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Resumen  El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de los leucocitos polimorfonucleares (PMNL) de
modular la fisiologia de las células dendriticas (CDs). Utilizando CDs humanas analizamos el efecto
de los PMNL sobre las CDs. Las CDs incubadas con los PMNL mostraron una menor capacidad aloestimuladora
de linfocitos T (LT) (42+14%, n=8, p<0.05), la cual se correlacioné con una menor concentracion de IFNy
(CDs: 781+3 pg/ml; CDs-PMNL: 343+178 pg/ml, p<0.05). También se pudo observar el efecto inhibitorio de los
PMNL sobre las CDs en un cultivo antigeno especifico. Sin embargo, el efecto inhibitorio no se pudo observar
sobre CDs maduras. Ademas, la inhibicion de la capacidad aloestimuladora de las CDs tratadas con los PMNL
fue revertida utilizando inhibidores de serino proteasas. Estos resultados indican que los PMNL modulan la
actividad de las CDs inmaduras a través de la liberacion de serino proteasas.

Palabras clave: células dendriticas, leucocitos polimorfonucleares, respuesta inmune adaptativa

Abstract Polymorphonuclear leukocytes decrease the immunostimulatory capacity of human dendritic
cells. The aim of this work was to evaluate the ability of polymorphonuclear leukocytes (PMNL) to
modulate the function of dendritic cells (DCs). Human DCs were used to analyze the effect of PMNL on DCs. The
allostimulatory proliferation of T cells induced by DCs incubated with PMNL was lower (42 + 14%, n:8, p< 0.05)
compared with untreated DCs. The decreased proliferation correlated with lower IFNy production (DCs: 781+3 pg/
ml; DCs-CS: 343178 pg/ml, p<0.05). The same effect was observed in an antigen specific assay. However, the
effect was not observed when PMNL where incubated with mature DCs. Indeed, the effect of PMNL was partially
reverted with serine proteases inhibitors. Overall, these results suggest that PMNL modulates DCs activity by ser-
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ine proteases.
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Las células dendriticas (CDs) son células presenta-
doras de antigenos derivadas de la médula dsea con la
particular capacidad de inducir respuestas inmunes pri-
marias. Se localizan tanto en tejidos linfaticos como en
tejidos no hematopoyéticos. Ante la presencia de un dafio
tisular, las CDs migran desde el foco inflamatorio hacia
el ganglio linfatico periférico, donde estimulan a los
linfocitos T (LT) antigeno-especificos®. Simultaneamen-
te a la emigracion de las CDs se produce el reclutamien-
to de leucocitos polimorfonucleares (PMNL) desde la san-
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gre hacia el foco inflamatorio, proceso en el que partici-
pan factores quimiotacticos y moléculas de adhesion? 3.
Los procesos de migracion de las CDs y los PMNL han
sido exhaustivamente estudiados en forma independien-
te. Sin embargo, estudios de cinética de migracion*, de
las CDs y los PMNL, permiten postular una interaccion
entre ambos tipos celulares en el foco inflamatorio, la cual
aun no ha sido examinada. En el presente trabajo estu-
diamos la interaccion entre los PMNL y las CDs. Para
ello, se utilizaron CDs humanas diferenciadas a partir de
monocitos de sangre periférica con GM-CSF (800 U/ml)
e IL-4 (500 U/ml), tal como fuera descripto previamente®.

En primer lugar examinamos el efecto de la
incubacion de PMNL con CDs sobre la capacidad de
estas Ultimas de estimular la proliferacion de LT
alogénicos. Como se observa en la Figura 1(a), las CDs
inducen una fuerte respuesta linfoproliferativa, la cual
se ve disminuida cuando las CDs han sido coincubadas
con los PMNL. Este resultado se correlacioné con los



434

niveles de IFNy hallados en los sobrenadantes de los
cultivos alogénicos (781+3 pg/ml vs. 343+178 pg/ml,
CDs vs. CDs tratadas, n= 2, p<0.05). En cambio, los
niveles de IL-4 estuvieron por debajo del limite de de-
teccién de la metodologia utilizada (ELISA, sensibilidad
> 32 pg/ml).

Posteriormente, se evaluo la capacidad de los PMNLs
de inhibir la proliferaciéon de linfocitos T especificos para
el toxoide tetanico inducida por CDs previamente expues-
tas al antigeno. Es importante aclarar que la exposicion
previa al antigeno, permite el procesamiento del mismo
por parte de las CDs. Como se observa en la Figura 1(b),
los PMNLs inhibieron la capacidad inmuno-proliferadora
de linfocitos T especificos inducidos por CDs.

El efecto inhibitorio de los PMNL sobre la capacidad
inmunoestimuladora de las DCs podria ser mediado por
factores solubles liberados por los granulocitos o por
interacciones célula-célula. Para responder a esta pre-
gunta, las CDs y los PMNLs fueron incubados en com-
partimientos separados por un filtro de policarbonato de
0.4 pm durante 3 hs, de manera de impedir la interaccion
celular, pero permitir el pasaje de factores solubles. Pos-
teriormente, las CDs fueron recuperadas y examinadas
en su capacidad de inducir la proliferacion de LT. Como
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se observa en la Figura 1(c), las CDs separadas de los
PMNL por el filtro presentaron menor capacidad
inmunoestimuladora, comparadas con sus controles,
sugiriendo la participacion de factores solubles modula-
dores en el mecanismo de accion del PMNL.

El efecto inhibitorio de los PMNLs sobre las CDs
también fue examinado sobre CDs inducidas a madu-
rar con TNFoa (200 U/ml). La coincubacién de PMNLs
con CDs maduras no modific6 la capacidad
inmunoestimuladora de las CDs. (Fig. 1d)

Los resultados preliminares indican que el efecto
de los PMNLs podria ser mediado por serino proteasas
presentes en sus granulos ya que inhibidores de serino
proteasas revierten parcialmente el efecto observado
sobre las CDs inmaduras.

Los procesos inflamatorios son desencadenados por
estimulos o noxas y se caracterizan por el reclutamiento
de poblaciones leucocitarias que forman parte de la re-
puesta inmune innata. Sin embargo, los mismos esti-
mulos son los encargados de iniciar la respuesta inmu-
ne adaptativa a través de la migracion de las CDs desde
el foco inflamatorio hacia los ganglios linfaticos. El me-
canismo descripto en este trabajo sugiere la posibilidad
de una interaccién entre las primeras células reclutadas
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Fig. 1.— Proliferacion de linfocitos T (LT) inducida por células dendriticas
(CDs). (a) Proliferacion de LT alogénicos inducidos por CDs co-incuba-
das o no con leucocitos polimorfonucleares (PMNL). (b) Proliferaciéon de
LT antigeno especificos inducidos por CDs expuestas a toxoide tetanico
(TT), co-incubadas o no con PMNL. (c) Proliferacion de LT alogénicos
inducidos por CDs co-incubadas o no con PMNL y por CDs separadas
de los PMNL a través de filtros de policarbonato y que no estan presen-
tes en el ensayo de proliferacion de LT. (d) Proliferacion de LT alogénicos
inducidos por CDs maduras co-incubadas o no con PMNL. Se determind
la respuesta proliferativa al 6 dia por incorporacién de 3H-timidina.
* p<0.05; **p<0.01 por ANOVA (post hoc Dunnet test)
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(PMNL) en el foco inflamatorio y las células encargadas
de poner en marcha la respuesta adaptativa (CDs). Sin
embargo, su significado en el proceso inflamatorio me-
rece ser discutido en base a la inhibicion observada. Este
mecanismo inhibitorio formaria parte de una serie de
fendmenos que tienden a limitar el proceso inflamatorio
y que son desencadenados por la misma respuesta
inflamatoria. Desde el punto de vista del gasto energéti-
co, seria poco efectivo iniciar una respuesta inmune
adaptativa cuando el proceso inflamatorio es efectivo en
erradicar a la noxa. Sin embargo, es importante remar-
car que este efecto sélo se observa en CDs inmaduras.
Es decir que las células que han sufrido la accién de la
noxa y comienzan a madurar, no serian los blancos de
accion de los PMNL. Haciendo una analogia con los
mecanismos de control en el sistema nervioso podria-
mos postular que la inhibicion observada sobre las CDs
inmaduras y no sobre las CDs maduras, actuaria como
los circuitos de inhibicion lateral®. En el sistema nervio-
S0, estos circuitos aumentan la resolucion, incremen-
tando el contraste. En el proceso inflamatorio, es proba-
ble que CDs maduras y CDs inmaduras, presentando
antigenos propios como extrafios, migren al ganglio
linfatico regional. ¢Como es posible discernir entre la
informacion relevante de la irrelevante frente a un flujo
continuo de CDs? Probablemente, el mecanismo aqui
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descripto contribuya a incrementar el contraste, permi-
tiendo focalizar la respuesta inmune hacia la noxa ini-
cial. De esta manera se evitaria el “ruido” ocasionado
por el flujo continuo de CDs inmaduras hacia el ganglio
linfatico regional.
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Did Rutherford make his discoveries by the hypothetico-deductive method postulated by modern
philosophers of science? Like Napoleon, who did not win his battles by any fix strategy, Rutherford
did not follow any one method. A favourite one, stressed by Wilson, consisted of pursuing any
anomalous or unexpected effect, but any intelligent scientist does that. Rutherford's strength lay in
always being on the lookout for such effects and being extremely observant in spotting them.

¢Hizo Rutherford sus descubrimientos por el método hipotético-deductivo que postulan los filo-
sofos de la ciencia modernos? Como Napoleén, que no gané sus batallas con una estrategia fija,
Rutherford no siguié sélo un método. Uno de sus favoritos, sefialado por Wilson, consistia en
seguir cualquier efecto anémalo o inesperado, pero cualquier cientifico inteligente hace eso. La
fortaleza de Rutherford residia en estar siempre a la busqueda de esos efectos y en ser extremada-

mente observador para reconocerlos.

Max F. Perutz

Discover of the atomic nucleus (a review of Rutherford: Simple Genius, by David Wilson [1983]).
En: Is Science Necessary?, New York: Dutton, 1989, p166



