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Purificacion, cultivo y caracterizacion de fibrocitos
humanos de sangre periférica

RESUMEN

Antecedentes: Los fibrocitos son una poblacion de
células progenitoras de fibroblastos y miofibroblas-
tos descrita por primera vez en 1994. Coexpresan
marcadores de células mesenquimatosas (colagena
1), monocitos (CD14), antigeno panleucocitario
(CD45) y células troncales hematopoyéticas
(CD34). La presencia de fibrocitos ha sido docu-
mentada en padecimientos como el asma y la fibro-
sis pulmonar idiopatica. Hasta el momento se sabe
muy poco del papel que juegan los fibrocitos en los
mecanismos moleculares que generan la fibrosis pul-
monar, por lo que es de gran importan-
cia su estudio tanto in vivo como in vitro.
Nuestro objetivo fue establecer una téc-
nica y condiciones de cultivo 6ptimos
para obtener cultivos de fibrocitos alta-
mente enriquecidos.

Material y métodos: Se obtuvieron fibro-
citos a partir de concentrados leucocitarios
por dos métodos diferentes, el primero
separandolos por sus propiedades adhe-
rentes y el segundo por enriquecimiento de células
CD14+. La caracterizacion se llevé a cabo por cito-
metria de flujo, anélisis de sintesis de coldgena,
cuantificacion de colagena en sobrenadantes de los
cultivos e inmunocitoquimica para colagena I. Como
control positivo se utilizo una linea celular de fibro-
blastos normales de pulmon.

Resultados: La citometria de flujo mostré que los
cultivos de fibrocitos diferenciados a partir de célu-
las CD14+ contienen menor porcentaje de células
contaminantes (linfocitos B y T) que los cultivos de
fibrocitos obtenidos por adherencia. Ademas de esto,
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ABSTRACT

Background: Fibrocytes constitute a population of
progenitor cells for fibroblasts and myofibroblasts
first described in 1994. They co-express markers
of mesenchymal cells (collagen 1), monocytes (CD14),
pan-leukocyte antigen (CD45) and hematopoietic
stem cells (CD34). The presence of fibrocytes has
been documented in diseases such as asthma and
idiopathic pulmonary fibrosis. Until now, the role of
fibrocytes in the molecular mechanisms of pulmo-
nary fibrosis is largely unknown, and thus their in
vivo and in vitro study is of great importance. Our
objective was to establish a technique and optimal
culture conditions to obtain highly enriched fibro-
cytes cultures.

Material and methods: Fibrocytes were obtained
from leukocyte concentrates by two different meth-
ods, firstly by separating them by their adherent
properties, and secondly by CD14+ cells enrich-
ment. Characterization was done by flow cytometry,
collagen synthesis assay, collagen quantification in
culture supernatant, and immunocytochemistry
with an antibody against collagen I. A normal lung
fibroblasts cell line was used as positive controls.
Results: Flow cytometry showed that fibrocytes cul-
tures obtained from CD14+ cells had less percent-
age of contaminant cells (B and T lymphocytes) than
cultures obtained by adherence. In addition, a high-
er percentage of collagen synthesis and more collagen
concentration in media cultures were observed
in these cultures (CD14+). Finally, immunocy-
tochemistry images showed more expression of
collagen | in cultures of fibrocytes differentiated
from CD14+ cells.
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la sintesis de coldgena y la concentracion de cola-
gena en el medio fue mayor en estos mismos culti-
vos (CD14+). Por ultimo, las imagenes de inmuno-
citoquimica mostraron mayor expresion de colagena
I en cultivos de fibrocitos diferenciados a partir de
células CD14+.

Conclusiones: Nuestros resultados muestran que
para obtener cultivos de fibrocitos altamente enri-
quecidos la mejor técnica es la de separar y cultivar
células CD14+.

INTRODUCCION

Los fibrocitos son una poblacién de células circu-
lantes progenitoras de fibroblastos y miofibroblas-
tos que fue descrita por primera vez en 1994.1
Comprenden del 0.1-0.5% de la poblacion de
leucocitos en sangre periférica, son células adhe-
rentes y cuando son cultivados adquieren una
morfologia en forma de huso muy parecida a la
de los fibroblastos.? Coexpresan marcadores de
células mesenquimatosas (colagena I, fibronec-
tina), antigeno panleucocitario (CD45) monocitos
(CD14) y células troncales hematopoyéticas
(CD34).35

Existen diversas evidencias de que los fibroci-
tos circulantes pueden participar en la reparacion
de tejidos y cicatrizacion ya que entran rapida-
mente a sitios de lesion, se diferencian a fibro-
blastos/miofibroblastos y secretan un perfil Ginico
de citocinas, factores de crecimiento y quimioci-
nas aunado a su capacidad de secrecion de pro-
teinas de matriz extracelular.5°

La presencia de los fibrocitos en enfermeda-
des pulmonares ha sido ya documentada en
padecimientos como el asma, donde se ha mos-
trado acumulacion de fibrocitos en la mucosa
bronquial circundante a areas subepiteliales de
fibrosis.’** Ademés, Mehrad et 42 encontraron
un incremento en el porcentaje de fibrocitos cir-
culantes en pacientes con fibrosis pulmonar idio-
patica (FPI) y neumonia intersticial inespecifica
comparados con controles sanos y mas reciente-
mente nuestro grupo demostrd, por primera vez,
la presencia de fibrocitos en tejido pulmonar de
pacientes con FPI.1

Hasta el momento se sabe muy poco del pa-
pel que juegan los fibrocitos en la generacién y
modulacién de los mecanismos de fibrogénesis

Conclusions: Our results show that the best tech-
nique to obtain highly enriched fibrocytes cultures
is through separation and culture of CD14+ cells.

en la FPI, por lo cual, para continuar con la ca-
racterizacion de estas novedosas células es de
gran importancia establecer una técnica y condi-
ciones de cultivo 6ptimos para obtener cultivos
de fibrocitos altamente enriquecidos. Bajo esta
perspectiva, decidimos evaluar la eficiencia de
dos métodos de obtencidn de fibrocitos a partir
de sangre periférica, utilizando como estandar de
evaluacion los marcadores de fibrocitos descritos
previamente en la literatura.®®

MATERIAL Y METODOS
Obtenciéon de fibrocitos

Se obtuvieron células mononucleares de sangre
periférica a partir de concentrados leucocitarios
obtenidos del Servicio de Banco de Sangre del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
Ismael Cosio Villegas (INER) utilizando un gra-
diente de densidad con Ficoll-Paque (Amersham
Biosciences).

Posteriormente, se utilizaron dos diferentes
procedimientos de seleccion: 1) Separacion de
células adherentes (monacitos y fibrocitos) por
sus propiedades de adhesion: las células mono-
nucleares se cultivaron en cajas Falcon T25 o en
cajas de 6 pozos sobre cubreobjetos de vidrio,
usando medio de cultivo modificado Dubelcco
(DMEM, por sus siglas en inglés) con 20% de
suero humano AB (Valley Biomedical, Inc) a 37°C
y 5% CO, por 24 h. Después se retiraron las
células no adherentes y el resto se cultivo por sie-
te dias mas con cambios de medio cada tres
dias; 2) Separacion de células CD14+: se sepa-
raron los subtipos de leucocitos incubando las
células mononucleares de sangre periférica con
un coctel de anticuerpos y perlas magnéticas es-
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pecificos para seleccion negativa de células 14+
(EasySep human monocyte [14-+] negative selec-
tion kit, stem cell technologies). Las células
CD14+ obtenidas por seleccién negativa fueron
cultivadas en las mismas condiciones que las an-
teriores por ocho dias con cambios de medio
cada tres dias.

Inmunotipificacion por citometria de flujo

Al octavo dia de cultivo las células obtenidas por
ambos métodos se recuperan utilizando un me-
dio para disociacion celular libre de enzimas (GlI-
BCO), se centrifugaron y resuspendieron en so-
lucion salina amortiguada por fosfatos (PBS) con
2% de albumina a una densidad de 1x10° célu-
las por tubo. Se incubaron con anticuerpos de
superficie para CD3, CD14, CD19, CD45 (BD
Biosciences) y CXCR4 (Jackson ImmunoResear-
ch) 30 min a 4°C en oscuridad. Posteriormente, las
células fueron incubadas en una soluciéon comer-
cial para permeabilizacion siguiendo las recomen-
daciones del proveedor (Cytofix/Cytoperm, BD
Biosciences) y se procedié a incubar con un an-
ticuerpo de cabra anticolagena | humana
(1:200, Santa Cruz Biotechnology) por 30 min
a 4°C, después se incubd con el anticuerpo se-
cundario de burro anticabra DyLight 649 (1:200,
Jackson ImmunoResearch) por 30 min. Al fina-
lizar la tincidn, las células se resuspendieron en
paraformaldehido al 2%. Las muestras se analiza-
ron en un citémetro de flujo FacsCalibur (BD
Biosciences) utilizando el software Cell Quest
3.2.1f1 (BD Biosciences).

Ensayo de sintesis de colagena

La sintesis de colagena se evalud por triplicado
como ya se ha descrito.'* En resumen, las célu-
las fueron cultivadas en cajas de 6 pozos con
medio de cultivo DMEM y 20% de suero huma-
no AB. Después de ocho dias de cultivo, el me-
dio fue reemplazado con medio fresco sin suero
conteniendo 15 mCi/mL de (3H) prolina (New
England Nuclear, Boston, MA), 50 mg/mL de &ci-
do ascérbico y 50 mg/mL de f-aminopropionitri-
lo. Al finalizar ocho horas de incubacion, se ob-
tuvieron los sobrenadantes colocandose en hielo
y se dializaron en agua bidestilada con inhibido-

res de proteasas (N-etilmaleimida 25 mM, fluo-
ruro de fenilmetilsulfonilo 0.1 mM, EDTA 10
mM, azida de sodio 0.02%b). Mas tarde, para eli-
minar los inhibidores de proteasas las muestras se
dializaron nuevamente sélo en agua bidestilada,
se liofilizaron y se resuspendieron en una solu-
cion de Tris-HCI, pH 7.6 (Tris-HCI 50 mM y
CaCl, 10 mM). Las alicuotas se incubaron con o sin
36 mg/mL colagenasa bacteriana pura tipo VII
(sigma) por 3 h a 37°C, después se precipitaron
con acido tricloroacético (TCA) al 10%, frio y aci-
do tanico al 0.5% en presencia de 100 mL de al-
budmina; se lavaron dos veces en TCA 5%/4cido
ténico 0.25% a 4°C. Finalmente, los sobrena-
dantes se resuspendieron en 10 mL de fluido
para conteo de emision radiactiva (Aquasol;
New England Nuclear); para evaluar la sintesis de
colagenas, los precipitados se hidrolizaron en 1
mL HCI 6 N, por 24 h a 70°C y también se re-
suspendieron en 10 mL de fluido para conteo
de emisién radiactiva para la cuantificacién
de la sintesis de proteinas no colagenas. La emi-
sion radiactiva de las muestras fue evaluada uti-
lizando un contador de centelleo marca Beckman
(Beckman LS6000 SE, Palo Alto, CA).

El porcentaje de sintesis de colagena fue cal-
culado de acuerdo con la formula: % sintesis de
colagena = (dpm colagena =< 100)/(dpm protei-
nas no colagena x 5.4) + (dpm colagena).®

Cuantificacion de colagena en el medio por
método de Sircol

El ensayo colorimétrico de Sircol (Biocolor, UK) se
realiz6 como ya se ha descrito.'® En resumen, los
sobrenadantes recolectados fueron centrifugados a
1,500 rpm por 4 min para retirar la matriz extrace-
lular, posteriormente se mezclaron 100 uL del so-
brenadante con 1 mL de colorante de Sircol y se
incubaron por 30 min; las muestras fueron centri-
fugadas a 10,000 rpm por 5 min para obtener el
complejo colagena-colorante formado. Después
de decantar el sobrenadante, los botones se disol-
vieron en 1 mL de reactivo alcalino de Sircol y se
colocaron en un agitador. Al finalizar, se leyeron
100 uL de la solucion en un espectrofotémetro a
540 nm. Todos los ensayos fueron hechos por tri-
plicado. Los resultados se expresaron en microgra-
mos de colagena por mL por 24 h.
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Inmunocitoquimica para colagena |

Las células que fueron cultivadas sobre cubreob-
jetos se lavaron con PBS frio y se permeabiliza-
ron y fijaron utilizando metanol al 100% por 2
min a -20°C, se retir6 el metanol y se agregé
acetona al 100% por 3 min a -20°C, se retiré la
acetonay se lavd con TBS-T 0.1% (Tris base 20
mM pH 7.6, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0.1%b).
Los fibrocitos fijados en cubreobjetos se incuba-
ron durante 10 min en una solucién de H,O, al
3% para bloguear peroxidasas enddgenas, se la-
varon dos veces con TBS-T y se incub6 con el
anticuerpo primario de cabra anticolagena tipo |
(dilucién 1:100) (Santa Cruz, Biotechnology); mas
tarde, se llevaron a cabo dos lavados con TBS-T, se
incubd con el anticuerpo secundario biotinilado
utilizando un kit de deteccion universal siguien-
do las recomendaciones del fabricante (Dako
Denmark) durante 20 min seguido de dos lava-
dos con TBS-T. Finalmente se incub6 durante 20
min con streptavidina-HRP (Dako Denmark) y se
reveld con amino etil carbazol (AEC [BioGenex,
San Ramon, CA]).

RESULTADOS

Utilizando un gradiente de densidad se separaron
células mononucleares de sangre periférica a par-
tir de concentrados leucocitarios obtenidos del
Servicio de Banco de Sangre del INER, 30 x 108
células fueron cultivadas en cajas Falcon T25 (10
x 108 células por caja) durante 24 h, tiempo en
el cual se retiraron las células no adherentes y se

agregd medio fresco, las células se cultivaron sie-
te dias mas. A partir del mismo concentrado
leucocitario se utilizaron 1 x 108 células mononu-
cleares para purificar monocitos CD14+ utilizan-
do un coctel de anticuerpos y perlas magnéticas.
Las células obtenidas —10-15 x 10° células de las
cuales ~78-85% eran CD14+ por citometria de
flujo (datos no mostrados) se sembraron en ca-
jas T25 a una densidad de 3-5 x 106 células por
caja, después de 24 h de cultivo se retiraron las
células no adherentes y se agregé medio fresco
continuando el cultivo siete dias més. A los siete
dias de cultivo se observo en los cultivos de con-
centrado leucocitario que aproximadamente el 80-
90% de las células tenian una morfologia en for-
ma de huso parecida a fibroblastos, mientras que
en los cultivos de células CD14+ maés del 90%
habian adquirido esta morfologia.

Para caracterizar a las poblaciones existentes en
los cultivos se hicieron tinciones con anticuerpos
fluorescentes con las combinaciones de anticuer-
pos que reconocen moléculas descritas para iden-
tificar a los fibrocitos. También se incluyeron anti-
cuerpos especificos para las principales poblaciones
celulares contaminantes de los cultivos de células
mononucleares (linfocitos B y T). La caracterizacion
fenotipica se evalud por el método de citometria
de flujo (Tabla I), encontrando que el porcentaje
de fibrocitos en los cultivos provenientes de célu-
las CD14+ era mayor que el obtenido de cultivos
de células mononucleares de concentrado leu-
cocitario; asimismo, encontramos que las células
contaminantes en los cultivos de concentrado leu-
cocitario eran en su mayoria linfocitos B.

Tabla I. Andlisis del inmunofenotipo de fibrocitos obtenidos de concentrados leucocitarios y diferenciados
a partir de células CD14+ analizado por citometria de flujo.

Marcadores Cultivo CD14+ 8 dias Cultivo CL 8 dias
CD3+ (linfocitos T) 1.2% 1.3%
CD19+ (linfocitos B) 1.6% 24.4%
CD45+ 95.9% 96.3%
CD14+ 10.6% 7.2%
Colagena I+ 97.2% 74.3%
Colagena 1+/CD45+ 94.1% 73.0%
Colagena |+/CXCR4+ 96.9% 74.3%
Colagena |+/CXCR4+/CD45+ 94.1% 73%

Resultados representativos de 3-5 experimentos.
CL: Concentrado leucocitario
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Debido a que diversas moléculas expresadas
por los fibrocitos también pueden expresarse en
ciertas subpoblaciones de macréfagos, se realizd
la caracterizacién funcional evaluando la capaci-
dad de los fibrocitos para sintetizar colagena. El
ensayo de biosintesis de colagena mostro que los
fibroblastos in vitro sintetizan casi dos veces mas
colagena (56.45%) que ambos cultivos de fibro-
citos. Los fibrocitos diferenciados a partir de cé-
lulas CD14+ sintetizan colagena en mayor por-
centaje (30.2%) respecto de los obtenidos a
partir del método de adherencia (23.8%) (Figu-
ra 1A). Por otro lado, se determind la concentra-
cién de colagena producida por los fibrocitos cul-
tivados a partir de diferentes métodos de
purificacion; los ensayos de cuantificacién de co-
lagena en el sobrenadante de los cultivos mues-
tran un patrén similar al observado con la sinte-
sis de coladgena, donde se observa que los

Biosintesis de
colagena %
w
o
1

Células Cd14+ Concentrado
leucocitario

Fibroblastos

>

200+
180
160
140
120
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80

mL
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Colagena secretada al

N B O
o O O O
L1

Fibroblastos Células CD14+ Concentrado
leucocitario

Figura 1. Sintesis y secrecion de colagena en culti-
vos de fibrocitos obtenidos a partir de concentrado
leucocitario humano. A) los fibrocitos diferenciados
a partir de una poblacién purificada de CD14+ sin-
tetizan mayor porcentaje de colagena que los fibro-
citos obtenidos por método de adherencia; B) los
resultados de la cuantificacion de colagena en el
medio correlacionan con los resultados de sintesis
de colagena.

fibrocitos diferenciados a partir de células CD14+
muestran una mayor produccién de colagena con
respecto al método de separacion por adheren-
cia (Figura 1B), estos datos muestran una buena
correlacién con los resultados de biosintesis de
colagena.

Por dltimo, para demostrar la sintesis de cola-
gena en nuestros cultivos se realiz6 inmunocito-
guimicas para colagena |, utilizando fibroblastos
de pulmoén como control positivo (Figura 2A) ob-
servamos que la mayoria de las células en ambos
cultivos eran positivas para la tincién con colagena
I, pero la tincion fue mas intensa en los cultivos
de fibrocitos obtenidos de células CD14+ (Figura
2B) que en los obtenidos de concentrado leuco-
citario (Figura 2C).

DISCUSION

Los fibrocitos circulantes son una novedosa po-
blacion de células hematopoyéticas capaces de
diferenciarse a fibroblastos y miofibroblastos y par-
ticipar en procesos de reparacion tisular y fibro-
sis. Por lo que, la obtencion de cultivos de fi-
brocitos con un porcentaje de pureza alto es un
paso clave en el proceso de caracterizacion y ana-
lisis in vitro de estas células.

La técnica descrita por otros autores”® implica
el uso de cuando menos tres columnas magné-
ticas para eliminacion por separacién positiva de
células CD3+ (linfocitos T), CD19+ (linfocitos B)
y CD14+ en el dia 8-10 de cultivo de las célu-
las mononucleares obtenidas de los concentrados
leucocitarios, esto incrementa tres a cuatro veces
los costos y disminuye la recuperacion celular.

En el presente trabajo describimos una técnica
de obtencion de fibrocitos para estudios in vitro
en la cual, desde un inicio, se lleva a cabo una
separacion negativa de células CD14+ prove-
nientes de concentrados leucocitarios, utilizando
anticuerpos acoplados a perlas magnéticas, enri-
gueciendo asi la poblacién que da origen a los
fibrocitos. De esta manera, también se elimina el
uso de dos columnas magnéticas asegurando un
mayor rendimiento en la recuperacion celular y
un menor costo. Cabe mencionar que el porcen-
taje de células contaminantes remanentes pue-
de ser también mayor (—2-8%), comparado con
la técnica ya descrita en la literatura (—2-3%0),’
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Fibroblastos

Figura 2. Inmunocitoquimica para colagena tipo | en cultivos de fibrocitos obtenidos a partir de concentra-
do leucocitario humano. Se utilizaron fibroblastos de pulmones normales como controles positivos (A). En
las imagenes se puede observar que los fibrocitos obtenidos por ambas técnicas son positivos para colage-
na |, aunque la tincion para fibrocitos diferenciados a partir de células CD14+ (B) es mas intensa que la ob-
servada en fibrocitos obtenidos por adherencia (C). También pueden observarse diferencias en la morfolo-
gia (mayor nimero de células en forma de huso) que pueden indicar un mayor estado de diferenciacién en

fibrocitos obtenidos de CD14+ comparado con los obtenidos por adherencia.

lo cual debe tomarse en cuenta tanto en el dise-
filo como en el analisis de experimentos con esta
poblacién de células.

Finalmente, tomando en cuenta nuestra expe-
riencia, consideramos que la técnica descrita por
nuestro grupo tiene mayores ventajas que des-
ventajas, incluyendo la disminucién importante en
los costos y que se podria extender su uso en el
andlisis de fibrocitos de pacientes no s6lo con
enfermedades fibrosantes del pulmén, sino tam-
bién otras patologias inflamatorias e infecciosas
del sistema respiratorio.10-1?
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