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RESUMEN

Introduccion: Los monocitos, células derivadas de la
médula 6sea que circulan en sangre, tienen la capacidad
de diferenciarse a macréfagos o células dendriticas. Par-
ticipan en el control de las respuestas inmunes innatas,
median y regulan las adaptativas, tienen alta plasticidad,
son morfoldgica y funcionalmente muy heterogéneos.

Mediante la clasificacion propuesta por Ziegler-Heit-
brock, se definen, basdndose en la expresion del CD14,
correceptor del lipopolisacarido (LPS) y CD16, recep-
tor de IgG, Fc-gamma [llaR de baja afinidad, tres sub-
poblaciones: clasicos (CD14++, CD16—), intermedios
(CD14+, CD16+) y no clasicos (CD14+, CD16++).

Los monocitos no clasicos ostentan una heterogenei-
dad adicional. Shakel et al., reportaron un subgrupo
de células que expresan una modificacién de carbo-
hidratos del ligando 1 de la glicoproteina P-selectina
(PSGL-1) con una unién de un azucar denominado
6-sulfo LacNAc, modificacion catalizada por la enzi-
ma carbonato sulfotransferasa-2 (CHST2), que une el
azucar a la molécula PSGL-1, denominandolas como
monocitos Slan*.

Estudios del transcriptoma, sobre todo a nivel de
células individuales, evidencian que los monocitos
CD16+ Slan+ participan en procesos inflamatorios.
Ademas, su elevada frecuencia en lesiones renales en
pacientes con nefritis [ipica los implica como células
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patogénicas que interactiian con complejos inmunes.
Su elevado potencial para estimular la inmunidad
innata y adaptativa, su capacidad de patrullar el en-
dotelio, ser sensores de acidos nucleicos, entre otras,
hacen de ellos una subpoblacién con caracteristicas
particulares que aun no han sido esclarecidas en con-
diciones normales y patogénicas.

Nuestro Grupo, contrario a la literatura, reportd que
las células no clésicas regulan la activacion linfocita-
ria. Ademads, los monocitos CD16+Slan+ no parecen
tener una funcién equivalente a la de Ios monocitos
CD16+Slan-, no es claro cudl es su papel en condicio-
nes normales, ni en condiciones patoldgicas. Nuestro
interés en los procesos inflamatorios crénicos nos im-
pele a estudiar la respuesta en presencia y ausencia de
los monocitos Slan+ mediante ensayos de depleciéon
por separacion electromagnética. Nos preguntamos,
4Qué papel juegan los monocitos Slan+ en la respuesta
inmune frente a estimulos autoinmunes como los cuer-
pos apoptdticos y estimulos inflamatorios como el LPS?

Para responder esta pregunta se plantea como objeti-
vo general: “Analizar el efecto de los monocitos Slan+
sobre la respuesta a cuerpos apoptoéticos y estimulos
como LPS, mediante ensayos de deplecién in vitro
con separacion electromagnética, a fin de conocer
su papel diferencial en la modulacién de la respuesta
inmunitaria innata”.

Se han realizado ensayos con estimulos con vesiculas
extracelulares (EV) de pacientes con artritis reumatoide
(AR). Los monocitos se han obtenido a partir de células
mononucleares de sangre periférica de donantes sanos
(PBMC) separados sobre Histopaque y posterior conteo
de monocitos CD14+ por citometria de flujo, para sem-
brar 500,000 células CD14 por pozo en platos de 48 pozos.

El aislamiento de monocitos Slan+ se ha realizado
con un estuche comercial (Miltenyi Biotec) partiendo
de PBMC humanas, obteniendo porcentajes de pureza
superiores al 90%, pero con baja eficiencia. Alternati-
vamente, se ha implementado el aislamiento electro-
magnético usando el FACSaria III (Becton Dickinson),
obtenido mejores rendimientos y purezas.

Luego de 24 horas se iniciaron los estimulos con EV e
IFN-gamma a los cultivos con y carentes de Slan+ y se
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dejaron diferenciar durante ocho dias en una atmos-
fera con 5% de CO2. Posteriormente, mediante cito-
metria de flujo se midi6 la expresién de CD36, CD68,
CD80, CD86 y HLA-DR. Se analizaron 3 individuos con
dos proporciones diferentes de EV y posteriormente,
se realizd una comparacion de la fluorescencia media
reportada para cada proporciéon de EV, encontrdndo-
se un aumento del HLA-DR y del CD36 en los cultivos
con células Slan+ (p = 0,0177).

Ademaés, se realizo la separacion de células CD3+
autélogas, marcadas con CFSE, y posteriormente se
agregaron a diferentes proporciones a los cultivos de
monocitos carentes o no de las células Slan+ después
de 24 horas de adherencia al plastico (Monocitos: lin-
focitos: 1:3 y 1:5). Estos cultivos se estimularon con
lectina PHA y se incubaron 96 horas adicionales. Se
analizo la dilucién de CFSE en linfocitos mediante ci-
tometria de flujo. Se observd una marcada tendencia
a incrementar la proliferacién de células CD3+ en
presencia monocitos Slan+, pero se requiere incre-
mentar el nimero de observaciones.

Actualmente nos encontramos evaluando la respues-
ta a otros estimulos como el LPS y los resultados, aun
preliminares, sugieren que la presencia de monocitos
Slan+ incrementan la expresién del HLA-DR. Si los
monocitos Slan+ tiene un efecto modulador positi-
vo sobre la funcién de otros fagocitos y los linfocitos
CD3+, requiere pruebas adicionales que nos permi-
tan tener una aproximacion al mecanismo por el cual
estas células tienen su efecto modulador.
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