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RESUMEN

Las células dendriticas (CD) son células derivadas de médula 6sea que se encargan de presentar
antigenos y estimular a linfocitos T que no han sido retados con un antigeno o también llamados
linfocitos T virgenes. Las CD también son capaces de estimular a linfocitos T CD8" e inducen y
mantienen la tolerancia inmunoldgica central y periférica mediante distintos mecanismos como la
expansion de células T reguladoras (Treg). Las CD pasan por un proceso de maduracion que es
importante, pero no necesario, para la induccion de una respuesta inmune. En este proceso
ocurren cambios morfoldgicos (pérdida del aspecto dendritico), en el fenotipo, en la produccion
de citocinas y en la disminucién de endocitosis. Cuando presentan antigenos a linfocitos T, las CD
liberan distintas sefiales que permiten la 6ptima activacion de células T, una de estas sefiales que
contribuye de manera importante al destino de la respuesta inmune es la coestimulacion
proporcionada por las proteinas de la familia B7 (CD80, CD86, CD273, CD274) y que depende de la
union del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) con el receptor de células T (TCR). La
combinacion y cantidad de estas proteinas puede dar lugar a estimulacion y con ello la
proliferacion, o bien a la tolerancia que se manifiesta por apoptosis, anergia de linfocitos T o
expansion de Treg.

Por otro lado, el 17@-estradiol (E;) es una hormona esteroidea, que pertenece al grupo de los
estrégenos y se ha descrito regula las respuestas inmunitarias mediante la modulacion de la
funcion y fenotipo de las células del sistema inmune como macréfagos, granulocitos, linfocitos,
células NK y células dendriticas. En CD se ha documentado que el E, induce un aumento en la
produccion de citocinas antiinflamatorias como IL-10, dicha citocina contribuye a la tolerancia
mediante la expansion de las Treg, ademas induce disminucion en la habilidad de las CD para
estimular la respuesta proliferativa de linfocitos T; con respecto a lo anterior se sabe que las CD
poseen receptores de estrogenos, lo cual indica un efecto directo en dichas células. Estos trabajos
y el que a continuacion se menciona sugieren un papel inmunosupresor del E,. En nuestro grupo
de trabajo se encontr6 que el E; induce la disminucion transitoria de CD de epidermis (células de
Langerhans (CL)). La disminucién de CL puede llevar a una pérdida de inmunovigilancia, ademas de
inducir cambios en el fenotipo que podria desencadenar en inmunosupresion o activacion de la
respuesta inmunoldgica. Por lo anterior el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto in
vitro del 17B-estradiol sobre el inmunofenotipo de las CD, en particular si afecta la expresion de
las proteinas membranales que aportan sefiales inhibidoras durante la presentacion antigénica
(CD273, CD274), de moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, CD86) y las relacionadas con la
maduracion (MHCIl y CCR7). Por otro lado se determind si este efecto es dosis y tiempo
dependiente. Se encontré que el E, es capaz de modificar el fenotipo de las CD. El efecto sobre el
inmunofenotipo es dependiente de la dosis y del tiempo de exposicion al E,, de esta manera dosis
altas o suprafisioldgicas (100 y 1000 ng/ml) de E;, lograron incrementar la expresion de CD273,
CD86 y MHCII y disminuir la de CD274. El E, s6lo increment6 la expresion de CD86 de manera
proporcional a la dosis, pero indujo un incremento en la expresion que es directamente
proporcional al tiempo en el que las moléculas fueron evaluadas (CD273, CD274, CD40, CD80 y
MHCII). El E,, entonces, induce un fenotipo maduro en CD derivadas de médula dsea que
potencialmente induciria una tolerancia por la uniéon de CD273 y CD274 con su receptor PD-1 o
bien CD80 con CTLA-4 en linfocitos T.
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MARCO TEORICO

1. 1 Generalidades del Sistema Inmune

El término inmunidad deriva del latin inmunitas y hace referencia a la exencion de obligaciones
civiles y procesamientos legales ofrecidos a los senadores romanos durante el desempefio de sus
cargos. Tucidides (historiador griego) en el siglo V a.C. fue el primero en relacionar este término
frente a una infeccion, asi la inmunidad hace referencia a la proteccidn contra agentes extrafios o
infecciosos. Los 6rganos (timo, médula 6sea, bazo, ganglios linfaticos y tejido linfoide asociado a
mucosas, etc.), las células (linfocitos, macréfagos, CD, células NK) y moléculas responsables de la
inmunidad (anticuerpos, el sistema de complemento) constituyen el sistema inmune. Una de las
funciones primordiales del sistema inmune es distinguir lo propio de lo extrafio y llevar a cabo una
respuesta que trata de eliminar aquello que es reconocido como extrafio.

Existen dos tipos principales de respuesta inmune: innata o natural y adaptativa o adquirida. La
primera provee una primer defensa contra cualquier elemento reconocido como extrafio y
consiste en los mecanismos de defensa inespecificos externos (barreras fisico-quimicas y
bioldgicas) que tienden a evitar la infeccion, cuando los microorganismos consiguen contrarrestar
estos mecanismos de defensa, actian los mecanismos de defensa inespecificos internos
(moléculas y células) para la destruccién del patdgeno. Sus caracteristicas principales son que
ejerce sus efectos de manera inmediata asegurando una defensa rapida en contra de patégenos o
moléculas extrafias por medio del reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs), que son estructuras quimicas que comparten microorganimos y virus; también se genera
una respuesta inmune que no se incrementa tras exposiciones repetidas al mismo agente, ademas
de no generar memoria inmunoldgica, es decir que respondera inespecificamente y con igual
magnitud si se vuelve a encontrar con el mismo microoganismo. Los constituyentes de la
inmunidad innata son las barreras fisicas (como epitelios, moco, cilios), barreras quimicas (pH,
lipidos, poliaminas, &cidos biliares, lisozima), factores solubles (citocinas, componentes del
complemento, anticuerpos no especificos, proteina C reactiva) y células como fagocitos
(macrdéfagos y neutrofilos), subpoblaciones de células asesinas naturales (NK), linfocitos T NK, y
linfocitos T yd (Abbas y Lichtman, 2004).

La respuesta inmune adaptativa consiste en los mecanismos de defensa especificos tras el
reconocimiento del agente extrafio (antigeno, se define como molécula de cualquier naturaleza
quimica que puede ser reconocida por células del sistema inmune) durante un determinado
tiempo. En este tipo de respuesta se genera memoria inmunoldgica, es decir que si se enfrenta al
mismo organismo puede combatirlo de manera especifica, rdpida y con mayor magnitud. Sus
principales componentes celulares son linfocitos B, T, células dendriticas, macrofagos (éstas dos
son células presentadoras de antigenos (CPA), sin embargo los linfocitos B también actian como
CPA). El desarrollo de una respuesta inmune especifica depende de la interaccion de linfocitos T, B
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y CPA, que induce diferenciacion clonal de linfocitos restringidos en linfocitos efectores capaces de
desencadenar distintas respuestas. Los linfocitos T se dividen en subpoblaciones dependiendo de
las proteinas que se expresan en su membrana (marcadores superficiales) y/o sus funciones. Las
células T que expresan la proteina CD4 son designadas como células cooperadoras o ‘helpers’
(conocidos como Ty, del inglés T helpers), estan encargadas de establecer y maximizar las
capacidades de defensa del sistema inmunitario, en particular la activacion y direccion de otras
células inmunitarias como linfocitos B para produccién de anticuerpos, asi como la activacion y
crecimiento de los linfocitos T citotdxicos y el aumento de la actividad bactericida de fagocitos
como los macréfagos. Por otro lado, a los linfocitos que expresan la proteina CD8 se les denomina
células T citotdxicas, y son cruciales en la defensa en contra de patégenos intracelulares como
virus y bacterias, pues neutralizan células infectadas mediante un ataque directo, logrando su
apoptosis mediante distintos mecanismos como la liberacion de enzimas toxicas que provocan su
destruccion entre ellas las perforinas o el ligando de Fas (FasL) (Abbas y Lichtman, 2004). Los
linfocitos T cooperadores (CD4") se dividen en varios grupos dependiendo de las citocinas que
liberan. En el proceso de diferenciacién de estos grupos, las CD tiene una importante funcion
como se vera en los parrafos siguientes. Se han caracterizado varias subpoblaciones de linfocitos T
cooperadores: Tyl, Ty2, T49, Tyl7 y T reguladores. Cada una de estas subpoblaciones coordinan
distintas respuestas, de tal manera que por ejemplo, cuando un organismo vertebrado es invadido
por algun agente infeccioso, los linfocitos Ty1, Tw2, T49 y T417 se encargan de la destruccion de los
microorganismos, en tanto que los linfocitos Treg atendan la respuesta dada por estos grupos una
vez controlada la infeccién permitiendo una minima repercusion sobre la totalidad de las células y
tejidos del organismo. Sin embargo, se ha descrito un papel supresor en los Ty1, T42 y Ty17 ya que
son mutuamente inhibidos, y en el caso de los Treg tienen un papel importante en la coordinacion
de los primeros pasos de la infeccion virica de manera directa, induciendo la diferenciacion de los
linfocitos Tyl7 a través de la secrecion del factor de crecimiento TGF. Las citocinas que liberan
cada subpoblacion son las siguientes: los Tyl liberan principalmente IFNy, TNFo, TNFB, IL-2; los Ty2
producen IL-4, IL-10, IL-5, IL-9 e IL-13; los T49, IL-9; los Ty17, IL-17, IL-21, IL-22; los Treg producen
TGFB, IL-10y el factor de transcripcion Foxp3 (Wany Flavell, 2009).

Por otro lado, como se menciond anteriormente, el sistema inmune es capaz de reconocer lo
propio de lo extrafio, asi como reaccionar s6lo contra lo extrafio y no con lo propio. Esta
homeostasis se logra mediante la tolerancia inmunoldgica, que es definida como la incapacidad de
responder ante un antigeno especifico. Existen dos tipos de tolerancia: la central que ocurre en
organos linfoides primarios (médula 6sea y timo) y la periférica en 6rganos linfoides secundarios
(ganglios linfaticos, bazo, tejido linfoide asociado a mucosas) y el resto del organismo (Abbas y
Lichtman, 2004). Cuando el sistema inmune reconoce lo propio como extrafio se induce una
respuesta en contra de las células del organismo lo que da lugar a las llamadas enfermedades
autoinmunes, en particular la presencia de los linfocitos Ty17 estén involucrados en su desarrollo
(Togno y Montor, 2009). La tolerancia inmunoldgica cobra relevancia en la clinica contra el
tratamiento de enfermedades autoinmunes como la esclerosis mdltiple, artritis reumatoide o

~2~
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lupus eritematoso, o bien ante el rechazo de injertos o para controlar respuestas exacerbadas en
contra de un antigeno (Ezzelarab y Thomson, 2011).

1.2 Células dendriticas

Las CD son células hematopoyéticas que pertenecen a la familia de CPA, conocidas como
‘profesionales’ ya que pueden inducir el comienzo de respuestas inmunitarias activando a
linfocitos T virgenes, llamados asi porque no han sido retados con un antigeno (Abbas y Lichtman,
2004). Sus precursores se localizan en la médula 6sea. Muchos de los precursores inmediatos
migran a través de vasos sanguineos y se localizan en distintos tejidos, como tejido linfoide,
conjuntivo, mucosas y piel, en donde terminan de diferenciarse (Sato y Fujita, 2007). En particular
los precursores que renuevan las CD localizadas en piel y mucosas provienen de médula ésea
(Banchereau y Steinman, 1998; Belz y Nutt, 2012).

Las CD se caracterizan por ser iniciadoras de la respuesta inmune adaptativa e innata, en particular
de la inmunidad adaptativa, ya que son capaces de determinar el tipo, la eficiencia y la magnitud
de la respuesta cuando interacttan con linfocitos T. Las CD son importantes como reguladores de
la inmunidad ya que en primera instancia estimulan a linfocitos T CD4* o CD8" y modulan las
respuestas dadas por linfocitos CD4* promoviendo su polarizacion hacia distintas subpoblaciones
de linfocitos T cooperadores, como Tyl, Tyl7, T2, ademas de Treg; inducen y mantienen la
tolerancia inmunoldgica central y periférica, contribuyen también a mantener la memoria; ademas
se consideran mediadoras de la comunicacion entre el sistema inmune innato y adaptativo ya que
producen interferon alfa (IFN-o) ante el reconocimiento de virus, iniciando procesos inflamatorios
tras reconocer PAMPs y activando a otras células de la inmunidad innata como las NK (Sallusto y
Lanzavecchia, 2002; Ueno, et al., 2007). No sdlo las CD estimulan a células T sino a células B a
través de citocinas como IL-12, las CD pueden inducir la produccion de anticuerpos y la
proliferacion de células B que fueron estimuladas por CD40L de células T activadas, asi como el
cambio de clase de las inmunoglobulinas IgA de células B activadas por linfocitos T (Banchereau y
Steinman, 1998).

Las CD son capaces de realizar todas estas funciones debido a su plasticidad genética y
epigenética, lo cual les permite reprogramarse genéticamente en respuesta a distintos estimulos
(ejemplos: microorganismos, virus, citocinas, células apoptdticas, células tumorales o sustancias
que podrian causar hipersensibilidad) (Granucci, et al., 2003). Las respuestas transcripcionales
inducidas por el microambiente en el que se encuentran las CD, da lugar a la adquisicién de un
fenotipo funcional, que consiste en todo un repertorio de receptores membranales que utilizan
para obtener informacion acerca de los estimulos exteriores, y para la captacion, presentacion de
antigenos y funciones efectoras de estas células. Las CD pueden adquirir diferentes fenotipos
dando lugar a diferentes respuestas (Granucci y Zanoni, 2009; Ueno, et al., 2007). Una parte del
repertorio de moléculas que conforman su fenotipo lo componen los receptores de
reconocimiento de patron (PRRs), que estd formado por tres familias: receptores tipo Toll (TLRS),
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receptores de lectinas tipo C (CLRs) y receptores tipo NOD (NLRs). Los PRR reconocen moléculas
conservadas de distintos microorganismos llamados PAMPs (lipopolisacarido, acido lipoteicoico,
secuencias de ADN de microorganismos Yy virus, etc.), asi como factores tisulares (FTs) que son
expresados por células de tejidos aledafios en respuesta a patégenos o dafio tisular, algunos
ejemplos de los FTs son citocinas pro y antiinflamatorias, quimiocinas, eicosanoides, proteinas de
choque térmico (HSP), componentes de matriz extracelular, lipidos necréticos y acido siélico, entre
otros (Kapsenberg, 2003). También los PRRs incluyen proteinas que promueven la endocitosis, la
activacion del complemento, cascadas de coagulacion e induccion de apoptosis. Los TLR que se
expresan en las CD son: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 y TLR10 (Ueno, et al.,
2007).

Se sabe de la capacidad de las CD de modular distintos tipos de respuestas, la respuesta a la
pregunta cémo es que las CD pueden modular la polarizacion de diferentes respuestas inmunes,
depende de varios factores: la naturaleza de los estimulos que reciben de otras células, como los
patdgenos o sustancias quimicas, del microambiente en el que son estimuladas, el tipo de CD, de
su maduracion fenotipica y de su habilidad para sensar y traducir las sefiales ambientales (Sallusto
y Lanzavecchia, 2002; Ueno, et al., 2007). La naturaleza de los estimulos tiene un papel importante
en la polarizacion de distintas respuestas, las CD al poseer distintos tipos de TLRs pueden
reconocer diversos estimulos, dichos estimulos desencadenan maduracion en el fenotipo
(incremento de moléculas coestimuladoras y MHCII principalmente) y produccion de citocinas por
parte de las CD, polarizdndolas y desencadenando la diferenciacion de distintos linfocitos T
cooperadores. En concordancia con lo anterior, la unién de los ligandos (lipopéptidos,
proteoglucanos de micoplasma y zymosan de la pared celular de levaduras) por el heterodimero
TLR2-TLR6 induce la produccién de IL-10 en CD; esté citocina esté involucrada en la generacién de
tolerancia como se vera mas adelante. TLR3 que reconoce ARN de doble cadena, TLR7 que liga
componentes antitumorales sintéticos y residuos de guanosina y TLR9 que reconoce motivos de
ADN ricos en CpG inducen la produccion de citocinas como IL-12 e IFN tipo I, como IFNa, los cuales
inducen una respuesta de tipo Ty1; el TLR4 cuando se une a LPS a distintas concentraciones, puede
inducir a concentracion baja una respuesta T2 y a concentracion alta una Tyl. Se ha documentado
que la infeccion por helmintos como Acanthocheilonema vitae induce una respuesta de tipo Ty2,
pero no se sabe que TLRs estan involucrados, asi también se ha documentado que diversos
patdgenos impiden la maduracion de las CD o inducen un fenotipo tolerogénico promoviendo la
expansion de las Treg, tal es el caso de Candida albicans que induce el incremento de IL-10
(Kapsenberg, 2003).

Para que las CD inicien una respuesta es importante, mas no necesario, que pasen por un proceso
de maduracion que a continuacion se describe. Ante la ausencia de sefiales inflamatorias o de
dafio las CD residentes de tejidos 0o migratorias permanecen en estado inmaduro incapaces de
estimular a linfocitos T, cumpliendo un papel de inmunovigilancia y mantenimiento de la
tolerancia imunoldgica. En dicho estado, poseen gran capacidad de capturar antigenos mediante
fagocitosis, endocitosis o pinocitosis pues en su membrana expresan niveles altos de receptores
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que favorecen la endocitosis (como los receptores para la fraccion cristalizable (Fc) de las
inmunoglobulinas (FcyRs como CD32 y CD64); los receptores de IgE de alta y baja afinidad, FceRIl y
FceRIl (CD23) respectivamente; los receptores de lectinas tipo C que unen manosa como (DEC-
205), los receptores de complemento CD11cy CD11b y los receptores de células apoptdticas oy Ps
y CD36), asi como también bajos niveles de moléculas MHC y moléculas accesorias (de
coestimulacion, de adhesion y migracion) (Banchereau y Steinman, 1998; Ueno, et al., 2007;
Lipscomb y Masten, 2002).

De acuerdo con el paradigma de maduracion de las CD, en presencia de estimulos inflamatorios,
productos microbianos (LPS, proteoglucanos de bacterias), patdégenos, alérgenos, sefiales de dafio
celular o la unién a CD40L, comienza el proceso de maduracion en las CD, que involucra cambios
fenotipicos, morfolégicos y funcionales que aseguran la presentacion de antigenos a las células T,
estos cambios incluyen la acidificacion de los lisosomas para optimizar el procesamiento de
antigenos; el aumento en la expresion de proteinas relacionadas con la presentacion antigénica
como proteina de la activacion del proteosoma (PA28), la proteina transportadora de antigenos 1
(TAP-1); la reorganizacion de los endosomas que contienen las moléculas MHC cargados con el
antigeno para que sean traslocados a las membranas de las CD para su posterior reconocimiento
por las células T; cambios en la morfologia, particularmente en el citoesqueleto (pérdida de
podosomas o incremento de éstos cuando migran); los niveles de los receptores relacionados con
la fagocitosis disminuyen afectando la capacidad de endocitosis; incremento en su superficie de
las moléculas del MCH vy las moléculas coestimuladoras CD40, CD80 y CD86 que aseguran la
estimulacion eficiente de linfocitos T, asi como de receptores de quimiocinas que facilitan su
encuentro con linfocitos T como CCR7; aumento de niveles de produccion de las quimiocinas MIP-
la, MIP-1B, MIP-2 que permiten la atracciobn de macrdfagos y citocinas que promueven la
polarizacion de la respuesta inmune hacia Tyl, como IL-12 y TNFa; también se incrementan
factores que promueven la sobrevida de las CD como la proteina 1 de raton que inhibe apoptosis
MIAP1, y Bel-x (Ueno, et al., 2007; Granucci, et al., 2003).

Las CD asi maduradas son inmunogénicas y migran hacia las zonas T-dependientes de los ganglios
linfaticos més cercanos para presentar los antigenos a las células T. Una vez que las CD han
presentado los antigenos a linfocitos T mueren dentro de las 48 horas siguientes. Esta apoptosis
permite mantener la homeostasis del sistema inmune (Granucci y Zanoni, 2009). El proceso de
migracién ha sido estudiado sobre todo en CL, y ha descrito que en presencia de factores como
leucotrienos e histamina se favorece la migracién, pero en particular la prostaglandina E2
incrementa la expresion de CCR7 (receptor tipo 7 de quimiocina Cys-Cys) mediada por
leucotrienos. La proteina CCR7 desempefia un papel crucial para su encuentro con los linfocitos Ty
la induccion de respuestas, ya que la unién CCR7 con CCL19/CCL21 permite la migracion de las CD
a ganglios linfaticos asi como su localizacion en zonas T-dependientes de bazo y timo (Rivas y
Garcia, 2009).
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1.2.1 Tipos de células dendriticas

El sistema de células dendriticas esta constituido por un grupo heterogéneo de células del sistema
inmune, lo cual hace dificil su clasificacion, sin embargo se han agrupado en distintos tipos
dependiendo de las proteinas 0 marcadores que se expresan en su superficie (Belz y Nutt, 2012),
asi como por su localizacion en los tejidos (Sato y Fujita, 2007).

Dependiendo de las proteinas de membrana expresadas, se distinguen cuatro grupos de células
dendriticas: convencionales, células de Langerhans (CL), plasmacitoides (CDp) y derivadas de
monocitos (Belz y Nutt, 2012).

CD convencionales (CDc). Este grupo de CD se caracteriza por su habilidad de procesar y presentar
antigenos a linfocitos T, ademas de expresar los marcadores CD11c y MHCII. Dentro del grupo se
distinguen dos clases de CD. Las CD migratorias, que se dividen en CD11b* (también conocidas
como CD dérmicas o intersticiales) y las que son CD11b" CD103" (esta proteina también es
conocida como integrina oE). La segunda clase corresponde a las CD residentes de tejido linfoide y
que se originan a partir de precursores localizados en los 6rganos linfoides, se caracterizan por
expresar las proteinas CD4 y CD8a, existiendo tres tipos: CD4* CD8o, CD4'CD8a* y CD4 CD8ar'. La
poblacién CD4 CD8a." se caracteriza por tener presentacion cruzada de antigenos, asi como por su
capacidad de activar a linfocitos T CD8", mientras que las CD CD4" CD8c. son eficientes en
presentar antigenos en el contexto de moléculas MHCII a linfocitos T CD4". Los marcadores CD4 y
CD8a solo estadn presentes en raton. Los marcadores que se usan para CD de humano son
CD1lc’CDla".

Células de Langerhans (CL). Estan localizadas en los epitelios y son capaces de captar antigenos y
migrar a ganglios linfaticos para presentar antigenos. Las CL provienen de una poblacion de células
precursoras mielomonociticas LY6C" localizadas en la piel. El fenotipo de estas células es Langerina
positiva CD207"y CD103".

CD plasmacitoides (CDp). Este grupo se caracteriza por producir interferones tipo | (IFNa) en
respuesta a diferentes tipos de patdgenos intracelulares como los virus, ademas tienen poca
capacidad de presentar antigenos. Las CDp expresan varios marcadores superficiales CD11¢* B220"
NK1.1', niveles variables de MHCII (Togno y Montor, 2009), asi como otros marcadores como
SIGLEC-H, antigeno 2 estromal de médula 6sea (BST2) en ratones; antigeno 2 de CD en sangre
(BDCA2) y (LILRA4 o ILT7) en humanos. En ratones y humanos las CDp comparten un marcador
CD45RA, también conocido como B220".

CD derivadas de monocitos (CDmo). Se originan en condiciones de inflamacién y se caracterizan
por ser eficientes presentadoras de antigenos y llevar a cabo presentacion cruzada. Normalmente
los monocitos expresan el receptor del factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSFR), asi
como LYBC y el receptor 1 de la quimiocina CX3C (CX3CR1), sin embargo in vitro, en presencia de la
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citocina GM-CSF, o in vivo, en presencia de los ligandos de los TLR4 o bacterias, pueden
diferenciarse a CD expresando de manera caracteristica CD11lc, MHCII, CD24, CD172a o
SIRPa,, MAC3 (marcador de macrdfagos) y sobre expresando DC-SIGN/CD209.

1.2.2 Origeny diferenciacion de células dendriticas

Existen numerosos trabajos que han tratado de dilucidar el linaje de las CD, en los cuales se ha
debatido si tienen un origen mieloide o linfoide, actualmente es aceptado que pueden originarse a
partir del progenitor mieloide comun (PMC) o progenitor linfoide comun (PLC) (Belz y Nutt, 2012;
Wu y Liu, 2007).

La diferenciacion de los precursores de las CD ocurre durante la leucopoyesis, proceso que se lleva
a cabo principalmente en la médula désea (Sato y Fujita, 2007). La médula Gsea provee un
ambiente conformado por células, matriz extracelular y factores de crecimiento que permiten la
diferenciacion de las CD. Durante la diferenciacion de las CD estan implicadas varias citocinas
como GM-CSF, M-CSF y FLT3, (en particular el GM-CSF es sintetizado por las células estromales).
También estan implicados distintos factores de transcripcion que son importantes tanto en etapas
tempranas como tardias de su desarrollo (PU.1, Ikaros, factor de crecimiento independiente tipo 1
(GFI1), STAT3 y STATS5, asi como E2-2, ID2, BATF3, IRF8) (Satpathy, et al., 2011). A partir de las
células troncales hematopoyéticas (CTH), que son células multipotenciales con la capacidad de
autorrenovarse, se diferencia el progenitor mieloide comin (PMC), el cual da lugar a los
precursores de granulocitos y macr6fagos (GMP), en tanto que otra poblacién expresa el receptor
de la citocina FLT3, la cual es inducida por el factor de transcripcién PU.1, dando lugar a
precursores de macrofagos y CD (MDP). La MDP es un grupo de células con capacidad proliferativa
y constituye el precursor directo de las CD (CDP). Las MDP y CDP expresan niveles altos de
receptores para M-CSF y FLT3, asi como niveles bajos del factor de células troncales (c-Kit). La CDP
da lugar a los distintos grupos de pre-CDc y pre-CDp, pero ya no pueden diferenciarse a
monocitos. También se ha documentado que los monocitos que provienen de los MDP pueden dar
lugar a CDc en presencia de GM-CSF (Geissman, et al., 2010; Satpathy, et al., 2011; Belz y Nutt,
2012).

1.2.3 GM-CSF en la diferenciacion de células dendriticas

GM-CSF es una citocina que fue aislada en 1977 de medio condicionado proveniente de pulmén de
ratones que recibieron previamente estimulos con lipopolisacarido (LPS). Originalmente se
describié que GM-CSF tiene la capacidad para estimular células progenitoras hematopoyéticas, de
diferenciar macréfagos y monocitos a partir de precursores de médula 6sea, asi como afectar las
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funciones de células mieloides maduras como macréfagos, monocitos y eosindéfilos. En la
actualidad se considera como la citocina que regula el numero y activacion de macrofagos y
granulocitos en condiciones inflamatorias. EI GM-CSF es sintetizado por células estromales,
fibroblastos, células endoteliales, macréfagos, linfocitos T y células NK, la mayoria de las veces su
expresion se induce en respuesta a la liberacion de citocinas inflamatorias. Aunque es producido
localmente puede actuar de manera paracrina para mejorar la respuesta en contra de algin
patdégeno como reclutar neutrofilos, monocitos, macréfagos y linfocitos T. La acumulacion de este
factor induce el desarrollo de enfermedades inflamatorias asi como enfermedades autoinmunes,
enfermedad renal inflamatoria y desordenes pulmonares como asma y enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) (Shi, et al., 2006).

En la actualidad se puede generar casi cualquier tipo de CD in vitro, a partir de las citocinas GM-
CSF y FLT3, junto con IL-4 y TNFa que contribuyen a su maduracion y diferenciacion. GM-CSF en
particular ha sido usado ampliamente en la generacién in vitro de CD derivadas de monocitos de
sangre periférica y precursores hematopoyéticos de médula 6sea (Inaba, et al., 1992 y Lutz, et al.,
1999), lo cual sugiere que es importante para la diferenciacion de las CD, sin embargo en
experimentos in vivo, se ha observado que las CD de 6rganos linfoides se desarrollan normalmente
en ausencia de esta citocina y de su receptor. Otros experimentos han demostrado que esta
citocina es necesaria para el desarrollo de las CD migratorias de lamina propia CD103" CD11b"
pero inhibe el desarrollo de CDp dependientes de STAT 5. GM-CSF es detectable en suero durante
la inflamacion, lo cual sugiere que esta citocina contribuye a la generacion o reclutamiento de CD a
partir de monocitos tanto in vivo como in vitro en condiciones de inflamacion (Belz y Nutt, 2012;
Merad y Manz, 2009).

Poco se conoce sobre las vias de sefializacion que se activan durante la diferenciacion de las CD en
presencia de GM-CSF, sin embargo se sabe que GM-CSF en la diferenciacion de monocitos sefializa
a través de la via de las cinasas Janus/transductoras de la sefial y activadoras de la transcripcion
(JAK/STAT), cuando se une a su receptor, GM-CSFR compuesto por dos cadenas a y 3¢, activa a la
JAK2 que fosforila a STAT5 induciendo su traslocacion al nucleo y la formacion de complejos GAS
(del inglés secuencias-y) que se unen a elementos de respuesta GAS regulando la transcripcion de
los genes pim-1 y de la citocina inducible con dominios SH2 (CIS) (Lehtonen, et al., 2002). En la
diferenciacion de las CD se ha descrito que se forman complejos con las STAT1, STAT3, STAT5A,
STAT5B y STAT6; de estas proteinas solo se sabe que STAT3, STAT5A y STATS5B estd involucrado en
la generacion de CD convencionales e inhiben, en el caso de STAT5A y STAT5B, la diferenciacion de
CD plasmacitoides (Belz y Nutt, 2012).

1.3 Interaccion células dendriticas y linfocitos T

La existencia de distintos tipos de CD, asi como sus particularidades funcionales esté realcionada
con diferentes respuestas inmunoldgicas que son desencadenadas por las CD. Las CD desempefian
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un papel crucial en el inicio de la respuesta inmune adaptativa. Esta respuesta depende de la
comunicacion que las CD tienen con otras células, en particular con los linfocitos T.

1.3.1 Procesamiento de antigenos

Antes que se realice la presentacion de antigenos a linfocitos T, los patégenos o moléculas deben
ser reconocidos por las CD mediante PRRs y posteriormente endocitados con ayuda de CD205 o
receptores FcyRs (CD32 y CD64). Estas moléculas o patégenos sufren diversos cambios dentro de
las CD para poder ser reconocidos por los linfocitos T e iniciar una respuesta. Al conjunto de
cambios se le conoce como el procesamiento de antigenos, el cual ocurre por dos vias: la via
exdgena o endocitica y la via enddgena o citosdlica. En la primera via los antigenos se asocian a las
moléculas clase Il del complejo principal de histocompatibilidad (MHCII). Los antigenos exdgenos
son endocitados y dentro de los endosomas las proteasas se encargan de degradarlos, mientras
tanto las cadenas o y 3 del MHCII son sintetizadas en el reticulo endopldsmico donde se asocian a
a la cadena invariante (li) que permite el anclaje del antigeno. li es una proteina que impide la
union prematura de antigenos propios. El complejo MHCII/li se transporta a través del aparato de
Golgi, cuyas vesiculas liberan las moléculas MHCII a la membrana celular una vez que se han
adherido al antigeno. La adhesion del antigeno se produce por la seccién parcial de la cadena
invariante dando como resultado un fragmento llamado CLIP (péptido de la cadena invariante
asociado al MHCII). Asi, las moléculas del MHCII junto con los antigenos exégenos son reconocidas
por los linfocitos T CD4" (Lipscomb y Masten, 2001).

Por otro lado en la via citosolica los antigenos enddgenos se asocian a las moléculas clase | del
complejo principal de histocompatibilidad (MHCI) las cuales son reconocidas por linfocitos T CD8".
Los patdgenos que son fagocitados o que estan presentes en el citosol o proteinas de la misma
célula son degradados por proteasomas, asi los péptidos antigénicos entran al reticulo
endoplédsmico a través de la proteina transportadora de antigenos (TAP). Dentro del reticulo
existen proteinas como la calnexina, calreticulina y la HSP gp96 que contribuyen a la union de la
cadena la con el péptido B-microglobulina para asi formar el complejo MHCI, mientras que otra
proteina llamada tapasina permite la union del péptido a la molécula MHCI (Lipscomb y Masten,
2001).

Las CD al madurar disminuyen los niveles de los receptores que promueven la endocitosis e
incrementan las moléculas de adhesion intercelular (CD54/ICAM-1, CD58/LFA-3), las moléculas
clase Il (MHCII) y las responsables de la coestimulacion, lo cual hace posible la sinapsis
inmunoldgica, que es la interaccién de los complejos proteicos en la superficie celular de las CD
con los complejos proteicos en linfocitos T para el reconocimiento del antigeno y activacion de
estas células, permitiendo asi la diferenciacion y proliferacion de linfocitos T especificos para el
antigeno que les fue presentado. La Optima activacion de los linfocitos T se explica mediante el
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modelo de las dos sefiales, aunque actualmente se propone la existencia de una tercera sefial,
proporcionada por las CD, que determina la diferenciacion del tipo de células T CD4" efectoras
(por ejemplo diferenciacion hacia una respuesta Tyl, Ty2). Esta tercer sefial incluye a factores
solubles o citocinas como IL-12 (promueve una respuesta Tyl) y quimiocinas como CCL2 (Fig 1). La
primera sefial es el reconocimiento del antigeno acoplado a moléculas del MHC por el TCR y
representa el inicio de la respuesta, la segunda sefial se conoce como coestimulacion la cual es
brindada por una familia de proteinas que se conoce como B7, su ausencia induce tolerancia o
falta de respuesta en contra del antigeno (Zhu, et al., 2011). La coestimulacion es un proceso que
implica la modificacion de la activacion de células T mediante la unidn de ciertos ligandos con sus
receptores expresados en linfocitos T y es responsable de decidir la direccion y la magnitud de la
respuesta inmune. Es de notar que la coestimulacion es dependiente de las sefiales inducidas por
el TCR y su unién con el MHC de células dendriticas u otra CPA y a su vez modula estas mismas
sefiales. Las respuestas inducidas por estas proteinas pueden ser inhibidoras o estimuladoras
dependiendo del tipo de proteinas que estén interactuando (Leitner, et al., 2010; Chen, 2004). Las
respuestas o sefiales estimuladoras se definen como aquellas que desencadenan la activacion de
células T, produccién de factores de crecimiento, sobrevivencia y proliferacion, en tanto que las
respuestas o sefiales inhibidoras atendan las sefiales proporcionadas por la union del MHC y TCR, y
las estimuladoras dada por ciertas proteinas de la familia B7, disminuyendo asi la activacion
celular, la produccion de factores de crecimiento, el ciclo celular y algunas veces incrementando la
muerte celular (Collins, et al., 2005).
Factores solubles (ej.

citocinas) que
determinan una T2

sefal 3 que
¢ promueve una T,2

Factores solubles (ej.
citocinas) que
determinan una T2

Figura 1. Sefiales proporcionadas por las CD para la estimulacion y polarizaciéon de células T. La primera
sefial: interaccion MHCII con el antigeno/TCR. La segunda, conocida como coestimulacion, es la interaccion
CD86/CD80 con CD28/CTLA-4. La tercer sefial permite la polarizacion hacia distintos tipos de células T CD4
cooperadoras a través de citocinas como IL-12 y quimiocinas como CCL2. Modificado de Kapsenberg, 2003.
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1.4 Moléculas coestimuladoras y coinhibidoras

La mayoria de las moléculas coestimuladoras y coinhibidoras, excepto CD40, pertenecen a la
familia B7, la cual estd formada por un conjunto de glucoproteinas transmembranales o unidas al
glicosilfosfatidilinositol (GPI), un lipido de membrana. Estas proteinas poseen dominios
extracelulares IgV e IgC, parecidos a los dominios variables y constantes de las inmunoglobulinas.
La conforman siete miembros: B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), ICOS-L (B7-H2), B7-H1 (PD-L1 o CD274),
B7-DC (PD-L2 o CD273), B7-H3 y B7-H4. Sus correspondientes receptores se encuentran en
linfocitos T y algunos de ellos también se expresan en linfocitos B. Han sido caracterizados en
humano, ratén y también algunos miembros se encuentran en aves, peces (Collins, et al., 2005).
Sélo nos enfocaremos en las funciones de las proteinas CD80, CD86, CD273 y CD274 (Fig 2).

CTLA4 —= | coinhibicién

02 —e Coestimulacion

P01 == | coinhibicion

7 ————s |coestimulacion

Figura 2. Miembros de la familia B7 que interact(an con sus receptores en linfocitos T. Dependiendo del
tipo de molécula con la que se una promovera distintas respuestas en linfocitos T. Las flechas entrecortadas
sefialan otro posible receptor de CD273 y CD274 que no se conoce y que tiene funciones de estimulacion en
lincfoitos T. Modificado de Chen, 2004.

1.4.1CD80/CD86

Los genes de CD80 y CD86 se encuentran en el mismo cromosoma, 3921 y 16, en humanos y
ratones respectivamente. Ambas proteinas se expresan en CPA, asi como en linfocitos T. Las dos
proteinas pueden unirse indistintamente a sus ligandos CD28 y CTLA-4, sin embargo se ha
encontrado que B7.1 o CD80 se une con mayor afinidad a CTLA-4, en tanto que B7.2 o CD86 a
CD28 (Collins, et al., 2005). Por otro lado, la expresion de estas dos proteinas es diferencial ya que
CD86 es expresada constitutivamente en CD y aumenta su méxima cantidad a las 48 horas, en
tanto que la expresion de CD80 es inducida lentamente y es estable por un periodo largo (4-5 dias)
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(Bathia, S. et. al., 2006). Estos dos aspectos sugieren que sus funciones no son homadlogas. En las
CD su expresion se incrementa ante bacterias, patégenos, condiciones de inflamacion, asi como
cuando CD40 se une a su ligando CD40L durante la presentacién del antigeno.

La union de CD80 y CD86 con sus distintos ligandos tienen una funcion dual. La unién de CD80 o
CD86 con su receptor CD28 (expresado constitutivamente en linfocitos T) da lugar a sefiales
estimuladoras, sin embargo la unién con CTLA-4 induce sefiales inhibidoras, estas sefiales se
producen siempre en presencia de la interaccion MHC/TCR. En el primer caso la unién de
CD80/CD86 con CD28 desencadena vias de sefializacion en linfocitos T que estan relacionadas con
la liberacion de Ca®* y la activacion de factores de transcripcion como factor nuclear de células T
(NFAT), proteina activadora tipo 1 (AP-1) y factor nuclear kB (NFxB) que finalmente inducen la
produccion de IL-2 y CD25 (cadena a del receptor de IL-2), esta interleucina promueve sefiales de
activacion, diferenciacion, proliferacion y sobrevivencia de los linfocitos T virgenes, ademas el
incremento en la expresiéon de Bcl-y, la cual mantiene la sobrevivencia y el progreso del ciclo
celular de linfocitos T. Se tiene documentado que lo que mantiene la estimulacion de células T es
la activacion del metabolismo de la glucosa, mediado por la cinasa AKT, que es activada por CD28
mediante el reclutamiento de la cinasa de fosfatidil inositol 3 (PI3K) que fosforila a lipidos y éstos
activan a la AKT, dicha cinasa est& implicada en la sintesis de citocinas y la sobrevivencia (Leitner,
et al., 2010; Crawford y Wherry, 2009). Por otro lado, cuando se une CD80 o CD86 a CTLA-4 en
linfocitos T (CTLA-4 a diferencia de CD28, se expresa en bajos niveles, pero se incrementa después
de su activacion) induce sefiales inhibidoras para la activacion de linfocitos T. Lo anterior es
ocasionado mediante varios mecanismos: 1) por competencia de union con CD28 ya que
comparten los mismos ligandos, 2) bloqueando las sefiales inducidas por CD28, 3) interactuando
directamente con el complejo TCR o con las proteinas involucradas en la sefializacion, 4) la
inactivacion de la cinasa AKT por reclutamiento de fosfatasas (SHP-1, SHP-2 y PPA2) lo que
provoca disminucion de IL-2, restringiendo el ciclo celular y por tanto la proliferacion de linfocitos
T, aumento en la produccion de TGFB y la disminucion del metabolismo de la glucosa en una via
dependiente de acido ocadaico (Parry, et al., 2005). La adicion de anticuerpo contra CTLA-4
bloquea la union con CD80/CD86 resultando en la estimulacion de linfocitos T, mejorando la
respuesta humoral y celular. La interaccion CD80/CD86 con CTLA-4 es importante para promover
la tolerancia a los autoantigenos y evitar la autoinmunidad mediante la expansion de células Treg
(Chen, 2004).

1.42CD273yCD274

Aligual que CD80 y CD86, los genes de las proteinas CD274 (B7-H1, PD-L1) y CD273 (B7-DC, PD-L2),
en humano se localizan en el mismo cromosoma 9p24 y 9p24.2, respectivamente, y en el
cromosoma 19 en ratén (Collins, et al., 2005). La expresion de las dos moléculas difiere, ya que la
expresion de PD-L2 es mas restringida que la de PD-L1. La expresion de PD-L2 se restringe a CD,
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macrofagos, mastocitos de médula 6sea y células B1 del peritoneo, mientras que PD-L1 se expresa
constitutivamente en células T, B, CD, macrofagos, células madre mesenquimales y mastocitos
obtenidos in vitro a partir de médula 6sea de raton. Se ha encontrado ARNm perteneciente a
CD274 y CD273 en diversos tejidos de drganos y células que no pertenecen al sistema inmune
como placenta, corazén, pancreas, pulmén, higado, rifién, células musculo esquelético, células de
cancer de mama, sin embargo su expresion en superficie celular no es detectable normalmente
(Sharpe, et al., 2007 y Latchman, et al., 2001). La expresion de CD274 y CD273 en tejido linfoide y
no linfoide sugiere que podrian mantener la tolerancia en células B y T autoreactivas, asi como
proteccion de tejidos durante respuestas inflamatorias agudas. Los ratones deficientes de Pdly
PD-L1 son susceptibles a enfermedades autoimunes. El aumento en la expresion de CD274 y
CD273 es inducida por varias citocinas, en particular CD274 se incrementa en presencia de IFNy en
monocitos, CD y queratinocitos, asi también IFNa e IFNB; IL-10 puede inducir su expresion en
monocitos. IL-4, GM-CSF, IL-13 e IFNy inducen un aumento en la expresion de CD273 en CD in vitro
(Sharpe, et al., 2007; Tseng, et al., 2001; Latchman, et al., 2001).

Durante la sinapsis inmunoldgica, los ligandos PD-L1 y PD-L2, presentes en CD, se unen al receptor
PD-1 en linfocitos T. La unién (en presencia de MHC maés el /TCR), desencadena una sefial
inhibidora por medio de PD-1 (CD279) en los linfocitos T, que posteriormente da lugar a la
tolerancia inmunoldgica. El bloqueo de CD274 y CD273 con anticuerpos en CD derivadas de
monocitos induce que linfocitos T proliferen y produzcan citocinas inflamatorias por lo que se les
atribuyé funciones inhibidoras, sin embargo algunos experimentos han sugerido un papel
estimulador. Otro efecto que se ha descrito de PD-L1 es que su expresion en células tumorales
causa apoptosis de células T CD4"y CD8" (Sharpe, et al. 2007; Chen, 2004).

El mecanismo de accion descrito incluye la union de PD-L1 y PD-L2 a PD-1, que al poseer motivos
ITIM e ITSM (motivos de cambio basados en tirosina), permite el reclutamiento de fosfatasas (SHP-
2y SHP-1), que inactivan las proteinas estimuladas por el TCR (ZAP70, PKC6, CD3¢). PD-1 también
puede bloquear las sefiales proporcionadas por CD28 suprimiendo la fosforilacion de la cinasa AKT
e inactivando a PI3K, el metabolismo de la glucosa se detiene y también la expresion del gen que
codifica para Bcly, afectando su sobrevivencia (Sharpe, et al., 2007; Chen, 2004; Crawford y
Wherry, 2009). Las consecuencias funcionales son la disminucion de la proliferacion de linfocitos T
(mayor en células transfectadas con PD-L2) a concentraciones bajas del antigeno, asi como la
produccion de citocinas (IL-2, IL-4, IL-10 e IFNy) a concentraciones bajas y altas de antigeno. Los
mecanismos por los cuales causan inhibicién es la retroalimentacion positiva de la expresion de
PD-1, el arresto del ciclo celular en Go/G; de los linfocitos, asi como la fosforilacién de SHP-2 que
como se menciond inhibe las sefiales inducidas por el TCR. Estas respuestas son dependientes de
la presencia de TCR que interactta con el MHC. La coestimulacion negativa producida por la union
de PD-L1 o PD-L2 con PD-1 puede ocurrir en presencia de sefiales estimuladoras: moléculas
coestimuladoras expresadas en CD cuando se unen a CD28 (Latchman, et al. 2001; Zhu, et al.,
2011). La interaccién de estos ligandos no es exclusiva de un receptor, pues se sabe que también
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CD274 puede unirse a CD80 en linfocitos T, esta union induce una respuesta inhibidora en
linfocitos T (Chen, 2004).

Las sefiales producidas por la interaccion CD273/CD274 con PD-1 permiten un balance entre las
sefiales coestimuladoras o inhibidoras permitiendo el desarrollo efectivo de la respuesta immune,
entonces estas proteinas estan involucradas en la induccion y mantenimiento de la tolerancia
periférica y central previniendo la autoinmunidad y permitiendo la maduracién de los timocitos,
respectivamente, asi también evitan una respuesta exhaustiva durante infecciones, sin embargo
en el inicio de las infecciones o en tumores, la expresion de estas moléculas contribuye a favorecer
el desarrollo de estos padecimientos (Sharpe, et al., 2007). La expresion de CD273 y CD274 en CD
cobra relevancia en la induccion de tolerancia y contribuye a evitar enfermedades autoinmunes.
De esta manera, las CD han sido manipuladas experimentalmente para inducir tolerancia y se han
usado en el tratamiento de estas enfermedades, tal como se vera mas adelante.

1.4.3 CD40

A diferencia de las proteinas coestimuladoras mencionadas, la proteina CD40 pertenece a la
superfamilia de receptores TNF. Se expresa en CD, monocitos, linfocitos B, células endoteliales,
epiteliales, fibroblastos. Su ligando se expresa mayormente en linfocitos T CD4" (Leitner, et al.,
2010).

CD40 tiene multiples funciones en las CD durante su diferenciacion y en etapas tardias. Promueve
la proliferacion de los precursores hematopoyéticos que aln son CD34", asi como la diferenciacion
de sus precursores mas inmediatos; en etapas tardias la sefializacion inducida por CD40 produce
un incremento en su sobrevivencia, la secrecion de citocinas como IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
TNFa, MIP-1ae y enzimas como metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP). Durante la
sinapsis inmunoldgica o presentacion antigénica, CD40 contribuye al proceso de coestimulacion.
La interaccion en CD de CD40 con su ligando CD40L (CD154), expresado en linfocitos T, induce un
fenotipo maduro en las CD pues induce el incremento en la expresion de moléculas de maduracion
(MHCII), coestimuladoras (CD80, CD86), moléculas de adhesion (CD54/ICAM-1, CD58/LFA-3), IL-12,
quimiocinas como IL-8, MIP-1a y B el aumento en estas proteinas induce la maduracion ‘total’ de
las CD favoreciendo su capacidad de hacer proliferar linfocitos T. Se ha visto que el blogueo in vitro
de CD40/CD40L reduce la proliferacion de linfocitos T. La liberacion de IL-12, activa a las CDs y
permite polarizar la respuesta hacia linfocitos Ty1 (Cella, 1996; Kooten y Banchereau, 2000).

En resumen estas proteinas tienen un papel importante en la regulacién de la respuesta inmune,
por lo cual han sido aprovechadas en la inmunoterapia induciendo su expresion mediante
citocinas, anticuerpos que mimetizan la union con su receptor o ligando (dependiendo de la célula
que se estudie) o ingenieria genética, asi, por ejemplo en protocolos donde se utilizan CD para
combatir cancer, al cultivarlas en un ambiente proinflamatorio como citocinas o antigenos que
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inducen su maduracion, éstas aumentan la expresion de moléculas coestimuladoras en su
superficie, producen IL-12 y son capaces de inducir proliferacion de linfocitos T especificos para
ovalbumina (OVA) (Rivas y Garcia, 2009).

1.5 Células dendriticas tolerogénicas

Las CD pueden causar tolerancia inmunolégica central y periférica, este tipo de CD son llamadas
CD tolerogénicas (CDtol) y se pueden definir como CD inmaduras o resistentes a madurar y que
pueden presentar antigenos a linfocitos T pero son incapaces de estimularlos. Poseen las
siguientes caracteristicas: niveles bajos de moléculas clase Il del MHC y moléculas coestimuladoras
(CD80 y CD86) mientras que poseen niveles mayores de moléculas coinhibidoras (CD273 'y CD274);
incapacidad de sintetizar citocinas que polarizan la respuesta de células T hacia Ty1 como IL12p70;
incremento en la produccién de IL-10 (citocina antiiflamatoria) e indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO);
son resistentes al proceso de maduracion ante la union de distintas sefiales como CD40L, ligandos
de TLRs; también poseen habilidad de generar y hacer proliferar células Treg y responder a estas
células mediante el incremento de IL-10 o IDO; pueden promover apoptosis en células T efectoras
y la habilidad de migrar a las zonas T de tejido de drganos linfoides secundarios para generar
tolerancia a través del incremento en la expresién de receptores de quimiocinas (CCR7) y
responder ante sus ligandos (CCL19/21) (Morelli y Thompson, 2007). A pesar de que el incremento
de CCR7 es importante para la generacion de tolerancia, no es un efecto exclusivo de este
proceso, ya que también su incremento es importante durante la maduracion de las CD para que
puedan migrar a ganglios linfaticos y presentar antigenos a linfocitos T y estimularlos, por lo que
CCR7 contribuye tanto a la tolerancia como a la activacion de la respuesta inmune (Rivas y Garcia,
2009; Morelliy Thomson, 2007).

La tolerancia central y periférica que las CDtol generan, se manifiesta de tres formas: anergia de
linfocitos T, apoptosis de células T reactivas al antigeno, activacion de Treg existentes o
diferenciacion y expansion de novo de Treg. La induccién de tolerancia por parte de las CD
depende de factores ambientales y estado de las células (ej. fenotipo que presentan, produccién
de citocinas pro o anti-inflamatorias). Los mecanismos por los cuales las CD inducen los efectos
mencionados en las células T han sido objeto de estudio. Las CD que expresan IDO son
importantes en el mantenimiento de la tolerancia periférica. IDO es una enzima que degrada el
amino&cido esencial triptéfano a través de la via de la quinurenina y como resultado inhibe la
proliferacion de linfocitos Ty promueve su apoptosis. La produccion de IDO se incrementa cuando
interactuan las moléculas coestimuladoras CD80/CD86 con CTLA-4 (presente en linfocitos Treg
constitutivamente y en linfocitos T efectores pero su expresion es regulada) o mediante la unién
de TLR9 con su ligando, en CD plasmacitoides y CD que son CD11c’* CD19" y CD103". El incremento
de IDO estos dos ultimos grupos de CD, es dependiente de la estimulacion autdcrina de IFNa para
la activacion de STAT 1 (Morelli y Thompson, 2007). También se sabe que las CD inmaduras
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inducen tolerancia por la falta de sefiales coestimuladoras o de liberacién de citocinas, lo cual
induce anergia de las células T, la anergia se puede definir como un estado en el que linfocitos T
tienen poca capacidad proliferativa y produccion de citocinas ante la presencia de un antigeno.
Uno de los mecanismos usados por las CDtol para inducir tolerancia es a través de la union de los
ligandos de muerte programada (PDL-1 y PDL-2) con PD-1, su receptor en linfocitos T, lo cual
induce apoptosis y anergia manteniendo la tolerancia periférica y central (Maldonado y Andrian,
2010). Otros factores que inducen tolerancia periférica son la enzima hemo-oxigenasa-1 (HO-1),
expresada en CD humanas, induce la secrecion de citocinas antiinflamatorias e inhibe la
proliferacion de linfocitos T; asi también la interaccion de HLA-G (molécula no clésica del MHCI)
con su receptor inhibidor ILT4 en CD, de manera in vitro, promueve el desarrollo de CDtol en
humano ya que interfiere con la sefializacion del factor de transcripcion nuclear B (NFxB) el cual
induce la expresion de citocinas proinflamatorias que promueven la maduracion de las CD
(Ezzelarab y Thomson, 2011).

Por otro lado, la induccion y mantenimiento de tolerancia depende de la interaccion de las CDtol
con las Treg. Las Treg son un subtipo de linfocitos CD4" que coexpresan CD25" y ante ciertos
estimulos pueden expresar Foxp3®, se encargan de mantener la tolerancia inmunoldgica. Se
distinguen dos tipos de Treg, las llamadas naturales que derivan del timo y bloquean el inicio de
respuestas inmunogénicas a través del contacto celular, en tanto que las Treg tipo 1 o adaptativas,
son CD25"y Foxp3®, existiendo también las CD8", inducen inactivacién de las Tyl o T2 mediante
mecanismos independientes del contacto celular, lo realizan mediante la liberacién de citocinas
como IL-10, IL-35 y TGFB. Las CDtol pueden regular la diferenciacion, expansién o habilidad
supresora de las Treg in vitro o in vivo, a su vez las Treg promueven la actividad de las CDtol por
retroalimentacion positiva (Maldonado y Andrian, 2010). La liberacion de citocinas por parte de las
CDtol inducen los efectos en las Treg. IL-10 contribuye a la diferenciacion y proliferacion de Treg,
interfiriendo primero en las CD pues reduce la presentacion de antigenos y proliferacion de
linfocitos T, disminuye la expresion de moléculas coestimuladoras y desestabiliza los ARNm de
citocinas, mientras que en las células T inhibe coestimulacion defosforilando CD28. Ademas,
induce activacion de proteinas que inhiben sefializacion de citocinas como SOCS 1y 3, asi como la
activacion de la via de sefializacion Notch, lo cual contribuye a la generacion de Treg 1 o anergia en
las T efectoras. TGFB induce la expansion de Treg induciendo la expresién de CD25%, CTLA-4 y
Foxp3". La union de CTLA-4 con CD80/CD86 permite que TGFp induzca la expresion de Foxp3'y a
su vez Foxp3" induce la expresion de CTLA-4, asi también CTLA-4 al unirse a CD80/CD86 induce
produccion de IDO. Respecto a IL-35 es una citocina especifica de Treg de reciente
descubrimiento, se ha observado que es importante para mantener la actividad de estas células en
ratones in vitro e in vivo, los mecanismos bajo los cuales influye en su actividad se desconoce, s6lo
se han visto sus efectos terapéuticos como la supresion de enfermedades autoinmunes (Adalid, et
al., 2011).
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1.5.1 Manipulacion de las CDtol y aplicacion en la inmunoterapia

Debido a que las CD son capaces de modular distintas respuestas, como la induccion y
mantenimiento de la tolerancia, ademé&s de su presencia en muchas patologias, como
enfermedades causadas por diversos patdgenos, enfermedades autoinmunes, cancer, etc., por
consiguiente han sido usadas en la clinica (Ueno, et al., 2007). Mediante el desarrollo de
protocolos en donde se pueden generar numerosas CD, se han estudiado los mecanismos por los
cuales distintos tipos de CD generan tolerancia, de esta forma actualmente se generan in vitro CD
tolerogénicas mediante, 1) el uso de farmacos con propiedades antiinflamatorias e
inmunosupresivas, 2) factores solubles biologicos (citocinas, factores de crecimiento) y 3) la
modificacion genética de las CD. Las CDtol generadas son utilizadas con propdsitos terapéuticos
para evitar el rechazo de un injerto u 6rgano o bien para combatir la enfermedad asociada a
injertos (GVHD), asi como para combatir enfermedades autoinmunes como esclerosis multiple.
Experimentalmente, estas células se han probado en injertos de corazdn, pulmdn, higado y rifién
(Ezzelarab y Thomson, 2011) (Fig 3). Entre los agentes bioldgicos usados estan IL-10, TGFB, VEGF,
IDO. Respecto a los agentes farmacoldgicos algunos ejemplos son rapamicina, ciclosporina, mofetil
micofenolato (MMF), aspirina, corticoesteroides, vitamina D, inductores de AMP ciclico (AMPc)
como prostaglandina E, (PGE,), neuropéptidos, histamina, glucosamina, protoporfirina de cobalto,
ligandos de los receptores de ILT. Estos agentes farmacol6gicos inducen disminucion en la
proliferacion de CD, impiden su maduracion, inhiben la expresion de moléculas coestimuladoras y
la produccion de 1L-12p70, ademés de interferir con la traslocacion del factor de transcripcion
NFxB al nacleo, lo cual es importante para la diferenciacién y maduracion de las CD (Morelli y
Thomson, 2007; Masanori y Thomson, 2003).
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Figura 3. CD tolerogénicas usadas en el transplante de érganos. Las CD tol que se usan para evitar el
rechazo de drganos y con ello su preservacion, pueden ser extraidas del mismo receptor o del donador. Las
CD extraidas pueden ser pulsadas 0 no con antigenos del donador, posteriormente son tratadas para inducir
CDtol con farmacos, factores de crecimiento (ej. dexametasona, vitamina D3/IL-10, hemoxigenasa-1 (HO-1),
0 mediante ingenieria genética estimular o inhibir la expresion de moléculas como (PD-L1, NFxB, IL-10). Las
CDtol generadas induciran tolerancia al antigeno del donador estimulando a Treg, mediante la induccion de
anergia o apoptosis de células T de memoria (Tmem) o efectoras (Teff). Las CDtol disminuyen las respuestas
de células B disminuyendo los anticuerpos generados en contra del receptor, también las CDtol. Modificado
de Ezzelarab y Thomson, 2011.

1.6 17B-estradiol

1.6.1 Biosintesis del estradiol

El 17B-estradiol es una hormona esteroidea, que pertenece al grupo de los estrégenos. Los
estrégenos biosintetizados son tres: estradiol (E,), estrona (E;) y estriol (Es), de los cuales el mas
potente es el E,. El estriol es sintetizado durante el embarazo como producto de la hidroxilacion
del 17B-estradiol en el higado materno y fetal, y la placenta, mientras que la estrona puede ser
producida por la aromatizacion de androstenediona en tejidos no reproductivos, sobre todo
higado, o bien partir de la oxidacion del estradiol. La estrona es muy abundante en la
postmenopausia y actia como reservorio del estradiol. Los estrogenos poseen 18 atomos de
carbono y comparten una estructura quimica llamada ciclopentanoperhidrofenantreno formada
por tres anillos ciclohexanos (A, B, C) y un anillo de ciclo pentano (D) (Fig 4). El anillo fendlico A es
el lugar de fijacidn especifica y de alta afinidad por los receptores estrogénicos (Malgor y Valsecia,
2000a).

La biosintesis del E, durante la etapa reproductiva se lleva a cabo principalmente en ovarios,
testiculos y en la corteza de las glandulas suprarrenales (Guyton, 2001), pero durante la
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postmenopausia se ha documentado que también en el tejido mamario, en las células musculares
lisas de la aorta, células del endotelio vascular, células mesenquimales de tejido adiposo,
osteoblastos y condrocitos, y en el sistema nervioso por los astrocitos, células gliales, piramidales y
granulares del hipocampo. En la etapa gestacional la placenta contribuye también a su sintesis
(Simpson, 2003; Arellano y Silva, 2006). Durante los afios reproductivos de la mujer, la mayoria del
estradiol es producido por la colaboracion de las células de la teca y las de la granulosa de los
foliculos ovaricos. La biosintesis del E, comienza a partir del colesterol proveniente de las
lipoproteinas de la circulacion; el citocromo P450 rompe la cadena lateral del colesterol
conviertiéndolo en pregnenolona (precursor de varias hormonas esteroideas); después de varias
reacciones se sintetizan dos precursores directos del estradiol: testosterona y androstenediona, a
través de la enzima aromatasa ocurre la aromatizacion de la androstenediona (producida en las
células foliculares tecales) a estrona, seguido de la conversion de estrona a estradiol por la enzima
17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, reaccion que ocurre en las células de la teca. También el E,
se puede sintetizar en las células de la teca a partir de la aromatizacion de la testosterona
proveniente de la androstenediona o androstenediol (Malgor y Valsecia, 2000a).

OH

Enihr "

HO

Figura 4. Estructura quimica del 17B-estradiol. Constituido por 4 anillos, el anillo A tiene tres dobles
ligaduras, ademas la estructura quimica del E; posee dos grupos OH en el carbono 3y 17. Se denomina 173
debido a que el grupo quimico OH se encuentra en el carbono 17 en posicion beta (viendo hacia arriba).

1.6.2 Funciones biolégicas

El E, tiene distintas funciones bioldgicas en los distintos sistemas de los organismos. Las funciones
mas conocidas son las que tienen lugar en el sistema reproductor. Causa la proliferacion celular y
crecimiento de los tejidos de los 6rganos sexuales femeninos y masculinos, y en el caso de las
mujeres, de los ovarios, las trompas de Falopio, el Utero, la vagina, las gldndulas mamarias. La
proliferacion es importante para mantener el desarrollo y funcién que desempefian estos 6rganos.
Durante el ciclo menstrual en humanos o estral en roedores, el estradiol producido por el foliculo
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en crecimiento promueve la ovulacion por medio de retroalimentacion positiva en la produccién
de estradiol, que se logra a través del incremento en los niveles de la hormona luteinizante.
También regula la funcion de otros sistemas, sélo se mencionaran el efecto de esta hormona en
algunos sistemas. En el metabolismo induce el aumento de la lipogénesis en el tejido adiposo. En
el sistema 6seo promueve un aumento en la actividad osteblastica en los huesos durante la
pubertad en ambos sexos y dan lugar a la fusién temprana de las epifisis con las diafisis de los
huesos largos. Se le ha atribuido un papel cardioprotector, ya que induce vasodilatacion répida,
disminuyendo el desarrollo de aterosclerosis (Guyton, 2001; Simoncini y Genazzani, 2003). En el
sistema nervioso se ha descrito que los esteroides ovaricos tienen importantes efectos sobre la
funcion cerebral incluyendo la regulacién neuroendocrina de la reproduccién, el humor y la
cognicion, asi como un efecto neuroprotector contra de estimulos toxicos, la isquemia y en
enfermedades como esclerosis multiple en modelos animales. Ademaés, el E, tiene efectos
excitatorios y moduladores a través del sistema de glutamato, incrementa la excitabilidad cerebral
y la densidad de uniones sinapticas en el hipocampo (Arellano y Silva, 2006).

1.7 Receptores de estrogenos

Los efectos del E, se deben a la interaccion con sus receptores ubicados en las células blanco. Se
han descrito dos receptores para estrégenos. Los primeros son conocidos como receptores
clasicos (las isoformas REa y REB) y un nuevo receptor llamado receptor 30 acoplado a proteina G
(GPR30) o bien receptor de estrogenos 1 acoplado a proteina G (GPER1) (Prossnitz, et al., 2007;
Dahlman, et al., 2006; Togno y Montor, 2009). El efecto de los receptores clasicos es a nivel
gendmico pero también cumplen con funciones extranucleares, no transcripcionales o no
gendmicas, pues participan en vias de sefializacion mediante su asociacion a membranas o con
otras proteinas como las proteinas G o cinasas. La diferencia entre los receptores que actlan a
nivel transcripcional o bien en vias de sefializacion radica en el mecanismo de accion,
consecuencias funcionales y tiempo de respuesta. Los primeros actlan en horas a dias, mientras
que los que participan en cascadas de sefializacion actian en minutos o segundos (Fu y Simoncini,
2008; Simoncini y Genazzani, 2003).

1.7.1 Estructura

Los receptores nucleares son conocidos como factores activadores de la transcripcion
dependientes de un ligando y pertenecen a la familia de receptores nucleares hormonales. Los
receptores REa y REB, son codificados por diferentes genes, ESR1 y ESR2 respectivamente, se
localizan en distintos cromosomas, en humanos ESR1 en el 6 (6025.1) y ESR2 en el 14 (14q); en
ratones en el 10 y 12 respectivamente (PubMed). Los dos receptores presentan tres principales
dominios (Fig 5): 1) dominio N terminal (NTD, por sus siglas en inglés) en el cual se localiza un
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dominio de transactivacion funcional, AF-1 que se encarga de la activacion de la transcripcion
permitiendo la interaccion de proteinas correguladoras, 2) el dominio de unién al ADN (DBD, por
sus siglas en inglés) que se une a una secuencia palindromica (5-GGTCAnnnTGACC-3) localizada en
el promotor de los genes transcritos llamada elementos de respuesta a estrogenos (ERE) y 3)
dominio de union al ligando (LBD, por sus siglas en inglés). Este Gltimo dominio, ademas de ser el
sitio de union al estradiol, contiene una secuencia que permite su translocacion al nucleo, asi
como otro dominio de transactivacion funcional (AF-2) que dicha region ademés de promover la
transcripcion, promueve la union del ligando y la dimerizacion de los receptores que permite la
union a los ERE (Thornton, 2002). El dominio LBD forma un surco, en donde se une el estradiol o
sus agonistas, tras lo cual la region transactivadora, AF-2, es expuesta permitiendo la interaccion
de otras proteinas coactivadoras o correpresoras de la transcripcion o bien factores de
transcripcion, esto sugiere que los receptores también pueden actuar indirectamente en la
transcripcion (Dahlman, et al., 2006).
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Figura 5. Organizacion de la secuencia de las dos isoformas de receptores de estradiol (REa y REB) con
todos sus cinco dominios. El dominio A/B es el denominado dominio N terminal, el cual contiene la region
AF1; el dominio C (DBD) permite la unién a ADN; el dominio D o regién de bisagra que contiene la secuencia
de localizacion nuclear que cuando se une el E; se desenmascara y permite su translocacion al nucleo,
ademas es una region flexible que permite la unién del dominio DBD y LBD; dominio E que contiene la
secuencia que permite la unidn con el ligando, ademas otra region AF-2 y el dominio F, también llamado
dominio C terminal, modula la transcripcién de genes especifica de un ligando y contribuye a la dimerizacién
del receptor. Los nimeros indican la posicion de los dominios en la secuencia de aminoacidos. Modificado
de Kumar, et al., 2011.

Ambos receptores tienen una alta similitud al comparar las secuencias de aminodcidos.
Comparten un 97% de similitud en la secuencia de aminoécidos correspondiente al dominio de
union al ADN y aproximadamente un 56% en el dominio de union al ligando, sin embargo el
dominio N terminal posee muy poca similitud, 24%, lo cual sugiere diferencias en la forma de
activacion de la transcripcion entre las dos isoformas. Los REa y B difieren también en los tejidos
en los que se expresan, sin embargo algunas veces su expresion coincide en el mismo tejido, pero
no en el tipo celular, estos dos aspectos sugieren diferencias funcionales. REa se expresa
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mayormente en Utero, células estromales de la prostata, células de la teca del foliculo, en células
de Leidyg, epididimo, hueso, células mamarias, higado y ciertas areas cerebrales; en tanto que el
REB se expresa también en células epiteliales de prostata, colon, testiculos, en las células de la
granulosa del ovario, endotelio vascular, médula Gsea, algunas areas del cerebro y glandulas
salivales (Dahlman, et al., 2006). Se ha descrito también su expresién en células del sistema
inmune como linfocitos B y T, células NK, macréfagos, monocitos, neutrdfilos, mastocitos, células
dendriticas, asi como en progenitores hematopoyéticos de médula dsea (Kovats y Carreras, 2008;
Bouman, et al., 2005).

Los estudios realizados que han tratado de caracterizar a los receptores membranales mencionan
que son parecidos a los RE clasicos a y B, asi, se han identificado en las membranas de distintos
tipos celulares, como células endoteliales (EC), células de cancer de mama y cardiomiocitos (Levin,
2005; Hammes y Levin, 2007).

El receptor GPR30 fue descrito en células de cancer de mama MCF-7 y pertenece a la familia de
receptores acoplados a proteinas G que atraviesan la membrana 7 veces, conocidos como 7TM-
GPCR. Se expresa en distintos tejidos como prostata, higado, placenta, ovario (Prossnitz, et al.,
2007); también se ha descrito su expresion en CD derivadas de monocitos de humano (Uemura, et
al., 2008), en linfocitos T CD4", y timo (Wang, et al., 2009). Debido a que no se le conocia un
ligando especifico era llamado receptor huérfano acoplado a proteina G (GPCR). Este receptor
desempefia un papel en la proliferacion celular y apoptosis. Estudios realizados en distintos tipos
celulares demuestran que la union GPR30-estradiol induce la expresion de proteinas
antiapoptdticas como Bcl-2 y proteinas del ciclo celular como la cliclina D (Prossnitz, et al., 2007).

1.7.2 Mecanismo de accién

El mecanismo de accién de los receptores depende del tipo de receptor del que se hable. En el
caso de los receptores nucleares se ha documentado que la region AF-1 puede ser activada en
ausencia del ligando, en este sentido se hipotetiza un mecanismo independiente de la union del
estradiol y dependiente de éste. En el segundo caso cuando no esta el ligando, los REa 0 B, se
encuentran unidos a una proteina de choque térmico (HSP), al unirse el ligando se separa la HSP y
se forman dimeros (oo 0 BB) 0 heterodimeros of que se translocan al ndcleo mediante una
secuencia de sefializacion nuclear, la dimerizacion permite su estabilidad y promueve su unién a
los ERE de los genes, seguido del reclutamiento de complejos coreguladores de la transcripcion
mediante las regiones AF-1 y AF-2 de los RE. Los complejos coreguladores incluyen proteinas
coactivadoras o coinhibidoras, que permiten cambios en la cromatina, promoviendo o inhibiendo
la expresion de genes (ejemplos: coactivador 1 receptor esteroide (CREB), activador-proliferador-
peroxisoma r-coactivador la (PGC-1a) y el PGC1-a coactivador relacionado a estrogenos (PERC))
(Thornton, 2002). El patrén de expresién en los tipos celulares depende del tipo de ligando y su
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concentracion, de la expresion de las dos isoformas (REa. y REB) y de la cantidad y disponibilidad
de coreguladores. La expresion de genes por los RE unidos a su ligando estéan relacionados con la
diferenciacion celular, crecimiento y sobrevida de las células (Kovats y Carreras, 2008). Respecto al
primer mecanismo, los RE pueden activarse indirectamente por moléculas no estrogénicas, como
distintos factores de crecimiento: factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF-1), proteinas del ciclo celular, cinasas. Se ha documentado que EGF e IGF-1
pueden unirse a AF-1 mas no a AF-2, sin embargo se hipotetiza que la unién de alguno de los dos
factores a su receptor desencadena la fosforilacion de los RE mediada por la via de las MAP
cinasas. Los RE también pueden regular la expresion de genes que no tienen ERE, mediante su
union a complejos reguladores de la transcripcion como AP-1 (Heldring, et al., 2007).

Los receptores que tienen funciones no transcripcionales (RE membranales y GPR30), llamados asi
porque no tienen contacto directo en la transcripcion de genes, sin embargo pueden
desencadenar de manera indirecta una accion genémica a través de las proteinas que se activan
como consecuencia de las cascadas de sefializacion. Los RE membranales se localizan en balsas
lipidicas (dominios moleculares situados en la membrana plasmatica que consisten en
asociaciones estables entre los esfingolipidos y el colesterol) en donde se congregan proteinas
para una rapida sefializacion. Entre las proteinas o receptores que promueven distintas rutas de
sefializacion estén las proteinas G, receptores acoplados a proteinas G, receptores tirosina cinasas
de factores de crecimiento endotelial e insulinico (EGF-R, IGF-1R respectivamente), canales
ionicos, PI3K, AKT, familia de las MAP cinasas, miembros de la familia Src, proteinas cinasas Ay C
(PKA'y PKC respectivamente), la unién del ligando a los RE permite la activacion de estas proteinas
y el inicio de las cascadas de sefializacion (Fu y Simoncini, 2008; Simoncini y Genazzani, 2003;
Hammes y Levin, 2007), que desencadenan la liberacién de segundos mensajeros, activacion de
proteinas efectoras o transcripcién de genes. Se ha documentado que las sububidades de las
proteinas G yd y a de los receptores GPR30 tiene parte en la sefializacion mediada por el E,. Las
vias de sefializacion mas comunes de GPR30 son la activacion de ERK1/2 (cinasa regulada por
sefiales extracelulares por sus siglas en inglés, también llamada MAP1) por transactivacion de EGF-
R mediado por el E;, la activacion de la adenilato ciclasa y con ello la produccion de AMP ciclico y
la activacion de PI3K lo cual induce un aumento de IP3 y activacion de la AKT. La activacion de
estas proteinas desencadenan cambios intracelulares como la liberacién de segundos mensajeros
como calcio, AMP ciclico, éste Ultimo induce la expresion del gen c-fos en macréfagos y la
expresion de Bcl-2 y cilicina D, las cuales promueven el ciclo celular y la sobrevivencia (Prossnitz,
et. al., 2007).
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Figura 6. Mecanismo de accién de los RE con efectos gendmicos y no transcripcionales. Cuando se une el
ligando (E;) a los RE se forman dimeros que cambian su conformacion y se traslocan al nicleo para la
transcripcion de genes, también se unen a ellos coactivadores de la transcripcion (CoA), (A). Los RE con
funciones no transcripcionales activan cascadas de sefializacion mediadas por MAPK, PI3K, proteinas G,
cinasa RhoA asociada a ROCK (RhoA/ROCK). Estas cascadas dan lugar a la transcripcion de genes o activacion
de proteinas. MAPK=cinasa activada por mitdgenos; PI3K=cinasa de fosfatidilinositol-3-OH; eNOS=sintasa de
oxido nitrico; EBP50=fosfoproteina 50 que une ERM (Ezrina/Radixina/Moesina); COX-2=ciclooxigenasa tipo
2; STAT, transductor de la sefial y activador de la transcripcion; LBD=dominio de unién al ligando;
NLS=secuencias de localizacién nuclear; CoA=coactivador; HSP90=proteina de choque térmico 90;
DNA=dominio de unién al ADN; ERE=elemento de respuesta a estrogenos; TM=maquinaria de transcripcion;
TATA=secuencia TATA. Madificado de Fu y Simoncini, 2008.

1.8 Estradiol y su relacion con el sistema imune

La homeostasis del sistema inmune requiere de una respuesta efectiva contra algun patdgeno
pero al mismo tiempo evita la induccion de respuestas hacia los antigenos propios, dicha
homeostasis puede ser modulada sistémicamente por hormonas como esteroides,
glucocorticoides, prolactina, etc. Se sabe de la existencia de un eje neuroinmunoendocrino, en el
cual los tres sistemas colaboran para coordinar procesos fisiologicos tal es el caso del
metabolismo, la reproduccion y el desarrollo de diversas respuestas inmunes (Dronca, et al.,
2011). La primera observacion que evidencio la existencia de comunicacion entre el sistema
endocrino e inmune fue el experimento de Calzolari, en 1898, en el cual el tamafio del timo de los
conejos castrados antes de la madurez sexual era mas grande que el de los controles y la
administracion de androgenos revertia la hipertrofia timica (De Ledn y Morales, 2006). Esta
observacion fue confirmada con otros experimentos en los cuales la administracién de andrégenos
indujo la involucion del timo; por otro lado la remocién del timo, especialmente en el periodo
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neonatal puede inducir enfermedades en ovarios, testiculos y tejido tiroideo, lo cual pone de
manifiesto la existencia y la importancia de dicha comunicacion (Ansar, 2000). Los esteroides
sexuales, en particular los estrégenos mantienen una comunicacion neuroinmunoendocrina,
regulando el estado de animo, la presion arterial, la masa 6sea y modulando las respuestas
inmunes (Togno y Montor, 2009).

El desarrollo 6ptimo de procesos fisioldgicos como el embarazo, el ciclo menstrual y la ovulacién
estén influenciados por respuestas inmunitarias que a su vez estan reguladas por el estradiol, el
cual estd presente en diferentes concentraciones durante dichos procesos. Se ha estudiado el
papel de los estrogenos en diferentes contextos. En el embarazo es necesario mantener un
ambiente inmunotolerante para evitar el rechazo del embrion, esto se le atribuye a niveles
hormonales de estradiol y otras hormonas como la progesterona y la gonadotropina coridnica
humana (hCG), que modulan la liberacion de citocinas inhibidoras como IL-10, promueven la
disminucion de citocinas proinflamatorias como TNFa e IL-13 (Segerer, et al., 2009), evitando de
esta forma una respuesta en contra del feto y contribuyendo asi a crear un ambiente ‘pro-fetal’.
Por otro lado, la susceptibilidad e incidencia de enfermedades autoinmunes en mujeres (lupus
eritematoso sistémico SLE (9:1, proporcion mujeres:hombres), esclerosis multiple EM (2:1) y
artritis reumatoide AR (3:1), etc.) y que sean més frecuentes en la etapa reproductiva, asi como la
resistencia a infecciones por varios patégenos (protozoarios como, Toxoplasma gondii,
Tripanosoma cruzi, Taenia crassiceps, etc.) que esta relacionada con la presencia de altos niveles
de inmunoglobulinas en hembras y mujeres lo cual hace pensar en la existencia de un dimorfismo
sexual inmunitario debido al estradiol (De Ledn y Morales, 2006).

1.8.1 Interaccion de los receptores de estrogenos con el sistema inmune

Se han descrito multiples vias de sefializacion que siguen los receptores REa. 0 RE} membranalesy
GPR30, asi como los genes que se expresan por dichas vias de sefializacién. La mayoria de los
estudios relacionados a los mecanismos de accion, vias de sefializacion y efectos funcionales se
han realizado en células de cancer de mama, células endoteliales, vasculares de musculo liso,
osteoblastos y sistema nervioso (Fu y Simoncini, 2008). Las células del sistema inmune poseen
receptores para esta hormona, pero poco se ha estudiado sobre las vias de sefializacién que se
activan o suprimen debido al E,. Existe un trabajo realizado en células dendriticas de raton en
donde se documenta que el E, esté involucrado en la expresién de CD40 via dos MAP cinasas: JNK
y p38, la activacion de estas proteinas induce la expresion de otra proteina involucrada en la
replicacion (MCM®6) que a su vez induce la expresion de CD40; el incremento de CD40 tiene que
ver en este estudio con el papel del estradiol en la susceptibilidad a desarrollar lupus, pues el
aumento de CD40 incrementaria la actividad de linfocitos T autoreactivos (Xie, et al., 2011).
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Por otro lado, poco se ha explorado acerca del papel que juegan los receptores de estradiol en las
células del sistema inmune como la produccion de citocinas, factores de transcripcion y otras
moléculas que promueven respuestas pro o antiinflamatorias en el sistema inmune y si los
receptores estan directamente implicados en la transcripcion de los genes. En este sentido se ha
documentado que el estradiol regula la expresion de IFNy en linfocitos T y esplenocitos, lo cual se
debe a la interaccién directa de los RE con una secuencia que se asemeja a los ERE, localizada en
la direccion 5°del gen de IFNy (Fox, et al., 1991), que explica el incremento en su expresion a nivel
de ARNm y de proteina en estas células (Karpuzoglu, et al., 2006). La expresion de IFNy se ha
documentado que afecta a su vez la expresion de la enzima éxido nitrico sintetasa inducible (iNOs)
y con ello el aumento de 6xido nitrico (NO) y la enzima ciclooxigenasa-2, provocando un ambiente
proinflamatorio en presencia de estradiol (Karpuzoglu, et al., 2006). Con respecto a la produccién
de NO, est&d documentado que el estradiol puede inducir su produccién en monocitos y neutréfilos
via los receptores membranales, lo cual se confirma con la liberacién de calcio intracelular
(Stefano et al., 1999; Stefano et al., 2000), pero en macréfagos disminuye la expresion de iNOs y
también la produccién de NO (Hayashi, et al., 1998).

En algunos estudios se ha documentado que los receptores de estrogenos pueden interactuar con
NFxB. NFxB es un factor de transcripcion que regula la expresién de genes involucrados en
promover respuestas proinflamatorias en el sistema inmune, como genes de citocinas IL-1, IL-2, IL-
6, IL-8, TNFa, IFNy, moléculas de adhesion celular y factores de complemento. Se ha demostrado
en células transfectadas que la interaccion de RE y NFkB antagoniza la transcripcion de genes de
NF«B sdlo en ciertas células. Se tienen distintas hipotesis sobre los mecanismos de cémo sucede
dicho antagonismo: una es que los RE interactuan directamente con NFxB uniéndose a la
subunidad p65 del factor de transcripcion impidiendo su translocacion al ndcleo ya que p65
contiene la secuencia de localizacién nuclear, y la segunda es que los RE bloguean la fosforilacion
del inhibidor IxBa y con ello su degradacion, por lo que impide la traslocacion de NF«B al nucleo
para la transcripcion de genes (McKay y Cidlowski, 1999). En macréfagos de humano ocurre algo
similar al ultimo mecanismo mencionado, sin embargo estan implicados microARNs (miARNS). En
dicho estudio proponen que NFkB es regulado por estradiol, ya que induce el incremento en la
expresion de una proteina (kB-Ras2) que se une a IxBa impidiendo su degradacion. kB-Ras2 es
regulada por miARNs en particular, premiR-125b, que se incrementa en presencia de estradiol,
este microARN incrementa a su vez la expresion de kB-Ras2, de estd manera se inhibe la actividad
de NFkB (Murphy, et al., 2010). Aunque en este estudio no mencionan que receptores estan
involucrados en dichos efectos, en otro experimento realizado en células de musculo liso de aorta
de rata documentan que los REB median la expresion de IxBa (Xing, et al., 2012). Asi, la
atenuacion de la actividad de NFxB por los RE disminuye la expresion de citocinas
proinflamatorias, suprimiendo las actividades efectoras de dichas células. Actualmente, sélo se ha
encontrado que los RE pueden interactuar directamente con los promotores del gen de IFNy, sin
embargo estudios no recientes muestran que pueden reprimir indirectamente la transcripcion de


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

citocinas como IL-6 (Kurebayashi, et al., 1997) y TNFa (An, et al., 1999), mediante la activacion de
la region AF-2 de los RE.

GPR30 al expresarse en timo y linfocitos T sugiere un efecto en ellos. Existen estudios que
documentan que contribuye junto con los REa a la atrofia timica y es indispensable para la
apoptosis de timocitos, otros observan un efecto supresor de la EEA (encefalomielitis
experimental autoinmune, modelo murino de la enfermedad autoinmune esclerosis multiple) ya
que induce aumento en la expresion del receptor de muerte programada PD-1 en linfocitos T CD4"
y Foxp3" promoviendo tolerancia o anergia en linfocitos T autoreactivos (Wang, et al., 2009). Sin
embargo también se ha visto un efecto contrario con el aumento de IL-17A e IL-10 en linfocitos T
CD4* Ty17 que apoya la incidencia de enfermedades autoinmunes por efectos del E, (Brunsing, et
al., 2010).

1.9 Efectos del estradiol en la respuesta inmune

Las células del sistema inmune poseen receptores para estradiol lo cual indica que esta hormona
afecta directamente el sistema inmune. Las células que poseen receptores clasicos para estradiol
son linfocitos B y T, células NK, macréfagos, monocitos, neutrofilos, mastocitos y CD (Togno y
Montor, 2009).

Se ha documentado que los efectos del E, dependen de su concentracion. En dosis altas (niveles
farmacoldgicos y observados en el embarazo) la respuesta inmune se inhiben, mientras que dosis
bajas (subfisioldgicas o fisioldgicas durante el ciclo menstrual o estral) promueven una mejor
respuesta humoral y celular (Whitacre, et al., 1999; De Le6n y Morales, 2006), sin embargo las
propiedades antiinflamatorias y proinflamatorias que se le atribuyen no s6lo dependen de la
concentracion sino del tiempo de exposicion, de la poblacion celular que se examina, la
variabilidad con la que se expresan los receptores de estrégenos en distintas células, del sexo,
edad de los sujetos y si los experimentos son realizados en modelos animales o humanos (Kovats y
Carreras, 2008).

Los multiples efectos del estradiol se han estudiado en distintos contextos, se ha encontrado que
puede promover enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico, sin embargo
tiene efectos supresores en la esclerosis maltiple (EM) y artritis reumatoide (AR) en los modelos
murinos (Whitacre, et al., 1999; Liu, et al., 2002), dichos efectos estan relacionados con la
polarizacion de la respuesta Tyl y Ty2 0 expansion de las Treg inducida por el estradiol. También se
han estudiado los efectos terapéuticos del estradiol en enfermedades contra diversos patégenos
potenciando la respuesta celular contra algunos patégenos, lo cual se ha observado en mujeres
méas que en hombres. Por otro lado, también se sabe que el E; promueve una respuesta humoral,
lo cual se ha logrado observar de manera in vitro con el incremento de anticuerpos IgG e IgM en
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células mononucleares de sangre periférica (del inglés PBMC) de humano que han sido tratados
con E; (Gonzélez, et al., 2010).

En contexto con lo anterior, se han estudiado los mecanismos moleculares bajo los cuales el
estradiol esta actuando, por lo cual los efectos de esta hormona se pueden observar en distintas
células del sistema inmune y en diferentes niveles de estudio desde el desarrollo, diferenciacion,
produccion de citocinas, asi como su activacion y sobrevivencia. Estos estudios se han llevado a
cabo en células humanas y modelos murinos de distintas enfermedades autoinmunes como la
esclerosis multiple y lupus eritematoso sistémico. En este caso nos enfocaremos a los efectos en
células Ty B ya que las CD interacttian con estas células.

1.9.1 El estradiol modula la respuesta inmune mediada por linfocitosBy T

Estudios in vitro en ratones muestran que el estradiol afecta el desarrollo de las células By T. En el
caso de las células B el E, aumenta la linfopoyesis en bazo de algunas subpoblaciones de células B,
sin embargo en médula 6sea el E, contribuye a la disminucion de células B B220+, ademas de
afectar negativamente su diferenciacion y proliferacion. El E; en el timo promueve su involucién
disminuyendo la mayoria de las subpoblaciones de linfocitos T como CD44" CD25"; CD44 CD25";
CD44  CD25y CD4" CD8', sin embargo en bazo incrementan los linfocitos CD4" y CD8", efecto
mediado por GPR30 y RE (Lang, 2004).

El E; es capaz de inducir la produccién de inmunoglobulinas en células B en humanos y ratones
bajo condiciones normales y en enfermedades autoinmunes. En un estudio una cepa de ratones
no autoinmune el E, fue capaz de promover la generacion de autoanticuerpos en células B CD5+.
En ratones transgénicos para la cadena pesada de anticuerpos anti-ADN (R4A-y2b Balb/c) se
demostré que el tratamiento con E, también promueve el incremento de anticuerpos IgG2b anti-
ADN desarrollando de esta manera un fenotipo parecido al lupus (Lang, 2004). En un modelo
murino autoinmune para artritis reumatoide el E, incrementa los niveles de anticuerpos IgG1
anticoldgena, asi como de otros autoanticuerpos anticardiolipina, antifosfatidilserina vy
antifosfatidilinositol en modelos no autoinmunes. Otro estudio muestra que en un modelo de
lupus eritematoso (MRL Ipr/lpr), las concentraciones de E, en el embarazo incrementan la
frecuencia de las células B productoras de IgM e IgG (Straub, 2007). Estos efectos observados
tienen que ver con que el E, contribuye a su activacion (incrementa los niveles de CD86 pero no de
CD80), expansion de linfocitos B autoreactivos (de la zona marginal de bazo y es independiente de
linfocitos CD4") inhibiendo su apoptosis, promoviendo su sobrevivencia mediante el incremento
de proteinas que evitan su apoptosis como Bcl-2, CD22, SHP-1 y V-CAM; dicho incremento es
mediado por los REa y 3. En particular el incremento de CD22 y SHP-1 evita la apoptosis mediada
por el receptor de células B (BCR) (Grimaldi, et al., 2001; Grimaldi, et al., 2002).
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El conocimiento de los efectos del E; en los linfocitos T ha derivado de estudios que tratan de
dilucidar el papel de los estrégenos con el desarrollo de lupus eritematoso (enfermedad en la cual
se producen en mayor proporcién citocinas Ty2), asi como el efecto supresor de la EM, que se
caracteriza por una Tyl. En este sentido, distintos estudios muestran que el estradiol induce la
produccion de citocinas en linfocitos T, polarizando la respuesta de Tyl a Ty2 dependiendo de su
concentracion; asi, varios experimentos han demostrado que linfocitos T CD4" obtenidos de
sangre de pacientes o ratones con EEA en presencia de concentraciones observadas en el
embarazo (>10 ng/ml) de E, promueve la produccion de IL-10 e IL-4 (citocinas producidas por las
Tu2) y el ARNm del factor de transcripcion GATA-3 (involucrado en la generacion de linfocitos T42),
mientras que dosis observadas en el ciclo menstrual y cercanas a las del embarazo inducen la
produccion de TNFa, IFNy e IL-2 (citocinas proinflamatorias y que inducen una respuesta de tipo
Tul). En este caso la produccion de TNFa es dual ya que a dosis farmacoldgicas disminuye
(Gilmore, et al., 1997; Salem, et al., 2000; Maret, et al., 2003). En contraste con lo mencionado,
también varios experimentos muestran que dosis observadas en el embarazo pueden incrementar
la produccion de IFNy en linfocitos T via los REa., asi como en linfocitos T asesinos naturales de
ratones. IFNy es una citocina que ademas de inducir una Ty1, también esté involucrado en inhibir a
las T417, las cuales tienen un papel proinflamatorio en enfermedades autoinmunes (Straub, 2007).

El efecto protector del E; en la EM, demostrado en modelos murinos, es mediado por la induccion
de una Ty2 a través de la secrecion de citocinas (IL-10 e IL-4). Recientemente se document6 que el
E, inhibe la actividad de las Tyl y Ty17, mediante la disminucién de IL-17 e IFNy, dicho efecto se
debe a la accion de los REa en linfocitos T (Lélu, et al., 2011). Efectos contrarios se han visto con el
receptor GPR30 (Brunsing, et al, 2010). La disminucién de la EEA también tiene que ver con que el
E, a concentraciones observadas en el embarazo aumenta la expresién de FoxP3, ademés de
contribuir a la expansion de linfocitos Treg CD4* CD25" FoxP3" (Polanczyc, et al., 2004b).
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II. ANTECEDENTES

El hecho de que las CD posean receptores clésicos para estradiol (REa y REB) y GPR30 (Uemura, et
al., 2008; Liu, et al., 2002; Mao, et al., 2005), sugiere un impacto en la funcion y desarrollo de las
mismas. Los efectos del E; en linfocitos Ty B mencionados anteriormente podrian estar mediados
por su efecto en las CD (Liu, et al., 2002; Petterson, et al., 2004; Lélu, et al., 2011).

Existen trabajos que analizan los efectos del E, en las CD, desde distintas situaciones: por un lado
se ha explorado como esta involucrado el E, y las CD en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes, asi como en la atenuacion de la EEA y la EM (Polanczyk, et al., 2004a; Liu, et al.,
2002; Pettersson, et al., 2004; Lélu, et al., 2011), con respecto a esto sélo existe un estudio
realizado en un modelo murino de esclerosis multiple en el que el estriol puede inducir CD
tolerogénicas (porcentaje alto de CD que expresan CD273 y CD274; bajos niveles de IL-12, IL-6 e
incremento de IL-10 y TGFB) y con ello atenuar la enfermedad (Papenfuss, et al., 2011). Es de
notar que esto no se ha probado con el 17B-estradiol. Por otro lado se ha estudiado el papel de
las CD y el E, en generar un ambiente inmunotolerante en el embarazo, el cual hace posible el
establecimiento del feto en el itero materno (Slawek, et al., 2012). Las CD son abundantes en la
decidua durante el inicio del embarazo (Zarnani, et al., 2007), lo cual sugiere que desempefian un
papel importante en este proceso. También se han documentado efectos en la disminucién del
numero de células de Langerhans en piel (Herrera, et al., 2013). Asi, se han estudiado los
mecanismos moleculares (produccion de citocinas, fenotipo, funciones efectoras, sobrevivencia,
entre otros), por los cuales el E, influye en las CD provocando los efectos mencionados. Estos
efectos se describen a continuacion.

El E, afecta las funciones efectoras de las CD; varios estudios coinciden en que el E; disminuye la
capacidad de las CD de hacer proliferar linfocitos T (Yang, et al., 2006; Yang, et al., 2005; Jiang, et
al., 2008; Petterson, et al. 2004; Segerer, et al., 2009) lo cual explica su actividad terapéutica e
inmunosupresora de la esclerosis multiple en el modelo murino (Liu, et al., 2002; Xiao, et al.,
2004), asi como su contribucion a crear el ambiente inmunotolerante durante el embarazo
(Segerer, et al.,, 2009). Los estudios que demuestran este efecto fueron realizados en CD
provenientes de bazo de ratdn y rata, derivadas de médula 6sea de raton, asi como CD humanas
derivadas de monocitos, ademés demuestran que ocurre en dosis suprafisiologicas o
farmacoldgicas (10° - 107 M, o >60 ng/ml) y fisiol6gicas (10° — 10™ M, o 10 - 60 ng/ml), lo cual
sugiere que el efecto observado no es dependiente de la dosis. Por otro lado, el E; promueve la
disminucion de NFxB en CD (Yang, et al., 2006); NFkB es un factor de transcripcién que esta
involucrado en la transcripcion de citocinas proinflamatorias, en la sobrevivencia y proliferacion de
células del sistema inmune, en particular en las CD promueve su maduracion fenotipica y la
produccion de IL-12, IL-6 (Rescigno, et al., 1998), por consiguiente el efecto observado sugiere que
el E, impide su maduracién lo cual puede promover la tolerancia 0 inmunosupresion en estas
células. No sélo el E, tiene actividad supresora en las CD, también se ha documentado que durante
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el ciclo menstrual promueve la susceptibilidad de adquirir VIH-1, incrementando la expresiéon de
receptores que reconocen este virus, como el DC-SIGN/CD209, molécula no-integrina 3-fijadora de
adhesion intercelular especifica, por sus siglas en inglés (Wira, et al., 2010).

También se ha descrito que el E; afecta la produccion de citocinas inhibidoras y proinflamatorias
en CD. Algunos estudios concuerdan en que el E; induce un incremento en la produccién de IL-10
(citocina supresora, que evita la maduracion de las CD e inhibe la produccion de IL-12,
promoviendo una respuesta de tipo T,2 e inhibiendo una de tipo Ty1, pero sobre todo contribuye
a la generacién de CD tolerogénicas que a su vez permiten la diferenciacion y expansion de Treg) a
nivel transcripcional o de ARN mensajero (Yang, et al., 2005), también intracelular (Yang, et al.,
2006) y en el sobrenadante (Kyurchev, et al., 2007; Huck, et al., 2005; Uemura, et al., 2008). Por
otro lado, el E; induce la disminucién en citocinas proinflamatorias, TNFa., IFNy e IL-12 en CDs de
bazo de raton cuando son pretratadas con estradiol y expuestas 0 no en presencia de linfocitos T
especificos para la proteina bésica de la mielina (MBP) en un modelo murino de esclerosis maltiple
(Liu, et al., 2002). La disminucion de IL-12 y TNFa a concentraciones de E, de 10, 100 y 1000 nM
concuerda con otro estudio realizado en CD de bazo (Yang, et al., 2006). Otros estudios muestran
que el estradiol induce la produccion de IL-6 (citocina anti y proinflamatoria) en CDs de bazo de
raton y humanas inmaduras (Yang, et al., 2006; Bengtsson, et al., 2004). Entre otras citocinas que
se incrementan en presencia de E, estd IL-27, esta citocina tiene un papel regulador es anti-
inflamatoria y promueve la polarizacién de respuestas T2 asi como la generacion de células T
reguladoras (Kyurchev, et al., 2007), ademas del incremento de la quimiocina CCL1 en CD
derivadas de monocitos, importante en el reclutamiento de linfocitos Ty2 y Treg que expresan
CCR8 (Uemura, et al., 2008). La enzima IDO se incrementa en CD en presencia del E,, dicha enzima
contribuye a la atenuacién de la EM y EEA, ademas de inducir tolerancia inmunoldgica (Xiao, et al.,
2004; Petterson, et al., 2004 y Zhu, et al., 2007). La liberacion de citocinas inhibidoras y el
decremento de proinflamatorias (IL-12, TNFa. e IFNy) en CD por el E;, sugiere que puede atenuar la
EEA (caracterizada por una respuesta Ty1) polarizando una respuesta T,2 en vez de Tyl (Petterson,
et al. 2004; Liu, et al., 2002), pero también se explica el desarrollo de lupus eritematoso pues
favorece una Ty2. Con el incremento de IL-10, IL-27 e IDO se promueve la presencia de CD
tolerogénicas promoviendo la expansién de las Treg, anergia de linfocitos CD4" y CD8'
generdndose de esta manera tolerancia, lo cual sugiere que el E, induce inmunosupresion. A pesar
del efecto supresor del E, también se ha visto que el E; promueve el incremento de quimiocinas
(CXCL8, también llamada IL-8) y CCL2 (Bengtsson, et al., 2004; Kyurchev, et al., 2007).

El E; ha demostrado tener impacto en la maduracion de las CD y por tanto en la modificacion de su
fenotipo. Estudios previos documentan que el 17B-estradiol promueve la diferenciacion in vitro de
distintos tipos de células dendriticas: convencionales con fenotipo CD11c* CD11b™ y células
dendriticas parecidas a Langerhans con fenotipo CD11c* CD11b™ Ly6C", que ademas expresan
Langerina (CD207") y poseen granulos de Birbeck (Paharkova, et al., 2004; Douin-Echinard, et al.,
2008; Nalbandian, et al. 2005; Mao, et al., 2005). En estos estudios los tipos de CD derivadas de
médula dsea de ratdn que se diferencian in vitro en presencia de concentraciones fisiologicas de
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E,, observadas en el ciclo menstrual y estral, poseen un fenotipo maduro pues esta hormona
induce incremento en la expresion superficial de proteinas de maduracion (MHCII) y
coestimuladoras (CD80, CD86 y CD40) (Paharkova, et al., 2004; Douin-Echinard, et al., 2008;
Nalbandian, G. et. al. 2005). Este efecto es mediado por los RE, ya que la administracion del
antagonista de los receptores de estrégenos (ICI 182,780), moduladores selectivos de los
receptores de estrégenos (raloxifen o tamoxifen) o bien de ratones que carecen de los
REa provoca que disminuya la expresion de MHCIl y CD86 (Paharkova, et. al., 2004; Douin-
Echinard, et al., 2008; Nalbandian, et al., 2005; Jiang, et. al., 2008). Otros estudios también
demuestran que el E, puede tener distintos efectos en el fenotipo dependiendo del estado de
maduracion de las CD, de esta manera concentraciones fisioldgicas en el embarazo a
suprafisioldgicas (10 a 1000 nM, equivalente a 3-300 ng/ml) promueven el incremento de CD40 y
MHCIl en CD de ratones con lupus eritematoso (Jiang, et. al., 2008), de la misma manera se
incrementa CD40, CD83, HLA-DR (MHCII) y CD86 de humanos (Segerer, et al., 2009) dicho
incremento se observa en CD inmaduras, pero disminuye en CD maduras. También, se ha
documentado que diferentes concentraciones de E, causan distintos efectos, s6lo un estudio
muestra que una concentracion baja o fisiologica (10 nM) promueve la expresion de CD40 y CD54
(proteina de adhesion celular que contribuye a la sinapsis inmunolégica). Estos resultados sugieren
que una concentracion fisioldgica de E, contribuye a su maduracion fenotipica, lo cual podria
promover que las CD estimulen a los linfocitos T, y respondan frente a algin reto antigénico. En
este mismo estudio el E; también induce un incremento de MHCII de manera dosis dependiente,
mientras que la expresion de CD80 y CD86 no se ve afectada (Yang, et al. 2006), sin embargo
observando los efectos de las dosis en otro estudio el E, induce incremento de estas dos moléculas
a concentraciones fisiol6gicas (10 nM) (Xie, et al., 2011). Es de notar que no se ha documentado si
el E; modifica la expresion de CD274 y CD273, pertenecientes a la familia B7 de proteinas que
participan en la segunda sefial.

Estudios realizados con células de Langerhans y E, demuestran que las CL de epitelio vaginal y de
epidermis estan bajo control hormonal. En la etapa tardia de diestro, proestro y estro, cuando los
niveles de E, son altos el nimero de células de Langerhans del epitelio vaginal disminuye con la
administracion de una inyeccién de E, (5.8 nM) a animales ovariectomizados, manteniendo el
efecto hasta las 48 horas (citados por Herrera, et al., 2013). En concordancia con lo anterior,
nuestro grupo de trabajo observo que la aplicacion epicutédnea de E; en orejas de ratones machos
disminuye dréasticamente el nimero de CL epidérmicas. La disminucién de CL fue significativa a
una concentracion suprafisiologica de E, (200 ng/ml) a la primer y segunda hora de tratamiento; el
efecto visto es transitorio y local, porque primero se restablece el nimero de CL alas 24 y 48 horas
y segundo el efecto sélo se observa en el lugar de aplicacion del E; (Herrera, et. al., 2013).
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El E, es capaz de modular la respuesta immune afectando a las CD. En estudios realizados en
nuestro grupo con CL de piel de raton se encontré un efecto inmunosupresor, ya que la exposicion
a una concentracion suprafisiolégica de 200 ng/ml de E, durante una y dos horas provoca la
disminucion local de estas células, comprometiendo la inmunovigilancia local del tejido.
Adicionalmente a la pérdida de inmunovigilancia ocasionada por el E,, también podria estar
ocurriendo el cambio en el inmunofenotipo de las CD de una manera dosis y tiempo dependiente.
Por lo que, si el E; produce un cambio en el incremento de las moléculas coinhibidoras promoveria
la tolerancia inmunoldgica local. Por lo tanto, es importante evaluar el cambio en el
inmunofenotipo de las CD diferenciadas a partir de médula 6sea de raton, en particular de las
moléculas que inducen una respuesta inhibidora o tolerancia (CD273 y CD274), y de las cuales no
se ha documentado efectos en presencia de 173-estradiol.

IV. JUSTIFICACION

El estradiol ha demostrado tener efectos en el sistema inmune, en particular afecta el
funcionamiento de las CD. El presente estudio pretende documentar el efecto del E; en el cambio
del inmunofenotipo, para saber si las CD tratadas con dosis fisioldgica y suprafisioldgicas de 17p-
estradiol son potencialmente tolerogénicas. La tolerancia inmunoldgica puede repercutir en el
desarrollo adecuado de la respuesta inmune contra algin patogeno, célula cancerigena o al
ambiente, favoreciendo el desarrollo de infecciones, enfermedades o cancer. Por otro lado, las CD
al ser capaces de modular la actividad de células T, han sido manipuladas para favorecer ciertos
tipos de respuestas, por lo que si el E; promueve la generacion de un fenotipo que induzca la
tolerancia inmunolégica esta propiedad podria ser utilizada para el desarrollo de medicamentos
atiles para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, como esclerosis multiple, o bien que se
promueva la preservacion de injertos u 6rganos como higado, corazon, rifion.

V. HIPOTESIS

Si el E; tiene efectos inmunosupresores en las CD cuando se exponen a la presencia de E, posterior
a su diferenciacion con GM-CSF, las CD exhibirdn una modificaciébn en su inmunofenotipo
mostrando un incremento en la expresion de las moléculas coinhibidoras (CD273 y CD274) y de
migracién (CCR7) y una disminucion en las moléculas coestimuladoras (CD40, CD80 y CD86) y de
maduracion (MHCII).
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VI. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto in vitro de diferentes concentraciones de 173-estradiol en el inmunofenotipo de
células dendriticas derivadas de médula ésea de raton diferenciadas con GM-CSF.

6.1. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la expresion de las moléculas coinhibidoras (CD273 y CD274), asi como las
moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, CD86), de maduracién (MHCII) y de migracion
(CCR7) en ceélulas dendriticas derivadas de médula ésea cuando son expuestas a E, con
citometria de flujo.

2. Determinar el efecto dosis y tiempo de respuesta del E, en el inmunofenotipo de las
células dendriticas.
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VII. MATERIALES Y METODO

7.1 Diferenciacion de células dendriticas a partir de médula 6sea de raton

En cada ensayo se utilizaron 4 ratones machos de 6 a 8 semanas de edad de la cepa Balb/c, los
cuales fueron mantenidos en las instalaciones del bioterio del Departamento de Biologia Celular y
Tisular de la Facultad de Medicina, UNAM, controlando periodos de luz oscuridad, y con
disponibilidad de agua y alimento ad libitum. Los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical e inmediatamente se colectaron los huesos de las extremidades posteriores y anteriores
(fémur, tibia, radio), procurando remover todo el tejido muscular y evitar fracturas en los huesos.
Bajo condiciones asépticas (en una campana de flujo laminar) los huesos se sometieron a dos
lavados asépticos con alcohol al 70% a 4 °C, el cual fue removido mediante tres lavados con
solucion salina balanceada de Hanks (SSBH) estéril a 4 °C. Sobre una caja de petri estéril de
plastico se obtuvo la médula 6sea por perfusion usando una jeringa de insulina (este
procedimiento debe ser rapido para evitar la formacion de codgulos en la médula 6sea). Mediante
pipeteo continuo se rompieron los agregados celulares hasta que se obtuvo una suspension
homogénea, que se centrifugd para obtener un bot6n celular. Debido a que la suspensién celular
tiene eritrocitos, éstos se eliminaron con buffer de lisis (NH4CI 0.15 M, KHCO; y EDTA), dejando
dicho buffer por 2 minutos. Después de lisar los eritrocitos se obtuvo una suspension celular, a
partir de la cual se determind el nimero de células totales de médula 6sea por mililitro y su
sobrevida mediante tincion con azul tripano. En una placa de cultivo de 75 cm? se sembro la
suspension celular obtenida previamente a una densidad de 1X10° células/ml en medio de cultivo
DMEM (marca GIBCO) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% (marca PAA), antibiotico
al 1% (marca GIBCO) y con GM-CSF al 20%, ésta citocina indujo la diferenciacion de células
dendriticas, y se mantuvo hasta 10 dias en cultivo con cambios de medio cada 48 horas, a una
temperatura de 37°C, 5% de CO,. El GM-CSF fue obtenido del sobrenadante de la linea celular
CHO, obtenida de cancer de ovario de hdmster chino (Cricetulus griseus) que fueron transfectadas
con el gen de GM-CSF. En cada cambio de medio, los cultivos fueron observados bajo el
microscopio fotdnico invertido de contraste interferencial diferencial OLYMPUS 1X71, con el
proposito de registrar los cambios morfoldgicos durante el proceso de diferenciacion.

7.2 Obtencién de sobrenadante rico en GM-CSF

Para la obtencion del sobrenadante de células CHO que contiene GM-CSF, la linea celular CHO
primero paso por un proceso de seleccion usando medio F12 (marca GIBCO) suplementado con
SFB al 10%, con antibi6ticos y antimicoticos al 1% (penicilina, estreptomicina y anfotericina) y el
antibiotico de seleccion fue geneticina que se afiadid a una concentracion de 1 mg/ml. Se
realizaron tres pases de seleccion. La seleccion consistio en obtener una poblacion homogénea de
células que en este caso crezcan en presencia de geneticina y que produzcan GM-CSF, para lo cual
se dejaron crecer con el medio F12 suplementado con antibidticos y antimicéticos al 1% vy
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geneticina, cuando llegaron al 80-90% de confluencia, las células CHO se despegaron y las que
permanecieron en la caja se dejo que crecieran de nuevo agregandoles de 7-5 ml de medio F12
suplementado de la manera antes mencionada. Las células CHO que se despegaron se
desecharon. Se realiz6 este mismo proceso dos veces sucesivas. Las células que se obtuvieron en
el Ultimo pase de seleccion se despegan y se dejan crecer en una nueva placa de cultivo en medio
F12 con SFB al 10%, solucion de antibidticos y antimicéticos al 1% (penicilina, estreptomicina y
anfotericina). Se dejaron crecer hasta que Illegaron a una confluencia del 80-90%, las células se
volvieron despegar para expandirlas en mas placas de cultivo y de igual manera se dejaron crecer
hasta una confluencia del 80-90%. Finalmente, para la produccién de GM-CSF, las células que
fueron expandidas en mas placas de cultivo se les retir6 el F12 suplementado con SFB al 10% y
agreg6 medio F12 sin SFB por un minimo de 48 horas y un maximo de 96 horas, tras lo cual se
obtuvo el sobrenadante, que fue filtrado (usando filtros de 0.2 um) y alicuot6 en tubos Falcon de
10 ml. Para retirar las células adheridas a la caja de cultivo se uso tripsina al 0.05% mas EDTA al
0.02% disuelto en SSBH.

7.3 Curva dosis y tiempo de respuesta del fenotipo de CD tratadas con E>

Con el objetivo de determinar el efecto dosis y tiempo de respuesta del 17p-estradiol en el
inmunofenotipo de las células dendriticas se realizd una curva para determinar la dosis en la cual
se observa algun efecto, con dicha concentracion se realizd otra curva para determinar como se
comporta el inmunofenotipo de las CD en el tiempo (primera, segunda, 12, 24 y 48 horas) de
haber sido expuestas a E,. El 17B-estradiol fue proporcionado gentilmente por el Laboratorio de
Farmacologia Endocrina de la Facultad de Medicina, UNAM.

Transcurridos los diez dias de diferenciacion, se obtuvieron por pipeteo las CD de las cajas de
cultivo, mediante centrifugacién se retird el medio de cultivo suplementado con el factor de
crecimiento y se sembraron en placas de cultivo a una proporcion de 2 X10° células/ml en medio
DMEM+SFB al 10 % para que recibieran el tratamiento con E, a distintas concentraciones: 10, 100
y 1000 ng/ml y sin E, que fue el control (Herrera, et al., 2013), durante 24 horas. Se volvieron a
obtener CD y se cultivaron en presencia de una sola dosis de E, durante 1, 2, 12, 24 y 48 horas
(Herrera, et al., 2013). Cada experimento se realiz6 por triplicado. Las diluciones del 173-estradiol
se realizaron a partir de una solucion madre cuya concentracion era de 1 mg/ml de 17B-estradiol
disuelto en etanol.

7.4 Evaluacion del inmunofenotipo

Después del tratamiento con E; se realizé el inmunomarcaje para evaluar la expresion de MHCII,
CD40, CD80, CD86, CD273, CD274 y CCR7, asi como la proteina para identificar las CD (CD11c), el
cual fue analizado posteriormente en un citdbmetro de flujo (FACSCalibur BDBiosciences). Los
anticuerpos fluorocromados utilizados fueron: FITC anti-I-A/I-E (reconoce MHCII de raton), PE anti-
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CD273, PE anti-CD274 y APC anti-CD11c (BIOLEGEND), dichos anticuerpos se usaron con una
dilucion 1:200. Los anticuerpos biotinilados utilizados fueron: conjugado con Biotina anti-CCR7,
conjugado con Biotina anti-CD80, conjugado con Biotina anti-CD86, conjugado con Biotina anti-
CD40 (BD Biosciences), se usaron con una dilucién 1:200. Los anticuerpos que tienen Biotina
posteriormente fueron incubados con Estreptavidina Cy5 y PE (BD Biosciences) durante 15
minutos a temperatura ambiente en un lugar oscuro. La estreptavidina Cy5 y PE se usaron con una
dilucion 1:400. Las CD que recibieron o no tratamientos con distintas dosis de E,, asi como a
diferentes tiempos con una sola dosis de E,, se dejaron incubar con los anticuerpos mencionados
anteriormente durante 15 minutos a temperatura ambiente en un lugar oscuro, las CD se dejaron
incubando en una solucién buffer de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés), el cual fue
suplementado con albumina al 0.1% y azida de sodio al 0.02%; transcurrido dicho tiempo se
realizaron dos lavados con el mismo PBS sumplementado. Una vez concluido el inmunomarcaje,
para evitar que cambie el fenotipo de las células, éstas se fijaron con PBS/paraformaldehido al
0.5% y posteriormente fueron leidas en el citbmetro de flujo. Los datos obtenidos en el citbmetro
de flujo fueron analizados en el programa FlowlJo version 8.7.

7.5 Andlisis estadistico

Para determinar la existencia de cambios significativos en la expresion de cada molécula (CD273,
CD274, CD40, CD80, C86, MHCII y CCR7) con respecto a la curva dosis-respuesta y la curva tiempo
de respuesta, se solicitaron los valores de la media de intensidad de fluorescencia (MIF)
(expresion) y el porcentaje de CD positivas para cada molécula (cuantas células lo expresan) en el
programa FlowJo versién 8.7. Posteriormente los valores solicitados se analizaron en el programa
de estadistica JMP version 9 con el objetivo de identificar los valores que fueron estadisticamente
significativos. Se evalud la igualdad de varianzas de los datos mediante la prueba de Levene, el
grupo de datos que tuvo igualdad de varianzas fueron analizados primero con la prueba andlisis de
varianza (ANOVA) y posteriormente con la de prueba de Tukey, ésta Ultima se realiz6 para
distinguir que tratamientos fueron estadisticamente significativos con respecto al control. Para el
grupo de datos que no tuvo igualdad de varianzas, se analizaron mediante la prueba Kruskal
Wallis/Wilcoxon (Suma de Rangos). Los valores p<0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Diferenciacion de CD a partir de médula 6sea de ratén

Se registraron los cambios morfolGgicos caracteristicos de las células de médula 6sea que fueron
obtenidas y estimuladas con GM-CSF (obtenido previamente del sobrenadante de células de
cancer de ovario de raton chino (CHO) durante 10 dias. Los cultivos de médula 6sea presentaron
dos tipos de poblaciones que se caracterizan por su adherencia o no a la caja de cultivo; asi, las
que se adhieren fuertemente a la caja son células estromales y macréfagos, las cuales forman el
estroma, mientras que las células presentes en el sobrenadante son células hematopoyéticas, en
particular un estudio previo reporté que son precursores de granulocitos y es aqui donde se
encuentran los precursores de las CD (Inaba, et al., 1992). En la figura 7 se muestran los cambios
morfoldgicos registrados durante la diferenciacion de las CD, los cuales se describen a
continuacion.

En el tiempo cero de cultivo, las células de médula Gsea recién sembradas tienden a formar
agregados celulares. En las primeras 2 y 12 horas de cultivo comenzaron a adherirse a la caja
macrofagos y células estromales, respectivamente. Las células estromales tomaron una morfologia
alargada cuando se adhirieron a la caja. Entre el tercer y cuarto dia se comenzaron a formar
colonias de células que en primera instancia se adhirieron débilmente a la capa de células
estromales y macrdfagos, después se adhirieron fuertemente a la caja, permitiendo el contacto
con estas células lo cual promovié la diferenciacion de las CD. Algunos de los agregados celulares
tuvieron proyecciones citoplasmaéticas que se conservaron durante el tiempo de diferenciacion.
Conforme avanzaron los dias del cultivo se formaron més agregados celulares unidos fuertemente
a la capa de células que se adhirieron en las primeras horas a la caja de cultivo. Entre el dia 6 a 9
de cultivo muchas de las colonias celulares comenzaron a desprenderse y quedaron en el
sobrenadante, algunas células permanecieron de manera individual y otras en colonias que
todavia estaban adheridas, la mayoria conservo las proyecciones citoplasmaticas.

El porcentaje de viabilidad promedio de las células dendriticas transcurridos los diez dias de
diferenciacion y previo al tratamiento con E; fue de 85.35 %.
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Figura 7. Fotomicrografias a diferentes aumentos tomadas de un microscopio foténico de contraste
interferencial diferencial obtenidas a distintos tiempos de un cultivo de médula dsea suplementado con
GM-CSF. (A) Cultivo en el tiempo cero que muestra un agregado celular. Se distingue la presencia de otras
células en el piso de la caja que comienzan a cambiar su morfologia para adherirse a la caja de cultivo. 200x.
(B) Cultivo de 2 dias, se muestran dos poblaciones celulares. La punta de flecha corresponde a una célula
estromal que mantiene una forma alargada al adherirse a la caja. La flecha sefiala un agregado celular que
correponden a precursores de las CD. 200x. (C) Cultivo de 4 dias. En esta fotomicrografia se observa un
agregado celular adherido fuertemente a la capa de células estromales. 200x. (D) Cultivo de 6 dias que
muestra células dendriticas desprendidas de la caja de cultivo y que poseen proyecciones citoplasmaticas
(flecha). 400x. (E) Cultivo de 8 dias, algunas de células que estaban en grupos ahora permanecen aisladas,
pero también sigue habiendo agregados celulares. 200x. (F) En esta fotomicrografia se aprecia claramente
una célula dendritica de 9 a 10 dias de cultivo con proyecciones citoplasmaticas. 400x.
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8.2 Analisis del fenotipo de las CD mediante citometria de flujo

La expresion de las proteinas de membrana o inmunofenotipo de las células dendriticas se
determind mediante la técnica de citometria de flujo (CMF), la cual permite el andlisis de diversas
caracteristicas tanto fisicoquimicas, inmunolégicas o fenotipicas de las células.

En un dotplot de granularidad contra tamafio (obtenido a través del analisis celular realizado en el
programa de citometria de flujo FlowJo version 8.7) se seleccionaron las células dendriticas que
fueron o no tratadas con E,, éstas se ubicaron identificando aquella poblacién con mayor
granularidad y tamafo, y excluyendo los detritos celulares (Fig 8, A). Ademas de la evaluacion
morfoldgica de las CD, mencionado en el apartado anterior, se corrobor6é su fenotipo con el
anticuerpo anti-CD11c, y con el control de isotipo se pudo ubicar la zona que corresponde a las
células que expresan CD11c y por tanto son positivas para esta molécula (Fig 8; B, C). De todos los
cultivos realizados se obtuvo en promedio un 59.17 % + 18.56 de diferenciacion, es decir que en
cada ensayo se obtuvo aproximadamente un 60% de células CD11c positivas y por tanto CD.

A partir de la poblacién CD11c positiva seleccionada se realizaron histogramas de expresion para
cada proteina (Fig 8, D): de maduracién y migracion (MHCIl y CCR7 respectivamente), de
coestimulacion (CD80, CD86 y CD40) y de coinhibicion (CD273 y CD274); y mediante los valores
estadisticos, solicitados en el programa de andlisis de datos de citometria realizada, como la media
de intensidad de fluorescencia (MIF) y el porcentaje de células positivas para cada molécula, se
determinaron cambios cuantitativos en la expresion superficial de cada molécula en presencia de
Es.
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Figura 8. Andlisis de las CD adquiridas mediante citometria de flujo. Se representan gréficos de células,
obtenidos del programa de analisis de datos para citometria de flujo (FlowJo versién 8.7). (A) Dot plot en el
que se gréfica tamafio (FSC-H) contra granularidad (SSC-H) de todas las células adquiridas en el citdbmetro de
flujo. La regidn seleccionada en color rosa representa a la poblacion celular de mayor tamafio y con mas
granulos, estas caracteristicas corresponden a células dendriticas. (B) Dot plot del control de isotipo en el
que se representa granularidad contra intensidad de fluorescencia del anticuerpo anti-CD11c. Se muestra la
poblacién negativa para el anticuerpo anti-CD11c, esta poblacién se ubica al lado izquierdo de la region
seleccionada en color rosa. Las células que expresan CD11c se ubica en la region rosa. (C) Dot plot de
granularidad contra intensidad de fluorescencia del anticuerpo anti-CD11c, en donde se representa la
poblacién de células que posee muchos granulos y que es positiva para CD11c. (D) Ejemplos de histogramas
realizados a partir de la poblacion CD11c positiva. Los histogramas muestran el porcentaje de células
dendriticas que expresan con distinta intensidad las proteinas de membrana CD273 y CD274 (en color rojo),
en color negro se representa el control de isotipo. El eje x representa la intensidad de fluorescencia en

escala logaritmica, el eje y el nimero de CD que expresan dichas moléculas. Las barras horizontales
representan el porcentaje de células CD11c positivas para CD273 y CD274.
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8.3 Determinacion del fenotipo de CD sin ser estimuladas con E>

Las células dendriticas que fueron obtenidas a partir de cultivos de médula 6sea de ratdn,
mantenidos durante diez dias con medio de cultivo regular (DMEM suplementado con 10% SFB y
1% de antibiotico) y GM-CSF al 20% para su diferenciacion, mostraron diferentes patrones de
expresion para las moléculas de maduracion, coestimulacion e inhibicion. Para facilitar la lectura
de los histogramas se tomaréan las siguientes consideraciones, una intensidad media de expresion
se ubicara en la region que representa, en escala logaritmica, una intensidad de fluorescencia de
10'a 10%y laintensidad alta se ubicaré en la region de 10%a 10*. De acuerdo a lo anterior, segun la
Figura 9, en promedio un poco mas del 80% de las CD expresa con una intensidad media a alta de
MHCII (Fig 9, A), respecto a CCR7 la mayoria de las CD se ubican entre 10y 10% por lo tanto la
expresan medianamente y una minoria con intensidad alta (Fig 9, B). En cuanto a las moléculas
coestimuladoras, CD40 se expresa en la mayoria de la poblacion en cantidad media (Fig 9, C). CD80
se expresa aproximadamente en la mitad de las CD con una intensidad o cantidad media y la otra
la expresa con una intensidad alta (Fig 9, D). En comparacion con CD80, CD86 se expresa con una
intensidad alta en un mayor porcentaje de CD (Fig 9, E). Respecto a las moléculas coinhibidoras se
observa evidentemente que existen diferencias en cuanto a la intensidad con la que se expresay
al porcentaje de células que las estan expresando. CD274 se expresa en un mayor porcentaje de
CD con una intensidad media y en una minoria con una intensidad alta (Fig 9, G). Respecto a
CD273 se expresa en un pequefio porcentaje de CD con una intensidad media lo cual sugiere una
expresion mas restringida en el caso de esta molécula (Fig 9, F).
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Figura 9. Fenotipo de las células dendriticas obtenidas de cultivos de médula 6sea después de diez dias de
haber sido estimuladas con GM-CSF. Se muestran los histogramas de expresién para cada proteina
evaluada. De manera general los histogramas muestran la cantidad de células dendriticas CD11c positivas
(representado en porcentaje por el eje y) que expresan con distinta intensidad las proteinas que se
evaluaron (cuanto mas la poblacion se desplace a la derecha cuanto mas aumenta la expresion de la
proteina). En color negro se representa el control de isotipo de expresion de la molécula correspondiente,
mientras que en color rojo representa las células que estan expresando las moléculas: (A) MHCII, (B) CCR7,
(C) CD40, (D) CD8O, (E) CD86, (F) CD273y (G) CD274.
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8.4 Efecto de la dosis y el tiempo de respuesta del Ez en el fenotipo de las CD

8.4.1 Efecto de distintas dosis del 17p-estradiol

Para determinar el efecto de la concentracion del E; en el inmunofenotipo de las CD y en particular
de las moléculas o proteinas CD273 y CD274, se realiz6 una curva a diferentes dosis de E,:
fisiologicas observadas en el embarazo (10 ng/ml) y suprafisioldgicas o farmacolégicas (100 y 1000
ng/ml). La concentracion de E, afectd la expresion estadisticamente significativa de ciertas
proteinas (CD273, CD274, MHCIl y CD86). El E, indujo cambios distintos en las moléculas cuyas
diferencias fueron estadisticamente significativas y también en las que no fueron significativas (Fig
10). En el caso de CD273, CD86 y MHCII indujo el incremento de la MIF y por tanto de su
expresion. Fue de manera dosis dependiente para CD86 (Fig 10, E), para MHCII existi6 un
incremento a los 100 ng/ml y se mantiene a los 1000 ng/ml (Fig 10, F), y en el caso de CD273
aumenta a los 10 y 1000 ng/ml (Fig 10, A). A una dosis de 100 ng/ml el E; disminuy0 la expresion
significativa de CD274 aunque no de manera dosis dependiente (Fig 10, B). Respecto a las
moléculas que no tuvieron diferencias significativas con respecto al control solo se puede hablar
de tendencias, con respecto a la expresion de CD40 y CCR7 tiende a disminuir. En el caso de
particular CD40 disminuye en todas las concentraciones de E, que se utilizaron (Fig 10, C) y s6lo en
100 y 1000 ng/ml para CCR7 (Fig 10, G); en tanto que tiende a aumentar la expresion de CD80 s6lo
en presencia de 100 ng/ml (Fig 10, D).

Si se compara el porcentaje de células positivas para cada proteina con la MIF (gréficas de la
columna derecha, Fig 10), se observa que el E, también indujo cambios distintos en la MIF y en el
porcentaje de cada molécula. De las moléculas cuyas diferencias en el porcentaje fueron
estadisticamente significativas (CD86) y también en las que no (CD273, CD40, CD80) muestran
cambios que son contrarios a los observados en la MIF en todas las dosis que se usaron, pero en
particular 100 y 1000 ng/ml fueron significativos para CD86, asi, el E; promovio la existencia de un
menor porcentaje de células positivas para CD86, a una concentracion de 100 y 1000 ng/ml, pero
indujo un aumento en la expresion de cada célula que es positiva para la molécula o proteina (Fig
10, E). En el caso particular de CD274 coincide la disminucién en su expresion con la disminucién
en el porcentaje de células CD274 positivas en todas las dosis de E, (Fig 10, B). Con respecto a
CCR7, aunque el E; no indujo cambios significativos, los cambios observados en la expresion son
los mismos en el porcentaje, excepto en 1000 ng/ml de E; (Fig 10, G).

Las concentraciones de E, que indujeron cambios estadisticamente significativos en mayor
proporcion, tanto en la expresion como en el porcentaje de células para cada proteina (no se tomé
en cuenta si indujo disminucion o aumento), fueron 100 y 1000 ng/ml. Debido a que
estadisticamente no fueron significativos entre si, para los experimentos restantes se pudo tomar
en cuenta cualquiera de las dos concentraciones, sin embargo debido a que nuestro grupo de
trabajo document6 que, en una curva de tiempo, una dosis de 200 ng/ml de E, favorece la
disminucion significativa del namero de CL en epidermis de raton, se utilizé 100 ng/ml de E,.
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Figura 10. Efecto de la concentracién de E, en la expresion de las moléculas de coinhibicién,
coestimulacién y maduracion en CD derivadas de médula dsea diferenciadas con GM-CSF. Las células
dendriticas, cumplido el periodo de diez dias de diferenciacién, fueron tratadas con distintas dosis de E;: 10,
100 y 1000 ng/ml durante 24 horas al cabo del tratamiento, se midié mediante citomeria de flujo la
expresion de cada proteina o molécula. En este grupo de graficas de barras se representan los datos
correspondientes a la media de intensidad de fluorescencia (MIF), columna izquierda, asi como el porcentaje
de células CD11c positivas que expresan las proteinas evaluadas, columna derecha. (A) CD273, (B) CD274,
(C) CD40, (D) CD80, (E) CD86, (F) MHCII y (G) CCR7. Las barras representan el promedio + el error estandar
de tres repeticiones. *p<0.05.
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8.4.2 Efecto del tiempo en el fenotipo de las CD

Las CD en cultivo se trataron con una dosis de 100 ng/ml de E, durante 1, 2, 12, 24 y 48 horas con
el objetivo de determinar si el E; modifica la expresién de moléculas de inhibicion, coestimulacion,
maduracion y migracion de una manera tiempo dependiente.

Moléculas coinhibidoras

El efecto del E, en el fenotipo de las CD es dependiente del tiempo. En condiciones basales
(previamente estimuladas con GM-CSF, sin E, y a las cero horas) las CD expresaron niveles bajos de
CD273 y el numero de células que lo expresaron es poco (Fig 9, F). Cuando son expuestas a 100
ng/ml de E, durante 1, 12, 24 y 48 horas (excepto 2 horas), existié un incremento notable de la
MIF de esta molécula, lo cual se traduce en aumento en la expresion de CD273 a las 12 horas, y
siguié incrementandose a las 24, hasta llegar a un maximo de expresion a las 48 horas, siendo
estos Ultimos grupos estadisticamente significativos con respecto al control (Fig 11, A). No se
observo un cambio significativo en el porcentaje de células CD273 positivas con respecto al
tiempo. CD274 se expresd, en condiciones basales, en un porcentaje mayor de CD y en mayor
cantidad, en comparaciéon con CD273 (Fig 9, G). En el caso de CD274 se observo un
comportamiento similar a lo que ocurre con CD273, puesto que presentd un mayor incremento en
la MIF a las 12 horas y este aumento fue proporcional al tiempo de exposicion, pues a las 24 y 48
horas siguié aumentando de manera significativa, y se pudo notar que a las 48 horas de expresion
aumentd mas del doble que el control (Fig 11, B). A diferencia de CD273, el porcentaje de CD274
incremento significativamente de una manera tiempo dependiente.
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Figura 11. Efecto del tiempo en la expresion de las moléculas coinhibidoras en CD CD11c¢ positivas cuando
son tratadas con 100 ng/ml de E,. En la columna izquierda se muestran gréficas de barras correspondientes
al cambio en la media de intensidad de fluorescencia (MIF) con respecto al tiempo, en tanto que la columna
derecha representa el porcentaje de CD que expresan las moléculas coinhibidoras: (A) CD273 y (B) CD274.
Las barras representan el promedio + el error estandar de tres repeticiones.*p<0.05, **p<0.0001.
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Moléculas coestimuladoras

Las gréficas de barras de la MIF para estas moléculas muestran que el E; a una concentracion de
100 ng/ml promovié igualmente un incremento estadisticamente significativo en la expresion de
CD40 y CD80, y dicho efecto es dependiente del tiempo. Analizando los resultados para cada
molécula, se observd en las graficas que la media de intensidad de fluorescencia para CD40
comenzé a incrementarse a las 12 horas, y siguié aumentando a las 24 y 48 horas, en esta Ultima
aumento el triple comparado con el control. El porcentaje de células CD40 positivas aumento de
manera tiempo dependiente, aunque no es estadisticamente significativo (Fig 12, A). El E,, de la
misma manera que CD40, excepto porque el incremento de esta molécula comienza a las 2 horas,
indujo un aumento en la expresion y porcentaje de CD80, llegando a un méximo a las 48 horas (Fig
12, B). En cuanto a CD86, el incremento observado a las 48 horas no difiere estadisticamente con
respecto al control. En la gréfica de la MIF se observa algo peculiar, a las 12 horas permanecio la
expresion comparado con el control, sin embargo a las 24 horas su expresion disminuyd
repentinamente y volvio a incrementarse a las 48 horas. Con respecto al porcentaje de células
aumenta a las 12 horas y disminuye a las 48 siendo estadisticamente significativo (Fig 12, C).
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Figura 12. Efecto del tiempo en la expresion de las moléculas coestimuladoras en CD CD11c positivas
cuando son tratadas con 100 ng/ml de E,. En la columna izquierda se muestran gréficas de barras que
representan el cambio en la media de intensidad de fluorescencia (MIF) con respecto al tiempo, en tanto
que la columna derecha representa el porcentaje de CD que expresan las moléculas coestimuladoras: (A)
CD40, (B) CD80, (C) CD86. Las barras representan el promedio + el error estandar de tres

repeticiones.*p<0.05.
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Moléculas de maduracion y migracion

Al analizar las graficas correspondientes a las moléculas clase Il del MHC se observo que el E;
también indujo el incremento significativo en la expresion de esta proteina, sin embargo indujo un
menor porcentaje de células MHCII positivas a las 48 horas. En condiciones basales las CD
presentan niveles medios de las moléculas MHCII, su expresion aumento en las primeras 2 a 12
horas de haber sido expuestas a E,, a las 24 horas disminuyo6 ligeramente el promedio de la
intensidad de fluorescencia, sin embargo a las 48 horas su expresion volvio a incrementar casi el
doble comparado con el control (Fig 13, A). Aunque los cambios observados en la proteina CCR7
no son estadisticamente significativos, se observo que el E; a 100 ng/ml promovié el incremento
en su expresion de manera tiempo dependiente (excepto a la primer hora, pues el error estandar
es muy grande), sin embargo indujo que disminuyera repentinamente a las 48 horas. Esto mismo
se observa en el porcentaje (Fig 13, B).
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Figura 13. Efecto del tiempo en la expresiéon de las moléculas de maduracion y migracion en CD CD11c
positivas cuando son tratadas con 100 ng/ml de E,. En la columna izquierda se muestran graficas de barras
correspondientes al cambio en la media de intensidad de fluorescencia (MIF) con respecto al tiempo de
MHCII (A) y CCR7 (B), en tanto que la columna derecha representa el porcentaje de CD que expresan las
moléculas correspondientes. Las barras representan el promedio + el error estdndar de tres
repeticiones.*p<0.05.
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IX. DISCUSION

En el presente trabajo los resultados muestran que el E; es capaz de modificar la expresion de las
moléculas coinhibidoras, coestimuladoras y de maduracion de las CD derivadas de médula 6sea de
raton en una manera dosis y tiempo dependiente.

Existen distintos protocolos que se han desarrollado para la generacion de células dendriticas de
manera in vitro. Los protocolos mas usados obtienen precursores de CD a partir de la médula ésea
generalmente de animales o bien de monocitos CD14" de sangre periférica de humano, dichos
precursores son cultivados con dos citocinas que permiten su diferenciacion, GM-CSF o bien con el
ligando de la tirosina cinasa FIt3 (FIt3-L) (Belz y Nutt, 2012). Asi, en este estudio se lograron
generar células dendriticas que se diferenciaron a partir de precursores de médula ésea de ratdn
usando el factor estimulante de colonia de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), cuya morfologia,
evaluada al microscopio Optico invertido, corresponde a CD: células grandes, granulosas y con
abundantes proyecciones citoplasmaticas (Steinman y Cohn, 1973). Esta morfologia ha sido
corroborada en trabajos previos en los que se generaron CD empleando esta misma citocina y bajo
condiciones similares de cultivo. Por otro lado, en los cultivos de diferenciaciéon hacia CD también
existieron otras similitudes con trabajos previos como la presencia de dos poblaciones: adherente
o no adherente a la caja de cultivo, la formacion de agregados celulares proliferantes que se
adhieren laxamente a la caja de cultivo y que se diferencian a CD (Inaba, et al., 1992 y Lutz, et al.,
1999).

En el presente trabajo se corroboré que las células obtenidas fueran CD mediante la expresion de
CD11c, especifico para este tipo celular. El porcentaje de CD CD11c+ obtenidas fue del 60%. De
acuerdo con los ensayos de nuestro grupo de trabajo y con el trabajo de Lutz, et al., 1999, se
obtuvo un porcentaje intermedio de diferenciacion. En el estudio de Lutz emplearon algunas
condiciones de cultivo que coinciden con las seguidas en este protocolo, como el tiempo de
diferenciacion, la no seleccién del cultivo y no eliminar linfocitos B, T y granulocitos, condiciones
que favorecen una produccion de CD de entre el 80 a 90%. Es posible que en este trabajo no se
haya obtenido tal porcentaje debido a que fue distinto la manera en que las células fueron
alimentadas ya que en comparacion con el trabajo de Lutz, cada 3* dia durante 10 dias se
reemplazé todo el medio, aspirando las CD o sus precursores y volviéndolas a sembrar, pudiendo
ocurrir la perdida de una parte de las células en la centrifugacién. Por otro lado, el 60% de CD
obtenidas es similar al del trabajo de Inaba, et al., 1992, sin embargo las condiciones de cultivo
difieren a las que se siguieron en el presente estudio, como tiempo de diferenciacion y la
eliminacién de las células no adherentes en cada cambio de medio. Por otra parte, la cantidad de
GM-CSF (20% v/v) con la que se suplementaron los cultivos fue estandarizada como 6ptima para la
diferenciacion de CD, por lo que se descarta que lo anterior haya influido en la obtencién de un
porcentaje bajo de CD. A pesar de que no se logré obtener una produccién alta de CD, el método
es consistente y eficiente para la generacion masiva de estas células y evita el problema del
aislamiento laborioso en cuanto al nimero de CD obtenidas, ademés permite la obtencion de CD
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fenotipicamente homogéneas y con capacidad presentadora de antigenos lo cual permite su
estudio y aplicacién clinica.

Las CD que fueron generadas con GM-CSF poseen un inmunofenotipo con una cantidad media a
alta de moléculas de coinhibidoras, coestimuladoras, maduracion y migracion. Se ha documentado
que el empleo de GM-CSF para diferenciar CD a partir de precursores de médula 6sea puede
afectar el fenotipo de estas células incrementando la expresién de moléculas coestimuladoras
como CD86 (Xu, et al., 2007), CD80 'y CD40, ademés de moléculas clase MHCII. Se ha demostrado
que este incremento en la expresion de moléculas coestimuladoras es dependiente del tiempo de
exposicion al GM-CSF (Lutz, et al., 1999). Las caracteristicas del inmunofenotipo de las CD en el
presente trabajo, en particular el alto porcentaje de CD que expresaron con intensidad media las
moléculas clase MHCII, CD80 y CD86, son consistentes con lo observado por Lutz, et al. (1999) y
Xu, et al. (2007), ya que los 10 dias de exposicion a esta citocina, contribuyeron a generar un
fenotipo inmaduro. Otros estudios coinciden en que las CD generadas con GM-CSF presentan
caracteristicas funcionales parecidas a las presentadas en condiciones inflamatorias, como la
capacidad de producir citocinas proinflamatorias (observado de manera in vitro) y que presenten
un fenotipo maduro, lo cual las hace inmunogénicas (Belz y Nutt, 2012; Naik, 2008). Por otro lado,
es notable la diferencia del patron de expresion de CD273 y CD274 que se observo en este trabajo
(Fig 9 (Fy G), lo que esta de acuerdo con lo documentado respecto a la expresion de cada proteina
pues CD274 se expresa constitutivamente, mientras que CD273 es inducible in vitro por citocinas
como IFNy, IL-4 e IL-13 (Chen, 2004 y Sharpe, et al., 2007).

El E, tiene efectos pleiotropicos sobre las células del sistema inmune, los cuales se manifiestan
durante las condiciones fisiologicas y en el desarrollo de respuestas inmunes, esta serie de efectos
también incluyen a las CD. En particular se han documentado efectos en CD de humanos y
roedores a distintos niveles: produccion de citocinas, cambio de fenotipo y funciones efectoras.
Muchos de los trabajos coinciden en que el E, disminuye la habilidad de hacer proliferar a
linfocitos T, ademés de incrementar citocinas inhibidoras y disminuir proinflamatorias. En un
trabajo previo nuestro grupo de trabajo sugirié un efecto inmunosupresor en las CL de piel de
raton, pues el namero de ellas disminuy6 cuando fueron expuestas a una sola aplicacion tépica de
E,, sugiriendo una disminucién en la inmunovigilancia cutanea.

En el presente trabajo se evalud si el E, es capaz de modificar el fenotipo de las CD derivadas de
medula 6sea de ratones; los resultados muestran que el E,, a diferentes dosis y tiempos, es capaz
de modificar la expresion de las moléculas, que en ausencia de la hormona mostraron un nivel de
expresion medio. De acuerdo a la curva dosis, cuando las CD fueron tratadas con distintas dosis de
E, existi6 una proporcion mayor de cambios estadisticamente significativos, en las
concentraciones suprafisiolégicas de 100 y 1000 ng/ml para CD273 y CD274, CD86, y clase MHCII;
solo en el caso de CD86 se observé aumento en su expresion de una manera dosis dependiente. Se
ha reportado que el E, tiene efectos en estas concentraciones en CD; trabajos previos han
observado efectos en la concentracion de E, utilizada para la curva de tiempo, 100 ng/ml,
(Herrera, et al., 2013). Otros han observado que induce cambios en el fenotipo de CD en una dosis
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parecida a la utilizada en el presente trabajo (Yang, et al., 2006; Jiang, et al., 2008). Por otro lado,
no se observé un cambio en la expresion de las moléculas de la manera en como fue propuesto en
la hipotesis, pues indujo solo el incremento en la expresion de CD273, en 10 y 1000 ng/ml, pero no
de CD274, la cual mostr6 una disminucion significativa en 100 ng/ml. Respecto a lo que se
esperaba de las demés moléculas, se observé lo contrario, pues el E; indujo el incremento de CD86
y moléculas clase MHCII.

Estudios en farmacodinamia reportan que la interaccion de receptores de membrana con su
ligando de manera frecuente y continua puede producir cambios en el tipo de uniéon quimica
ligando-receptor, en el nimero de receptores disponibles y en la afinidad del agonista con el
receptor (Malgor-Valsecia, 2000b); lo anterior explica porque ocurrieron cambios en las
concentraciones de 100 y 1000 ng/ml, ademas del aumento significativo en la expresion de las
moléculas, MHCII, CD86 y CD273, se debe a que altas concentraciones de E, promueven que los
receptores de E, (RE) estén ocupados frecuentemente y de manera continua, pues las CD se
mantuvieron 24 horas en dichas concentraciones, lo cual podria favorecer la sensibilizacion de los
RE y la sintesis de los mismos generando un proceso de retroalimentacién positiva. Por otro lado
la disminucion en la expresion de CD274 podria deberse a la desensibilizacion de los RE y que
disminuya su sintesis o degradacion de los RE (Malgor-Valsecia, 2000b), sin embargo no se ha
documentado nada acerca de la relacion de los RE y expresion de moléculas coinhibidoras.

De acuerdo a la curva de tiempo realizada con la concentracién elegida, el E, promueve una
disminucion de CCR7 a las 48 horas y un incremento significativo en las moléculas MHCII, CD40,
CD80, y en particular CD273 y CD274 en CD que fueron tratadas con una concentracion de 100
ng/ml, siendo el tiempo de exposicion al E; un factor determinante en provocar dicho efecto. El
aumento en la expresion (MIF) inici6 a las 12 o0 24 horas llegando a un méximo de expresion a las
48 horas, que fue significativo con respecto al control, excepto para CD86. Asi, los resultados
indicaron que el efecto del E, sobre la expresion de las moléculas evaluadas es tiempo
dependiente. Analizando el efecto del E; en la curva, el tiempo de respuesta del E, es m&s 0 menos
prolongado, pues a las 48 horas se alcanzd un maximo de expresion. El tiempo de respuesta
prolongado del E, observado en este trabajo tiene relacion con otros trabajos en donde
mantuvieron las CD con E, durante 6 a 7 dias, que aungue no se realiz6 una curva de tiempo, se
aprecia que la hormona promueve el mantenimiento de una expresion media a alta de moléculas
de maduracién y coestimuladoras de manera tiempo dependiente (Paharkova, et al., 2004; Douin-
Echinard, et. al., 2008; Nalbandian, et al., 2005; Jiang, et al., 2008).

La manera en como se expresaron las moléculas evaluadas con respecto al tiempo, se explica de
igual manera con lo mencionado en el parrafo anterior, asi las CD que estuvieron en presencia de
100 ng/ml de E; (considerada como suprafisiologica o farmacoldgica), durante 48 horas, favorecio
gue los receptores presentes en las CD fueran ocupados por el E; y ocurriera una respuesta de
mayor magnitud, asi también la presencia continua de la hormona induce que se promueva la
expresion de mas receptores para E, que a su vez promoverian el incremento en la expresion de
las moléculas evaluadas llegando a un méaximo de expresion observado a las 48 horas. El tiempo
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de respuesta prolongado, 48 horas, probablemente se deba a que la induccién de expresion de las
proteinas evaluadas por la unién del E, con su receptor, implican procesos que requieren de
tiempo, pues la expresion y sintesis de proteinas involucra la activacion de todo un repertorio de
proteinas de la transcripcion (ARNm, polimerasas de ARN, factores de transcripcion) y de la
traduccion (ribosomas, aminoacil ARNt, aminoacil ARNt sintetasas, factores de elongacion),
ademas de los procesos post-traduccionales de la proteina y su anclaje a la membrana.

La capacidad del E, para modificar la expresion de MHCII, CD40, CD80 y CD86 se confirma con
trabajos previos, en los cuales también induce su incremento, en la mayoria utilizan
concentraciones fisioldgicas, pero también se observa en dosis suprafisiol6gicas como también se
demostro en el presente trabajo (Xie, et al., 2011; Paharkova, et al., 2004; Douin-Echinard, et al.,
2008; Nalbandian, et al. 2005; Yang, et al., 2006; Jiang, et al., 2008). Por otra parte, es de destacar
que el incremento de CD273 y CD274 inducido por el E; de una manera tiempo dependiente en CD
derivadas de médula ésea de raton no se habia documentado. S6lo existe un trabajo en que el
estriol (E3), pero no 17B-estradiol, promueve el incremento en la expresion de estas proteinas en
CD provenientes de bazo de raton (Papenfuss, et al., 2011). En contraste con nuestros resultados,
se ha documentado que el E; no afecta la expresion de CCR7 (Bengtsson, et al., 2004). La
disminucion de la expresién de CCR7 inducida por el E, podria deberse a la produccion de IL-10,
que aungue no se cuantifico en el presente estudio se ha documentado que esta hormona induce
su expresion y produccion en CD de bazo o derivadas de células mononucleares de sangre
periférica (véase antecedentes), en este sentido en un estudio se documentd que el incremento
de esta citocina promueve la disminucion en la expresion de CCR7 (Ato, et al., 2002).

En los estudios que confirman el incremento de moléculas coestimuladoras y MHCII demostraron
que dicho efecto es mediado por los RE en CD, en particular los REa., ya que la administracion del
antagonista de los receptores de estrégenos (ICI 182,780), moduladores selectivos de los
receptores de estrogenos (raloxifen o tamoxifen) o bien de ratones que carecen de los REa,
provoca que disminuya la expresion de MHCII, CD40, CD86 (Paharkova, et al., 2004; Douin-
Echinard, et al., 2008; Nalbandian, et al. 2005; Jiang, et al., 2008). De acuerdo a lo anterior, el
incremento observado en la expresion de moléculas coinhibidoras, coestimuladoras y MHCII
probablemente se deba a que el E, esta afectando, a través de los receptores de estrogenos, las
vias de sefializacion que inducen la expresion de las proteinas evaluadas en el presente trabajo.
Aunque no hay trabajos de la interaccion de RE con vias de sefializacién que inducen la expresion
de las proteinas evaluadas, si se ha reportado que el E, induce la expresién de CD40 en CD via dos
MAP cinasas: p38y INK, excepto la MAP cinasa ERK. La activacion de estas dos MAP cinasas induce
la expresion de otra proteina involucrada en la replicacion (MCM®6) que a su vez incrementa la
expresion de CD40, sin embargo en este estudio no se explord qué tipo de RE estaban actuando
(Xie, et al., 2011). La participacion de las MAP cinasas en la expresion de las moléculas
coestimuladoras (CD40, CD80 y CD86) en CD plasmatocitoides se confirma en un articulo de
revision (Gilliet, et al., 2008). Los RE no transcripcionales sefializan via ERK, por otro lado, se sabe
que la MAP cinasa ERK (cinasa regulada por sefiales extracelulares, por sus siglas en inglés) esta
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relacionada con la inhibicion de las CD ya que suprime la expresién de CD86 y MHCII en CD
derivadas de monocitos (Puig-Kroger, et al.,, 2001), tomando en cuenta esto, los RE no
transcripcionales podrian estar activando las MAP cinasas p38 y JNK.

De acuerdo al paradigma de maduracion de las CD o también llamado paradigma de las células de
Langerhans (Villadangos y Heath, 2005; Sousa, 2006), “las CD inmaduras presentes en tejido
linfoide y no linfoide son capaces de captar y procesar antigenos, cuando reciben sefiales de
activacion/inflamatorias (por ejemplo PAMPs, sefiales de dafio o citocinas inflamatorias) ocurre el
proceso de maduracion, en el cual disminuye la capacidad de captar y procesar antigenos, y se
promueve la migracion a ganglios linfiticos en donde inician una respuesta con linfocitos T
promoviendo su activacion”.

Para explicar como sucede esto, se comenz0 a explorar el fenotipo y funciones efectoras de las CD,
encontrando que el proceso de maduracion esté relacionado con las caracteristicas fenotipicas de
las CD, de tal manera que un fenotipo maduro en las CD (cantidad alta de MHCII, CD40, CD80,
CD86) esta relacionado con su capacidad de iniciar una respuesta de tipo Ty 0 “inmunogénica”, ya
que los niveles altos de dichas proteinas proporcionan las dos sefiales necesarias para estimular a
linfocitos T o dar lugar a respuestas Ty, 0 bien las CD con fenotipo inmaduro (cantidad baja de
coestimuladoras y MHCII, por tanto incapaces de dar la primer y segunda sefial) en primera
instancia no pueden activar a linfocitos T induciendo asi tolerancia inmunoldgica, si bien esto llega
a ocurrir, se ha documentado que CD generadas in vitro con un fenotipo maduro no
necesariamente puede producir una respuesta inmunogénica, es decir que se induzcan respuestas
dependientes de linfocitos T cooperadores o citotoxicos (Sousa, 2006).

En concordancia con lo anterior, se ha denominado un nuevo estado en las CD al que llaman
semimaduro (algunos autores refieren las caracteristicas de las CD semimaduras con cantidad
intermedia de MHCII, CD40, CD80 y CD86 (Ezzelarab y Thomson, 2011), en tanto que otros autores
con niveles altos de fagocitosis, cantidad alta de moléculas coestimuladoras y moléculas clase II,
produccion de IL-10 (aunque éste no es un requerimiento necesario) y nula de citocinas
proinflamatorias, IL-12, IL-6, TNFa (Adalid, et al., 2011; Lutz y Schuler, 2002,)), estas CD
semimaduras, obtenidas de manera in vitro y estimuladas con TNFoa 0 microorganismos,
(Bordetella pertussis o lactobacilos) o TNFa mas IL-18, IL-6, pueden inducir tolerancia a través del
incremento de las Treg CD4" CD25" e IL-10 (Fu, et al., 2010), asi como promover la produccion de
IL-10 en linfocitos T CD4* (Menges, et al., 2002) y también la expansion de las Treg que expresan
Foxp3, ademas del incremento de esta proteina Foxp3 en dichas células (Banerjee, et al., 2006).

Las CD activadas altenativamente (CD manipuladas que recibieron un estimulo inflamatorio (LPS,
TLRs) después de un tratamiento con citocinas antiinflamatorias o corticoesteroides y presentan
cantidades medias de MHCII, CD40, CD80 y CD86) que se resisten a madurar ante estimulos
inflamatorios y por tanto pueden inducir tolerancia mediante distintos mecanismos: inhibiendo
proliferacion de linfocitos T e incrementando la produccién de IL-10 (Anderson, et al., 2008).
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Tomando en cuenta lo mencionado y la capacidad del E, para modificar la expresion del
inmunofenotipo en las CD, aunque no de la manera en que se propuso en la hipdtesis (niveles
altos de coinhibidoras y bajos de coestimuladoras y maduracion, que caracteriza a las CD
tolerogénicas clasicas (Morelli y Thomson, 2007), sin embargo si favorece un fenotipo maduro, (un
fenotipo maduro incluye también el incremento de CD273 y CD274, ademas de las ya conocidas
MHCII, CD40, CD80 y CD86) que potencialmente podria inducir tolerancia o inmunosuprimir la
respuesta inmune en la interaccion con linfocitos T, si se toman en cuenta las siguientes
consideraciones segun los resultados obtenidos. Aunque el E, provoca el incremento de
marcadores de maduracion y coestimulacion, también existe un incremento en la expresion de las
moléculas CD273y CD274 en presencia del E,, en el caso de CD274 también induce un incremento
del porcentaje de células que expresan esta proteina. El aumento en la expresion de CD273 y
CD274 en células dendriticas y su unién con PD-1 estd relacionado con la inhibicion de la
activacion de linfocitos T (en cuanto a disminucién de su proliferacion y produccion de citocinas
proinflamatorias como IFNy, IL-4 (Brown, et al., 2003; Latchman, et al. 2004; Zhang, et al., 2006) y
por consiguiente induce tolerancia en células T, ademas de la formacién y mantenimiento de la
funcion de Treg mediante el incremento de Foxp3 (Francisco, et al., 2009). En concordancia con el
efecto tolerogénico/inhibidor de estas dos moléculas, otro estudio documenta que CD especificas
para el antigeno de mielina que fueron transfectadas para que expresen una cantidad alta de
CD274 contribuye a la disminucion de la respuesta autoinmune que se desencadena en la
esclerosis maltiple en un modelo murino, disminuyendo la proliferacion de linfocitos T especificos
para el antigeno y el infiltrado de macréfagos y linfocitos T CD4"y CD8' (Hirata, et al., 2005).

Por otro lado, el incremento significativo en la expresion y porcentaje de CD CD80 positivas (CD86
también se incrementd aunque no significativamente) inducido por el E, también podria contribuir
a generar inhibicion o atenuacion en la actividad de los linfocitos T, en tanto que estas moléculas
se unan a CTLA-4 en linfocitos T. En particular estudios de cristalografia revelan que CD80, en
comparacion con CD86, tiene mas afinidad por CTLA-4 que por CD28 (Collins, et al., 2005), lo cual
sugiere de acuerdo a los resultados que se favoreceria la union con CTLA-4 porque hay un
incremento de CD80, sin embargo esto depende también de la cantidad de CTLA-4 en la superficie
membranal de linfocitos T asi como de factores ambientales (citocinas, quimiocinas, etc.). La union
de CD80 a CTLA-4 como se menciond suprime las respuestas de células T y contribuye a la
induccion de tolerancia a través de la activacion de Treg (CTLA-4 se expresa en estas células)
(Chen, 2004) y esta union también induce la produccién de IDO, importante en la induccion de
tolerancia, aunado a esto se ha documentado que el E, también contribuye a la produccion de IDO
(Xiao, et al. 2004; Petterson, et al., 2004 y Zhu, et al, 2007). Por otro lado la presencia de CD80 y/o
CD86 y su unidn con sus receptores es importante en el mantenimiento de las Treg y en la
conversion de linfocitos T CD4" a Treg con fenotipo CD4" CD25" (Liang, et al., 2005; Salomon, et al.,
2000).

A pesar de que CD40 esta relacionado con respuestas inmunogénicas en linfocitos T, el
incremento en el porcentaje y expresion de CD40 en CD en presencia de E,, podria contribuir a la
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tolerancia. Existe un trabajo que documenta un papel inmunosupresor, pues los ratones
deficientes de CD40 tienen un menor numero de Treg en timo, sangre y bazo, ademés contribuye
a la homeostasis y sobrevivencia de estas células (Guiducci, et al., 2005). La presencia del MHC en
la coestimulacién es importante ya que las sefiales inhibidoras o estimuladoras dadas por las
proteinas de la familia B7 dependen de la union del MHC con un TCR (Chen, 2004), asi que el
incremento en la expresion de MHCII en las CD expuestas a E, favorece la estimulacién de
linfocitos T independientemente de que se den sefiales inhibidoras o estimuladoras. Respecto a
CCR7 y tomando en cuenta un trabajo en el que se documenta que el E, induce la migraciéon de CD
pero es independiente de la expresién de CCR7 (Bengtsson, et al., 2004), por lo que aunque el E,
induzca que disminuya su expresion a las 48 horas éstas CD podrian migrar e inducir tolerancia con
el fenotipo que presentan en el presente trabajo, mediante otros mecanismos como el incremento
de otros receptores de quimiocinas como CXCR4 que también se expresa en CD maduradas con
alérgenos (Rivas, y Garcia, 2009).

El fenotipo de las CD, hablando en particular de las proteinas evaluadas en el presente trabajo,
puede modificarse dependiendo de los estimulos ambientales. El balance de expresion, inducido
por el E,, de moléculas coestimuladoras, coinhibidoras y de maduracién podria modular
respuestas selectivas regulando asi distintos tipos de células T o bien regular distintos estados
durante la activacion de células T (Zhu, et al., 2011), asi las CD con fenotipo maduro no
necesariamente contribuye a una respuesta inmunogénica (Sousa, 2006), sino que puede dar lugar
a tolerancia en células T; esto nos lleva a decir que el tipo de fenotipo no siempre determina la
funcionalidad o el tipo de respuesta proporcionada por las CD, en cambio existen otros factores
que intervienen en el tipo de respuesta que se desarrollard como tipo de citocinas, el
microambiente, el tipo de estimulos, entre otros factores.

Recapitulando, debido a la capacidad de las CD de inducir distintas respuestas, y que de manera in
vitro puedan manipularse, las CD generadas en el presente trabajo, al expresar una cantidad
media a alta de CD273 y CD274, asi como de coestimuladoras (CD80, CD40) y de MHCII, podrian
ser usadas en el tratamiento de distintas condiciones clinicas como enfermedades autoinmunes
(esclerosis multiple y alergias), asi como para la induccion de tolerancia en el trasplante de injertos
(ejemplos piel, corazon, rifion e higado) y prolongar su sobrevida, o bien evitar la enfermedad del
hospedero contra el injerto (GVHD). Con respecto al trasplante de injertos se ha documentado que
las CD con fenotipo maduro, asi como CD activadas alternativamente, los dos tipos con niveles
medios de coestimuladoras contribuyen a prolongar la vida y mantener la tolerancia de los injertos
por si solas (Fu, et al., 2010; Anderson, et al., 2008) o con la adicion de agonistas de CTLA-4 (CTLA-
41g) (Lan, etal., 2006). Se requieren realizar mas estudios en las CD obtenidas en este modelo de
cultivo para observar las citocinas que liberan en presencia de E, y si se relaciona con un estado
semimaduro.
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X. CONCLUSIONES

De acuerdo al protocolo de diferenciacién seguido en el presente trabajo se logré obtener de
manera in vitro CD que expresan con una intensidad media moléculas coinhibidoras,
coestimuladoras, de maduracion y migracion sin presencia de la hormona.

El 17p-estradiol es capaz de modificar de manera significativa el fenotipo cuando se usan dosis de
100 y 1000 ng/ml de E,, aumentando la expresion de CD273, CD274 (s6lo hubo cambio en 100
ng/ml), y MHCIl aunque no de manera dosis dependiente; solo se observd un efecto dosis
dependiente para la proteina CD86. El E, también induce el incremento significativo de manera
tiempo dependiente en la expresion de CD273, CD274, CD40, CD80 y MHCII. Se logré establecer
una curva en la cual se alcanza un méximo de expresion a las 48 horas para estas moléculas,
aunque en el caso de CCR7 el E; indujo su disminucidn repentina en dicho tiempo.

El E, promueve que las CD adquieran un fenotipo maduro (que expresan con una intensidad
cantidad media a alta CD273, CD274, CD40, CD80 y MHCII) que potencialmente promoveria
tolerancia inmunologica por la union de CD273 y CD274 con su receptor PD-1 o bien CD80 y/o
CD86 con CTLA-4 en linfocitos T, que se ha documentado estos dos receptores pueden actuar
sinergéticamente y/o diferencialmente. Por otro lado, se encontré que el E, afecta a otros
miembros de la familia B7 relacionados con el desarrollo de una respuesta inmune inhibidora,
CD273y CD274, en CD derivadas de médula ésea de raton.
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XI. PERSPECTIVAS

Para complementar la curva de tiempo del presente trabajo convendria cultivar las CD con E,
durante mas tiempo (72 y 96 horas) horas con el objetivo de observar si sigue aumentando la
expresion de las proteinas evaluadas, asi como cuantificar si incrementa la citocina TGFp, IL-10, IL-
12 en CD en presencia de E,, y si entonces recuerdan al estado semimaduro que se caracteriza por
tener una cantidad alta de proteinas coestimuladoras y de MHCIl y no producir citocinas
proinflamatorias.

Asi también para comprobar el efecto inmunosupresor de las CD, se podria realizar un cocultivo de
las CD (previamente tratadas con E,) y linfocitos T en presencia de un antigeno (MAGE), y evaluar
su proliferacion, posteriormente dichas CD serian inyectadas en un ratén con melanoma, para
observar si el tamafio del tumor aumenta y medir la presencia de células Treg.

Por otro lado, también seria conveniente realizar mas estudios primero para comprobar, que en
nuestro modelo, el E, esté4 induciendo el incremento de CD273 y CD274 via RE, lo cual podria
realizarse cultivando a las CD en presencia de E, con el antagonista de los RE o bien con
anticuerpos que blogueen los receptores de estrogenos.

Para profundizar en el mecanismo molecular por el cual se afecta la expresion de CD273 y CD274
podria investigarse, que tipo de RE (clasicos con efectos gendmicos, receptores con efectos no
gendmicos o GPR30) estdn actuando y si estos activan las proteinas p38 y JNK, o que otras
proteinas se estan activando en la via de sefializacion de los RE.

Las CD generadas en presencia del 17p-estradiol en el presente estudio podrian probarse en un
modelo murino y luego en seres humanos, asi, de manera in vitro se generarian CD, se tratarian
con E, para posteriormente ser usadas en el tratamiento de enfermedades autoinmunes como
esclerosis multiple, asi como para la induccion de tolerancia en el trasplante de érganos o injerto y
con ello contribuir a la preservacion de los mismos (ejemplos de trasplantes: piel, corazén, higado,
rifién, pulman).
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