y col., 1998).

La expresion de B7-2 (CD86) es inducida sobre células B por LPS o por anti-Ig y en
macrofagos por LPS o IFN. Inaba y col. (1994), encontraron que la molécula B7-2 es
dificil de detectar en aislados frescos de DC, pero cuando es puesta en cultivo, aumenta de
forma dramatica, mucho mas que en otras formas leucocitarias.

Los niveles de B7-2 en DC, son altos o aun mads altos que otros marcadores de
superficie de las mismas DC. Los factores que regulan B7-2 sobre las DC aun no son
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identificados. Inaba y col. (1994) en este mismo estudio lograron sélo una disminucioén
parcial de esta molécula al aplicar anticuerpo anti-GM-CSF en cultivos de piel, por lo que
creen que la citoquina necesaria pudo ser liberada desde la misma preparacion de las
células de piel. La aplicacion de LPS sin embargo, no parece aumentar la expresion de B7-
2 como ocurre con macrdfagos y células B. Ademads, el control de la expresion de B7-2 en
DC parece diferir del control en otras APC. Productos bacterianos como LPS si parecen
inducir la migracién y maduracion de las DC in vivo, con la subsecuente pérdida de DC
una vez activadas, lo que resulta ser un mecanismo de retroalimentacion negativo para
controlar in vivo las respuestas inflamatorias que pueden causar severos dafios a los tejidos.
Las DC generadas en este estudio presentaron una diferencia notable en la expresion de la
molécula CD86, al comparar el dia 6 de cultivo con un 14,57% y el dia 8 con un altisimo
85,03%.

Debido al hecho de que las DC parecieron disminuir a partir del dia 6, se decidi6
fijarlas y contarlas a distintos dias de cultivo, para poder establecer su estado y cual era el
dia optimo para ser maduradas. Hay que destacar, que el dia 8, se fijaron células recién
sacadas de cultivo como también células a las cuales se les adicion6 LPS para inducir su
maduracion, las que tras 24 horas murieron. Mas tarde tras efectuar la citometria de flujo,
se pudo determinar que las células no estimuladas con LPS ya presentaban un alto
porcentaje a de CDS86, por lo que estaban maduras (Figura 3). Se ha observado en
protocolos desarrollados anteriormente, que la maduracion muchas veces puede ser
producida espontaneamente in vitro durante el proceso de manipulacion o incluso debido al
aumento de densidad celular (Lutz y col., 1999).

Por otro lado, las DC son consideradas indispensables en una induccidon péptido-
especifica, y el mejoramiento de la concentracion de estas células implica un aumento en
las posibilidades de éxito. Ademés DC cargadas en forma exodgena con un antigeno
inducen una respuesta especifica tanto humoral como celular al ser inyectadas a animales
singénicos (Castelmur y col., 1993; Bachmann y Kundig, 1994).

Se puede decir que las DC generadas mediante este protocolo cumplen efectivamente
esta caracteristica, ya que al dia 6 tienen un alto porcentaje de expresion de la molécula
presentadora de antigeno clase I (H2K") con un 66,12%, aumentando casi a la totalidad de
las células marcadas con anticuerpo el dia 10 (98,27%). En esta caracterizacién se
originaron un total de 55,27% de células doble positivas para los marcadores
CD11¢/CD86, de la poblacion de células analizadas.

A pesar que la molécula del MHC clase II es la que mas se utiliza para caracterizar DC
(Sallusto y col., 1995), no se ha incorporado en este trabajo, tomando relevancia la
molécula de presentacion antigénica del MHC clase I (H2K"), que es capaz de presentar
antigenos virales, tumores y antigenos propios a linfocitos T CDS8", y también la molécula
co-estimuladora B7-2 (CD86).

Los estudios aqui descritos avalan la utilizacion de DC generadas in vitro para la
inmunizacion de ratones singénicos con antigenos virales y/o tumorales lo que permitiria
tener ratones inmunizados contra diferentes clases de tumores, lo que podria repercutir a
corto y mediano plazo en la posibilidad de adquisicion de nuevas herramientas
experimentales para realizar estudios de mecanismos de escape de los tumores a la
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inmunovigilancia del sistema inmune, inmunomodulacion con peptidos y estrategias de
inmunoterapia.
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