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. ABREVIATURAS

BMDC Célula dendritica derivada de médula 0sea
BMP Proteina morfogénica de hueso

CCR7 Receptor de quimiocina C-C 7

CDP Progenitor comun de células dendriticas
CLP Progenitor comun linfoide

CMP Progenitor comun mieloide

DC Célula dendritica

iDC Célula dendritica inmadura

mDC Célula dendritica madura

FAK Cinasa de adhesion focal

FIt3 Cinasa de tirosina tipo Fms 3

FSH Hormona foliculo estimulante

GM-CSF Factor estimulante de colonia de granulocitos y monocitos
INF Interferon

INOS Oxido nitrico sintasa inducible

Inho, +/+ Raton suficiente de Inhibina o

Inho -/- Raton deficiente de Inhibina o

MDP Progenitor de macréfago y célula dendritica

MMP-14 Metaloproteinasa 14

Mono Monocito

pDC Célula dendritica plasmacitoide



Pre-DC Precursor de célula dendritica

SFB Suero fetal bobino

TGFpB Factor de crecimiento transformante beta
TipDC Célula dendritica productora de TNF e INOS
TNF Factor de necrosis tumoral

WASP Proteina del sindrome de Wiskott Aldrich



. RESUMEN

Las Inhibinas son citocinas que pertenecen a la superfamilia de TGF§.
Tanto las Inhibinas como las Activinas, ligandos altamente relacionados con las
Inhibinas, fueron descritas inicialmente como reguladores de la secrecion de la
hormona foliculo estimulante (FSH). Sin embargo, también participan en la
regulacion de distintos procesos celulares, siendo de especial interés para el
presente estudio, su funcién en células del sistema inmune, como macrofagos,
monocitos, células cebadas, células “Natural Killer”, linfocitos T y B y células

dendriticas (DCs).

En nuestro laboratorio se ha reportado que, tanto la Inhibina como la
Activina, se expresan abundantemente en el estroma timico, el cual se encuentra
constituido por distintos tipos celulares, incluyendo células epiteliales, macrofagos,
fibroblastos y DCs. Ademas de expresar los ligandos, el estroma timico también
expresa receptores tipo | y tipo Il para las Activinas (Alk4, ActRIIA), por lo que las
células estromales pueden ser competentes a las sefales inducidas por las

Activinas/Inhibinas.

Debido a lo anterior, en el presente trabajo se evalud la participacion de las
Inhibinas en los procesos de la diferenciacion y la maduracion de las células
dendriticas derivadas in vitro a partir de progenitores de médula 6sea (BMDC)
provenientes de ratones silvestres y deficientes de Inhibina. Para evaluar la
maduracion de las BMDC, las células se estimularon con Lipopolisacarido (LPS)

durante 24 horas y se analizé la expresion de moléculas de superficie, mediante



citometria de flujo; ademas, se evalud la quimiotaxis en respuesta a la quimiocina
CCL19. Finalmente, por medio de microscopia de epifluorescencia, se evalué la
morfologia de las BMDC antes y después del estimulo con LPS y en respuesta a

CCL109.

Como resultado se observd que, en hembras, las BMDC deficientes de
Inhibina presentan baja expresion de MHCII, CD80 y CD86 tras la estimulacion
con LPS en comparacién con las BMDC silvestres. Aunado a lo anterior, la
guimiotaxis en respuesta a CCL19 se encuentra alterada en BMDC deficientes de
Inhibina estimuladas con LPS. De manera interesante, las BMDC inmaduras
deficientes de Inhibina, tanto de hembras como de machos, presentan baja

formacion de podosomas.

En conclusion, las Inhibinas participan en la maduracion y probablemente

en la diferenciacion de las células dendriticas derivadas de médula 6sea.
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[Il. INTRODUCCION

La inmunidad y la tolerancia inmunoldgica deben estar en perfecto balance
para el bienestar de un individuo. Ante la presencia de agentes patdégenos, un
organismo es capaz de defenderse mediante diversas mecanismos celulares y
células que comprenden al sistema inmune, como son: eosindfilos, basofilos,
macrofagos, células cebadas (Inmunidad innata); ademas, linfocitos T, linfocitos
B, células dendriticas (Inmunidad adaptativa), entre otras. Por otro lado, un
individuo debe mantener la tolerancia inmunolégica contra autoantigenos y contra
antigenos exdgenos tales como los provenientes de la comida y de las bacterias

comensales.

Las células dendriticas (DCs por sus siglas en inglés) tienen un papel
fundamental dentro de este balance ya que participan en ambos procesos. Por un
lado, las DCs regulan la respuesta inmune ya que su activacién en presencia de
sefales de peligro induce su maduraciéon permitiendo la presentacion antigénica
eficiente que conduce a la respuesta inmune efectora. De manera contraria, las
DCs presentan un papel importante en la tolerancia ya que la activacion
inapropiada o en presencia de sefiales anti-inflamatorias las mantiene en estado
inmaduro; en consecuencia, la presentacion antigénica puede conducir a anergia o

a la induccion de células T reguladoras (iTreg) [1].
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I1l.1.Células dendriticas

Las células dendriticas, identificadas por Steinman y Cohn en 1973 [2], son
células presentadoras de antigeno profesionales, las cuales son altamente
capaces de capturar y procesar antigenos para presentarlos a los linfocitos T e
inducir una respuesta efectora. Debido a lo anterior, se dice que las DCs forman un
puente entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa a través de las

interacciones célula-célula y mediante la secrecion de citocinas [3].

l1.1.1. Clasificacion de las células dendriticas

Las DCs son una poblacion altamente heterogénea ya que se encuentran
distribuidas en todo el organismo; sin embargo, se han clasificado en dos grupos:
DCs convencionales; las cuales tienen como origen los precursores de DCs (pre-
DCs), y las DCs no convencionales; las cuales incluyen a las DCs plasmacitoides

y a las DCs derivadas de monocitos.

Dentro de las DCs convencionales, se encuentran las células DC
migratorias, las cuales se encuentran en organos de la periferia como la piel, el
pulmén, tracto intestinal, higado y riflones. Las DC migratorias se caracterizan por
la habilidad de capturar antigeno y migrar subsecuentemente a los ganglios
linfaticos drenantes, donde toma lugar la interaccién con los linfocitos T. Por otro

lado, también se encuentran las DCs linfoides las cuales se encuentran en
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organos linfoides como los ganglios linfaticos, bazo y timo. Este subgrupo ha sido

dividido dependiendo la expresion de CD4 y CD8 en las células dendriticas.

—

Células dendriticas

e

— e

Convencionales No convencionales

S S—

7\ /N N\ N

DCs derivadas de
monocitos

\— N— N— N—

DCs linfoides DCs migratorias DCs plasmacitoides

Figura 1. Clasificacion de las células dendriticas. Tomado y modificado de [4].

Las DCs no convencionales incluyen a las DCs plasmacitoides, las cuales
tienen la habilidad de secretar grandes cantidades de Interferon (INF) lo que las
distingue de las células DCs convencionales. También se incluyen a las DCs
derivadas de monocitos las cuales se diferencian bajo condiciones inflamatorias.
Las DCs derivadas de monocitos, las cuales comparten la habilidad de capturar
antigeno y migrar a ganglios linfaticos drenantes, se encuentran en 6rganos

periféricos como intestino, pulmon, piel y rifiones.
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I1.1.1l. Desarrollo de las células dendriticas

Al igual que otros leucocitos, las DCs se desarrollan a partir de progenitores
de médula 6sea. Las DCs comparten un origen comdn con los monocitos,
macrofagos y leucocitos polimorfonucleares ya que se originan a partir del

progenitor mieloide comun (CMP por sus siglas en inglés) (Figura 2).

FIt3L |
FltsL.\: .‘,@i -
%a

BM Blood Periphery
Commitment Migration Differentiation

Figura 2. Desarrollo de células dendriticas. MP: progenitor mieloide. MDP:
progenitor de macréfago y DC. CDP: Progenitor de DC comun. Pre-DC: precursor
de Célula Dendritica. pDC: Célula Dendritica plasmacitoide. Mono: Monocito. Tip-

DC: célula tipo dendritica. [5]
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Diversos ensayos se han realizado para establecer el desarrollo de las DCs
(revisado en [5]). De acuerdo con dichos ensayos, los progenitores de DCs
expresan FIt3, por lo que se logré identificar a un precursor comun para
monocitos, macrofagos y DCs (progenitor macrofago-dendritica MDP) [6]. En
seguida se identific6 a un progenitor restringido a DCs que produce DCs
plasmacitoides y convencionales pero no monocitos tanto in vitro [7] como in vivo
[8-10], el cual fue llamado progenitor de célula dendritica comun (CDP por sus
siglas en inglés). Ensayos de transferencia adoptiva de CMP y MDP revelaron que
CDP se encuentra en un estado mas diferenciado que las anteriores; ademas,
estos experimentos mostraron que la divergencia entre los linajes monociticos y

DCs ocurre en la médula 6sea entre los estadios de diferenciacion MDP y CDP

[9].

Los precursores de DCs se generan en la médula 6sea para después salir a
la sangre y distribuirse en los tejidos linfoides y no linfoides del organismo. Se ha
demostrado que las pre-DC son progenitores con alta plasticidad ya que en
ensayos de transferencia adoptiva, las pre-DCs aisladas de médula 6sea, sangre
o bazo se diferencian en las subpoblaciones residentes de bazo, ganglios
linfaticos [5] y DCs caracteristicos de piel, pulmaon, rifidn e intestino. Por tanto, los

pre-DCs terminan la diferenciacién a DC en los diferentes tejidos.

Por otro lado, se ha observado que existen células dendriticas provenientes
de monocitos y del progenitor linfoide comun (CLP por sus siglas en inglés), sin

embargo, es probable que la diferenciacion a partir de estos progenitores sea a
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subpoblaciones especializadas de DC y so6lo bajo condiciones especificas.

(Revisado en [4]).

II.1.III.Maduracién de las células dendriticas

Las DCs que han terminado de diferenciarse en tejido periférico se
encuentran en estado inmaduro. Las DCs inmaduras (iDCs) se caracterizan por
tener una alta capacidad de endocitosis, la cual ocurre continuamente en
homeostasis para detectar la presencia de antigenos. Las iDCs expresan bajas
cantidades de moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase I

(MHC 1) y de moléculas coestimuladoras como CD40, CD80, CD86.

Cuando las iDCs capturan y procesan antigenos comienzan un proceso de
maduracion y migran hacia los ganglios linfaticos. Durante dicho proceso, las DCs
incrementan la expresion del receptor de quimiocina CCR7, el cual es importante
para la llegada de las células a los ganglios linfaticos; MHC Il, CD40, CD80 y
CD86 dando como consecuencia funcional, que las DCs maduras (mDCs)
presenten antigenos y activen a los linfocitos T (LT). Adicionalmente, las mDCs
producen citocinas proinflamatorias como IL-12, TNF-q, IL-1p e IL-6 (revisado en
[11, 12]). Ademaés, las DCs modifican su morfologia y capacidad migratoria. Las
iDCs tienen una morfologia extendida presentando podosdomas, las cuales son
estructuras de adhesion formadas por actina filamentosa y moléculas de anclaje

como la cinasa de adhesion focal (FAK por sus siglas en inglés), Vinculina,

16



Cofilina, la proteina del sindrome de Wiskott Aldrich (WASP por sus siglas en
inglés), entre otras [13, 14]; ademas, se ha observado que los podosomas son
protrusivos e invasivos capaces de expresar metaloproteasas (MMP-14) para
degradar matriz extracelular y de esta manera abrir paso entre el tejido [15].
Asimismo, las iDCs expresan diversos receptores de quimiocinas dependiendo del
tejido en donde se encuentren. Debido a lo anterior, la migracion que presentan

las iDCs es lenta y errante.

En consecuencia a la captura de antigeno, las DCs modifican su morfologia
presentandose en forma contraida, acompafiada por la disolucion de los
podosomas [16]. Aunado a lo anterior, el patron de expresion de receptores de
guimiocinas de las DCs se modifica de tal manera que principalmente se
encuentra en superficie el receptor CCR7, dirigiendo la migracion hacia los
ganglios linfaticos. Debido a lo anterior, la migracion que presentan las mDCs es

rapida y dirigida.

[I.I.IV. Tolerancia

A pesar de la capacidad para establecer la respuesta inmune adaptativa,
las DCs también tienen una funcion en generar la tolerancia inmunoldgica. Como
se menciono anteriormente, las DCs son centinelas que continuamente estan
fagocitando antigenos que, en homeostasis, la gran mayoria seran antigenos
propios del organismo o antigenos de la microbiota comensal; sin embargo, no se
establece una respuesta inmune contra dichos antigenos. En tal caso, las DCs se

modifican de tal manera que pueden incrementar MHCII, CD80 y CD86 pero son

17



incapaces de secretar citocinas proinflamatorias dando como consecuencia que
los LTs no se activen por completo. Por el contrario, las DCs pueden generar otro
tipo de citocinas como TGFb e IL-10 para generar células T reguladoras (Treg). A

dichas DCs capaces de generar Treg se les conoce como DCs tolerogénicas.

¢, Qué influencia que las DCs generen una respuesta inmune o tolerancia?
Las citocinas del microambiente (TGFp, IL-10, etc.) y el contacto con otro tipo
celular (Tregs, estroma, etc.) son las que influencian directamente a las DCs para
decidir entre su completa maduracién o adquirir un fenotipo que induzca tolerancia

(revisado en [17]).

A pesar de que la primera funcién descrita para las DCs fue la generacion
de la respuesta inmunolégica, ahora se sabe que las DCs en homeostasis se

encuentran ejerciendo la tolerancia en un organismo.
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HIL1I. Inhibina

Las Inhibinas son citocinas que pertenecen a la superfamilia de
TGFp (factor transformante de crecimiento), la cual esta conformada por tres
familias: TGFps, proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs por sus siglas en
inglés) e Inhibinas/Activinas. La superfamilia de TGF se encuentra involucrada en
gran variedad de procesos celulares como: diferenciacion, proliferacién, migracion,

control del crecimiento celular, apoptosis, adhesion y decision de linaje [18].

Inicialmente, las Inhibinas se caracterizaron como hormonas que forman
parte del eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonada [19] ya que son producidas por las
gonadas y actuan de manera enddécrina regulando negativamente la sintesis y
secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH por sus siglas en inglés). Sin
embargo, es cada vez mas amplio el espectro de células que son afectadas por
estas hormonas incluidas células del sistema inmune como macrofagos, células

dendriticas, linfocitos T y B [20].

Debido a la principal funcién de las Inhibinas, se dice que las mismas
antagonizan las funciones de sus homdlogas, las Activinas, ya que las Activinas
promueven la sintesis y secrecién de la FSH; sin embargo, se ha demostrado en
diversos ensayos utilizando células del sistema inmune que las Inhibinas pueden
tener un mecanismo de accidon propio y que la funcibn que ejercen no es

necesariamente la opuesta a las Activinas (Revisado en [21]).
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[II.II.I. Composicién de las Inhibinas y las Activinas

Las Inhibinas son heterodimeros conformados por una subunidad o y una 3
unidas por un puente disulfuro, mientras que las Activinas son dimeros compuestos

por dos subunidades f [22].

Hasta el momento, se ha descrito un Unico tipo de subunidad o; sin
embargo, existen diferentes tipos de subunidades pB: A, B, C y E, generando
diferentes subtipos tanto de Inhibinas como de Activinas, las cuales se denominan
de acuerdo al tipo de subunidad B que las compongan, de tal manera que la
Inhibina A es un dimero afA, la Inhibina B es afiB, la Activina A BABA, Activina B

BBBB y la Activina AB es BABB (Figura 3).

Cada subunidad es inicialmente traducida como pre-pro-proteina que
posee, en el extremo N-terminal, un dominio pro necesario para el adecuado
plegamiento y dimerizacién de las subunidades y, en la regién C-terminal, el
dominio maduro de la subunidad. Una vez que las subunidades se encuentran
dimerizadas, el dominio pro es cortado para que el ligando se encuentre

biol6gicamente activo (revisado en [23]).
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Activina A

Subunidad « Inhibina A
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tﬁi pe |
o pe |
w Activina AB

Figura 3. Composicion de las Inhibinas y las Activinas.

[I.IL.II. Mecanismo de accidn de las Inhibinas y las Activinas

El mecanismo de accion de la superfamilia de TGFp es conservado y
depende de pares de receptores de membrana tipo | (Activin Like Kinase ALK) y
tipo Il con actividad cinasa de serina y treonina, y de las proteinas Smads, las
cuales actian como factores de transcripcion. En vertebrados, se han descrito 7

receptores tipo | (ALK 1-7) y 5 receptores tipo II.

Inicialmente, para el caso de la Activina, el ligando se une al receptor tipo |l
(ACTRII, ACTRIIB) y en consecuencia, se recluta el receptor tipo | (ALK4), el cual
es fosforilado por el receptor tipo Il. En seguida, el receptor tipo | fosforila a las

proteinas Smad (Smad2/3), las cuales se unen con la Smad comun (Smad-4)
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permitiendo su translocacidén a ndcleo para actuar como factores de transcripcion

(Revisado en [18]).

Proteina de union
al DNA

Spewm

Figura 4. Mecanismo de accién de las Inhibinas y las Activinas. Activina: 3,

Inhibina: o, Receptor tipo I: ACTRI, Receptor tipo Il: ACTRII, Betaglicano: BG.
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Para el caso de las Inhibinas se ha descrito que se unen al receptor tipo Il
(ACTRII, ACTRIIB) por la subunidad 3 pero es incapaz de unirse al receptor ALK4;
sin embargo, no se ha estudiado la unién de las Inhibinas con otro receptor tipo |I.
Ademas, la Inhibina puede unirse a un receptor accesorio (Betaglicano) el cual es
incapaz de fosforilar proteinas Smad, por lo que se dice que las Inhibinas no

sefalizan a través de Smad [24, 25].
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IV. ANTECEDENTES

Recientemente, nuestro grupo de investigacion evaluod la participacion de la
Inhibina A y la Activina A durante el desarrollo de los linfocitos T y reporté que, en
ensayos de FTOC (Fetal Thymic Organ Culture) en presencia de Inhibina A o
Activina A recombinante, la Inhibina A promueve el paso de los timocitos en
estadio doble negativo (DN, CD4 CD8") 3 a DN4, al igual que la Activina A [26], lo
cual implica que las Inhibinas no necesariamente antagonizan las funciones de
Activinas. Ademas, se demostrdé que la Inhibina A promueve el paso del estadio
DN4 a doble positivo (DP, CD4" CD8") mientras que la Activina A retrasa dicha
transicion promoviendo la acumulacion de células transitorias simples positivas
CD8", lo que implica que las Inhibinas pueden tener una funcién y mecanismo de

accion diferente de las Activinas.

Aunado a lo anterior, en datos no publicados de nuestro grupo de
investigaciéon, se ha observado que la estimulacion de timocitos y células Jurkat
con la Inhibina A y la Inhibina B resulta en la fosforilacion del factor de
transcripcion Smad 2 dependiente del receptor tipo | (ACTRI), lo cual sugiere que
las Inhibinas puede unirse a un receptor tipo | para inducir una sefial intracelular

en la célula [27].

También, nuestro laboratorio ha reportado que, tanto la Inhibina como la
Activina, se expresan abundantemente en el estroma timico, que se encuentra
constituido por distintos tipos celulares, incluyendo células epiteliales, macréfagos,

fibroblastos y células dendriticas (DC) [28]. Ademas de expresar los ligandos, el
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estroma timico también expresa receptores tipo | y tipo Il para Activinas (Alk4,
ActRIIA), por lo que las células estromales pueden ser competentes a las sefiales
inducidas por las Activinas y las Inhibinas. Con base en esta evidencia, se postula
que estos ligandos pudieran también regular la diferenciacion de células
dendriticas, las cuales representan un porcentaje elevado de las células presentes

en la médula timica.

Existen reportes donde demuestran la influencia de las Activinas en la
diferenciacion, regulaciéon de la respuesta, migracion y maduracion de diferentes
subtipos de DC [29-31]; sin embargo, existe una unica evidencia en donde se le
atribuye un papel inmunomodulador a la Inhibina A durante la maduracién de
células dendriticas [32]. En dicho reporte, Segerer et al. evaluaron la maduracion
de las células dendriticas derivadas de monocitos humanos (mo-DC) en presencia
de Inhibina A o Activina A. Ellos reportaron que la maduracién de mo-DC inducida
por un coctel de citocinas proinflamatorias (IL-18, IL-6, TNFa y PGE2) en presencia
tanto de Inhibina A como de Activina A genera que las mo-DC presenten un
fenotipo tipo “tolerogénico”, ya que estructuralmente mantienen los podosomas
caracteristicos de una DC inmadura y ademas, en ensayos de reaccion leucocitaria
mixta (MLR), la proliferacion de linfocitos T alogénicos se encontré disminuida en

comparacion con las mo-DC maduras sin Inhibina A ni Activina A.

25



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado la participacion de la Inhibina A en el desarrollo de
linfocitos T, en donde se demostré que la actividad que presenta no es
necesariamente antagonista de la Activina A sino que, dependiendo del estado de
maduracion, la Inhibina puede actuar de manera similar o distinta a la Activina.
Mas aun, datos no publicados de nuestro laboratorio [27] indican que las Inhibinas
pueden inducir la fosforilacion de SMAD 2 en timocitos y células Jurkat

dependiente de un receptor tipo I.

Por otro lado, en el estroma timico, donde hay gran cantidad de células
dendriticas, se expresan tanto las Inhibinas como sus receptores, haciéndolas
susceptibles a su sefializacion. Ademas, se ha sugerido la influencia de la Inhibina
A en la maduracién de las células dendriticas humanas derivadas de monocitos
provocando un fenotipo tipo inmaduro y como consecuencia disminuyendo la
proliferacion de linfocitos T; sin embargo, no se discernio la participacion de la

Activina en dichos ensayos.

Debido a lo anterior, se plante6 estudiar la participacion de las Inhibinas en
el proceso de diferenciacion y maduracion de las células dendriticas derivadas de

médula 6sea.
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VI. HIPOTESIS

La ausencia de Inhibinas afecta el proceso de diferenciacion y maduracion

de las células dendriticas murinas derivadas de médula 6sea.

VIl.  OBJETIVO GENERAL

Investigar el papel de las Inhibinas en el proceso de diferenciacion y

maduracioén de las células dendriticas murinas.

VIIl. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la participacion de las Inhibinas en la diferenciacion de células

dendriticas a partir de progenitores de médula 6sea in vitro.

2. Evaluar el papel de las Inhibinas en la maduracion de células dendriticas

derivadas de médula 6sea.

3. Evaluar el papel de las Inhibinas en la migracion in vitro e in vivo de las

células dendriticas.

4. Analizar la morfologia de las células dendriticas inmaduras y maduras

estimuladas con CCL19.
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IX. MATERIALES Y METODOS

IX.l.Derivacién de células dendriticas a partir de células de médula 6sea

(BMDC)

Se utilizaron ratones silvestres (Inha +/+) y deficientes de la subunidad o de
la Inhibina (Inha -/-) los cuales fueron generados [33] y donados por el Dr. Martin

Matzuk (Baylor College of Medicine, Houston TX).

Los experimentos fueron realizados con ratones de 9 semanas de edad, los
cuales se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas
siguiendo las normas de ética y salud animal, aprobadas por la Comision
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales del Laboratorio (CICUAL),

autorizado por el Comité para el Uso y cuidado de los animales

Se obtuvo médula ésea de fémures y tibias de ratones Inha +/+ e Inha -/-
en RPMI adicionado con 10% Suero Fetal Bovino (SFB). A continuacion, se hizo
pasar 3mL de RPMI 10% SFB a través de los huesos, mediante el uso de jeringa 'y
aguja de 27G, para drenar la médula 6sea la cual fue recolectada en una caja de
Petri. La médula 6sea se disgregd mediante el uso de la jeringa sin aguja, se filtrd
con una malla de nylon de 50um y se recolecté en un tubo de 15mL, el cual se
centrifugd a 1500 rpm durante 5min para, finalmente, ser resuspendidas en 3 mL
de RPMI 10% SFB. Se obtuvo una alicuota de 200uL, a la cual se lisaron los
eritrocitos con ACT (Tris buffer Amonium Chloride), para realizar el recuento de las

células. Finalmente, se sembraron 5x10° células en 10mL de RPMI 10% SFB y
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sobrenadante de células CHO productoras del factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF) en cajas bacteriologicas. Al tercer dia se
adicion6 8mL de RPMI 10% SFB y sobrenadante de células CHO productoras de
GM-CSF. Al quinto dia, se adicion6 1ug/mL de LPS de E. coli 0111:B4 a una caja
Petri para inducir la maduracién de las células dendriticas y 24h después se

obtuvieron las células.

IXII. Tincion de marcadores extracelulares

Las células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDCs) se obtuvieron
de los cultivos anteriormente mencionados recolectando las células no
adherentes, las cuales se centrifugaron a 1500rpm durante 5min y se

resuspendieron en 3mL de PBS 1x.

La tincién se realizd en placas de 96 pozos en donde se colocé 1x10°
células por condicibn. Se centrifugdb a 3000rpm durante 1min para ser
resuspendidas en 50uL de las diluciones de los anticuerpos a utilizar (anti-CD11c
PE, anti-IA/IE biotinilado, anti-CD80 PerCP Cy 5.5, anti-CD86 APC). Se incubd
15min a 4°C en oscuridad y se lavaron con 100uL de Buffer de FACS (PBS 1x, 2%
SFB, 0.02% Azida de sodio). Después, se resuspendieron en 50uL de la dilucién
de Estreptavidina FITC. Se incubo 15min a 4°C en oscuridad y se lavo con 100uL
de Buffer de FACS. Finalmente, se fijaron las células con 100uL de

Paraformaldehido al 4% en PBS.
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El citometro de flujo FACS Calibur de BD y el programa Flowjo se utilizaron

para analizar las muestras.

X1, Migracion in vitro: Quimiotaxis

Las BMDCs, tanto inmaduras como maduras, se marcaron con calceina
1ug/mL en HBSS sin Ca®" ni Mg®" (0.5% BSA) a una densidad de 2x10°
células/mL durante 15min a 37°C. Se lavaron dos veces con HBSS con Ca*'y
Mg** (0.5% BSA). Finalmente se resuspendieron en HBSS con Ca®* y Mg?* (0.5%

BSA) para obtener una densidad de 2x10° células/mL.

Los ensayos de quimiotaxis se realizaron en camara de Boyden de 48
pozos utilizando una membrana de nitrocelulosa con poro de 5um tratada
previamente con fibronectina. En la parte inferior de la camara se colocaron
diferentes diluciones de quimiocina (0 ng/mL — 1000 ng/mL). En la parte superior
de la camara se colocaron 50uL de la suspensién celular (1x10° células por pozo).
La camara se incuba a 37°C durante 1.5h. La intensidad media de fluorescencia
en la membrana se determiné en un equipo Typhoon Scanner 9400. Se reporta
como indice de quimiotaxis calculado como la divisién de la intensidad media de
fluorescencia de los pozos con quimiocina entre la intensidad media de

fluorescencia del pozo sin quimiocina.
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IX.IV. Tincion para microscopia

Las células dendriticas maduras e inmaduras se adhirieron a cubreobjetos
cubiertos con poli-L-lisina, 3x10° células por condicién, por medio de citospin. Los
cubreobjetos se colocaron en placas de 24 pozos en donde se agregaron 200ul de
medio RPMI 10% SFB y se incubaron durante 5 minutos a 37°C. En seguida, se
sacaron las placas y fueron estimuladas con 50uL de solucién con CCL19 1500
ng/mL para obtener un pseudogradiente final de 300 ng/mL de la quimiocina. Se
incubaron durante 5 minutos a 37°C y se fijaron con 250uL de solucion de
Formaldehido 7.4% (concentracion final de Formaldehido: 3.7%). Se incubo
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Para permeabilizar a las células, se
retiré el sobrenadante y se afiadié 250uL de Triton-X100 0.1% en PBS y se incubd
6 minutos a temperatura ambiente. Se retiré el sobrenadante y se lavo con 500uL
de PBS. Se bloqued con una solucion de BSA 2% Tween 20 0.1% en PBS durante

1 hora a temperatura ambiente y se realiz6 un lavado con PBS.

Para la tincion de tubulina, se afadio la diluciébn del anticuerpo contra
tubulina acoplado a FITC y se incub6é durante 1 hora a 37°C. En seguida, se

realizaron 3 lavados con Tween 20 0.1% en PBS.

Para la tincion de actina, se afiadio la dilucion de faloidina acoplada a
TRITC y se incubo durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 3

lavados con PBS.
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Finalmente, los cubreobjetos se colocaron en portaobjetos con un medio de

montaje especial para microscopia de fluorescencia Dako (Dinamarca).
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X. RESULTADOS

IX.I. Diferenciaciéon de células dendriticas a partir de progenitores de

médula 6sea in vitro

Para evaluar la participacion de las Inhibinas en la diferenciacion de DCs,
se realizaron cultivos in vitro para derivar DCs a partir de progenitores de médula
Osea suficientes y deficientes de Inhibina o, de 9 semanas de edad, en presencia
de GM-CSF. Al dia 6 de cultivo, las células se colectaron y se tifieron con
anticuerpos contra CD11c y MHC Il para seleccionar a las poblaciones Pre-DC

(CD11lc+ MHC II-) y DC (CD11lc+ MHC II+).

En la Figura 5, se muestra la proporcién de las poblaciones CD11c-, Pre-
DC y DC en los cultivos de médula 6sea. Se observa un incremento en la
poblacion CD11c-, tanto en machos (Fig. 5B) como en hembras (Fig. 5A)
deficientes de la Inhibina; ademas, la poblacion DC muestra un decremento en
porcentaje en el cultivo de células provenientes de hembras Inha -/-, siendo para
los machos una ligera tendencia a disminuir. Debido a que se obtuvo la misma
tendencia tanto en machos como en hembras, se realizé el andlisis de las
poblaciones en conjunto, observandose el incremento de la poblacion CD11c-, el
cual no logra ser estadisticamente significativo, mientras que la disminucién de la

poblacién DC si es estadisticamente significativa.
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Figura 5. Andlisis de subpoblaciones celulares en cultivos de médula 6sea.
Se muestran las graficas de barras de las poblaciones CD11c-, Pre-DC (CD11c+
MHC 1I-) y DC (CD11c+ MHC lI+) cultivos de médula ésea de hembras (A),
machos (B) y en conjunto (C). Promedio de 5 experimentos, Hembras: WT (n = 6)

KO (n = 4), Machos WT (n = 2) KO (n = 2). Andlisis estadistico: Prueba T student
(p < 0.05).
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IX.Il. Maduraciéon de células dendriticas derivadas de médula 6sea

Al dia 5 de cultivo, se afiadié LPS (1ug/mL) para inducir la maduraciéon de
las DCs. Al dia 6, se recolectaron las células y se tifieron con los anticuerpos

contra CD11c, MHC II, CD80 y CD86.

En la Figura 6A se muestra la expresion de los marcadores CD80, CD86 y
MHCII en DCs (CD11c* MHCII") de hembras de 9 semanas de edad, en donde se
observa el incremento en la expresion de dichos marcadores en las células DC
maduras (mDC) Inha +/+ (azul) con respecto a las células DC inmaduras (iDC)
Inha +/+ (rojo) mientras que, en la parte de abajo, se observa que las células mDC
deficientes de Inhibina o no incrementan apropiadamente la expresion de los

marcadores.

En la Figura 6B se muestra la cuantificacion de la expresion de los
marcadores CD80, CD86 y MHCII expresado como incremento relativo respecto a
la expresién detectada en iDCs. Se puede observar que la expresion de los
marcadores se incrementa en las mDC Inha +/+ con respecto a las células
inmaduras, siendo estadisticamente significativo, lo que coincide con lo reportado
en la literatura en donde la expresion de MHCII, CD80 y CD86 se incrementa
después de la activacion de las células dendriticas. Por otro lado, se puede
observar que en las células deficientes de Inhibina no se presenta el mismo
incremento en la expresion de los marcadores, siendo significativamente menor en

comparacion con las mDC silvestres.
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Figura 6. BMDC Inha -/- de hembras son incapaces de incrementar la expresién CD80 y CD86 tras el estimulo con

LPS. Se muestran los histogramas (A) y graficas de barras (B) de la expresion de MHCII, CD80 y CD86 en DCs

(CD11c*MHCIHY) Inha +/+ e Inha -/- de ratones hembras. En rojo: DC inmaduras; en azul: DC maduras; en gris: Control

de tincién. Promedio de 3 experimentos, WT (n = 6) KO (n = 4). Analisis estadistico: Prueba T student (p < 0.05).
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En la Figura 7 se muestra el analisis realizado para las DCs derivadas de
médula 6sea de machos de 9 semanas, en donde se observa que las DCs de Inha
-/-, contrariamente a lo observado por las células derivadas de ratones hembras,
incrementan la expresiéon de MHCII, CD80 y CD86 después del estimulo de LPS

de la misma forma con que lo incrementan las DCs silvestres.
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Figura 7. BMDC Inha -/- de machos incrementan la expresion de CD80 y CD86 tras el estimulo con LPS. Se
muestran los histogramas (A) y gréficas de barras (B) de la expresion de MHCII, CD80 y CD86 en DCs (CD11c*MHCII®)
Inhae +/+ e Inha -/- de ratones machos. En rojo: DC inmaduras; en azul: DC maduras; en gris: Control de tincion.

Promedio de 2 experimentos, WT (n = 2) KO (n = 2).
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IX.Ill. Migracion in vitro de las células dendriticas

Se realizaron ensayos de quimiotaxis en respuesta a CCL19 ya que las
células dendriticas inmaduras expresan niveles bajos de CCR7, mientras que las

DCs maduras incrementan la expresion de este receptor de quimiocinas.

Se utilizaron las BMDCs inmaduras y maduras de ratones silvestres y
deficientes de Inhina a. En la Figura 8 se muestran las curvas obtenidas en
respuesta a CCL19 representadas como el indice de quimiotaxis, en donde se
puede observar una deficiencia de las células mBMDC KO de ratones hembras
para responder ante la quimiocina CCL19 en comparacion con sus similares
silvestres (Fig. 8A). Por el contrario, se observa que la quimiotaxis de células
mBMDC KO provenientes de ratones machos no se encuentra alterada en
comparacion con las células mBMDC silvestres (Fig. 8B), lo cual se relaciona con
el incremento en la expresion de moléculas coestimuladoras (CD80 y CD86)
sugiriendo que las células dendriticas derivadas de médula 6sea provenientes de

machos pueden madurar.
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Figura 8. Quimiotaxis en respuesta a CCL19 es deficiente en BMDC maduras
deficientes de Inhibina de hembras. Curva de quimiotaxis, representada como
indice de quimiotaxis, en respuesta a diferentes concentraciones de CCL19 de
mBMDC de hembras (A) y machos (B). Se muestra el promedio de ratones
hembras Inha +/+ (n=7), ratones hembras Inha -/- (n=6), ratones machos Inha +/+
(n=2), ratones machos Inha -/- (n=2). Analisis estadistico: Prueba T student (p <

0.05).
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IX.IV. Morfologia de las células dendriticas

Una de las consecuencias del proceso de maduracion de las DCs es el
cambio de morfologia. Este cambio es fundamental para permitir el proceso de
migracion de las células dendriticas hacia los ganglios linfaticos donde tendran un
papel crucial en activar a los linfocitos T virgenes para iniciar la respuesta
adaptativa. Por otro lado, la respuesta a quimiocinas, también induce vias de
sefalizacion que lleva a remodelamiento del citoesqueleto para poder sensar el
ligando y migrar en direccion al gradiente a través de la adquisicion de formas
migratorias. Para analizar la morfologia que presentan las DC, tanto maduras
como inmaduras, silvestres y deficientes de Inhibina, se realiz6 un analisis
microscoépico para observar la morfologia basal y las estructuras migratorias de las

células.

Las células fueron adheridas a una superficie cubierta con poli-L-lisina para
después ser estimuladas con la quimiocina CCL19 durante 5 minutos.
Posteriormente, se tifieron con faloidina-TRITC para observar F-actina (actina
polimerizada) y con anti-Tubulina-FITC para observar el citoesqueleto de tubulina.
Como se muestra en la figura 9, la morfologia de las BMDC inmaduras deficientes
de Inhibinas, tanto machos como hembras, se encuentra alterada ya que no se
observan los podosomas, caracterizada por la formacion de focos de adhesion
ricos en F-actina (Figura 9, flechas). Ademas, las mBMDC Inha -/- de hembras

mantienen la morfologia extendida y sitios de adhesion.
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Por el contrario, las mBMDC Inha -/- de machos adquieren la morfologia
redonda y con grandes dendritas caracteristica de las DC maduras silvestres.
Estas células muestran respuesta cuando son estimuladas con CCL19 ya que

presentan la formacion de lamelipodias (Figura 9, punta de flecha).

Figura 9. BMDC inmaduras deficientes de Inhibina no forma podosomas.
BMDC de ratones hembras (izquierda) y machos (derecha), ambos silvestres
(arriba) y deficientes de Inhibina (abajo) fueron estimuladas con CCL19
(300ng/mL) durante 5 minutos en una superficie con poli-L-lisina y tefiidas para
actina con faloidina-Tritc (rojo) y tubulina con anti-tubulina FITC (verde) para

microscopia de epifluorescencia. Flecha: podosomas, Punta de flecha: lamelas.
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XI. DISCUSION

Hasta el momento no se ha descrito la participacion de las Inhibinas en la
diferenciacion de las DCs; sin embargo, se sabe de la expresién de Activina por
parte de las células estromales en médula 6sea [34, 35] la cual puede estar
influenciando a los progenitores de tal manera que participara en la
hematopoyesis, tal es el caso de la eritropoyesis [36]. Considerando que las Pre-
DCs salen de la médula 6sea para poblar tejidos periféricos, el microambiente
especifico de dichos tejidos influencia el término de la diferenciacion de las DCs,
lo cual sugiere que en tejidos en donde se expresan tanto las Inhibinas como las
Activinas, como en el caso del Timo [28], éstas puedan participar en la

diferenciacion de las DCs.

En los resultados obtenidos en la derivacion de DCs in vitro, se observa
que, en ausencia de la Inhibina, la poblacién DCs (CD11c+ MHCII+) se encuentra
disminuida. Ademas, se observa un incremento en la poblacion CD11c-; sin
embargo, dicha poblacién se refiere a cualquier progenitor presente en cultivo
(CMP, MDP, CDP) por lo cual, resulta imposible dilucidar qué progenitor pudiera
estar incrementado. Para evaluar si existe una falta de diferenciacién a nivel de
progenitores que pudiera explicar la menor proporcion de DCs in vitro, se puede
evaluar la proporcibn de progenitores presentes en el cultivo mediante los
siguientes marcadores: c-Kit™ FIt3+ CX3;CR1- para identificar al CMP, c-Kit™ Flt3+
CX3CR1+ para MDP y c-Kit™® Flt3+ CX3CR1+ CD115+ para CDP [9]. Por otro lado,

la poblacién Pre-DCs (CD11c+ MHCII-) no se encuentra incrementada, sugiriendo
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que la diferenciacion de DCs hasta dicho estadio no se encuentra alterada en
ausencia de Inhibinas; sin embargo, la poblacion DC (CD1lc+ MHCII+) se
encuentra disminuida, indicando que hay un defecto en el paso Pre-DC a DC,
sugiriendo que la diferenciacion in vivo puede estar alterada en tejidos especificos.
Para evaluar lo anterior, es necesario analizar tanto los progenitores en médula
o0sea (CMP, MDP y CDP) como las subpoblaciones de DCs en diferentes tejidos

(bazo, ganglios linfaticos y piel) del raton deficiente de Inhibinas.

Durante la realizacién de los ensayos in vitro se pudo observar que existe
una diferencia clara en el proceso de maduracién entre células derivadas de

médula 6sea de ratones suficientes y deficientes de Inhibina a.

Por un lado, la maduracion de las BMDCs deficientes de Inhibina o de
ratones hembras se encuentra alterada en comparacion con la maduracion
observada para las BMDCs silvestres ya que, después del estimulo con LPS, son
incapaces de incrementar la expresion de MHCIlI y moléculas coestimuladoras
(CD80, CD86) al mismo nivel que las células silvestres. Ademas, la quimiotaxis en
respuesta a la quimiocina CCL19 en las células mBMDC Inha -/- se encuentra
abatida, lo cual sugiere que no se incrementa la expresion del receptor de
quimiocina CCR7 como se espera cuando la célula dendritica es madurada en
respuesta a un antigeno, aunque los niveles de CCR7 en superficie no fueron

evaluados.

Como se ha descrito que el ensamblaje de las Inhibinas (af) y Activinas

(BB) depende de la disponibilidad de las subunidades [37], y debido a que la linea
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del raton utilizada es deficiente de la subunidad o, hay mayor disponibilidad de
subunidades B, provocando mayor ensamblaje de subunidades b y, por tanto,
generando mas Activinas. De hecho, se ha reportado que los ratones deficientes
de Inhibina a incrementan los niveles de Activina en suero después de las 4
semanas de edad [33]. Puesto que nuestros estudios se realizaron en ratones de
9 semanas de edad, siendo esta la edad convencional (de 8-10 semanas) para los
ensayos de derivacion de médula Osea, una posible explicacion para la
deficiencia en la maduracién de BMDC Inha -/- es que las Activinas en suero

hayan afectado a dichas células.

La falta de maduracion en las BMDC Inha -/- de hembras correlaciona con
datos reportados en donde la Activina A impide la maduracion de DC derivadas de
monocitos humanos en respuesta al estimulo con CD40L, provocando una
disminucién en citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-6, IL-12, IL-10, IL-8, IP-10,
RANTES, MCP-1) [31, 32]; ademas, la Activina A puede actuar como regulador
negativo de la sefial mediada por NFKkB, y asi, generar una disminucion de los

mediadores proinflamatorios en respuesta a LPS (revisado en [38]).

De manera interesante, la maduracion de las BMDCs deficientes de
Inhibina o provenientes de ratones machos no se encuentra alterada en
comparacion con las células silvestres ya que, después de inducir la maduracion
con LPS, estas células son capaces de incrementar la expresion de MHCII, CD80

y CD86 al mismo nivel que las mBMDCs silvestres. Los ensayos de quimiotaxis
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concuerdan con los resultados obtenidos por citometria de flujo porque, en dichas

células, la respuesta quimiotactica hacia CCL19 no se encuentra alterada.

Si las Activinas se encuentran incrementadas tanto en machos como en
hembras Inha -/- entonces, ¢ por qué, en machos, la maduracion de BMDC con
LPS no esta afectada? Se sabe que la expresion de los subtipos de Inhibinas es
diferente entre machos y hembras murinos [39], expresandose en las hembras la
Inhibina A 'y B y en los machos la Inhibina B; por lo que, en ausencia de la
subunidad a, se incrementaran tanto la Activina A como la B en hembras mientras
que en machos habra un incremento importante de Activina B y por tanto, la
diferencia de maduracién entre BMDC deficientes de Inhibina o en machos y
hembras pudiera deberse a un efecto de la Activina A sobre las BMDC de
hembras Inha -/- puesto que se ha reportado que la Activina A tiene una potencia

mayor a nivel de transduccion de la sefial que la Activina B [40].

Con los datos mostrados hasta el momento, no podemos descartar la
participacion de las Activinas en la derivacion de células dendriticas ni en la
maduracidon ya que es necesario realizar ensayos utilizando folistatina, la cual se
une a la Activina blogueando la unién al receptor, y asi poder discernir el efecto de
las Inhibinas en ausencia de la posible influencia dada por el incremento de las
Activinas. Ademas, seria interesante evaluar la participacion de Inhibinas en
ensayos con otros sistemas de maduracion distintos al LPS como con anticuerpo
contra CD40 o con citocinas proinflamatorias ya que la respuesta de las DCs

depende del estimulo de maduracion.
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El cambio morfologico que se da en la transicion de las DCs inmaduras al
estadio maduro es muy importante para llevar a cabo eficientemente la
presentacion de antigeno [41]. Mientras que las células dendriticas inmaduras se
encuentran extendidas (“spreading”) y presentan estructuras caracteristicas
denominadas podosomas, las DCs maduras pierden dichas estructuras
volviéendose redondas y con dendritas largas y numerosas. En el analisis
microscopico se puede observar que las BMDC inmaduras Inha -/-, tanto de
hembras como de machos, presentan deficiencias en la formacion de los
podosomas, ya que una caracteristica distintiva de los podosomas es la
organizacion de los focos de adhesion casi geométrico, mientras que las células
derivadas de los ratones deficientes de Inhibina o presentan los contactos de
adhesion sin estructuracion y mas bien dispersos en toda la célula, lo cual sugiere
qgue las Inhibinas pueden estar involucradas en la diferenciacién apropiada de las

células dendriticas.

Los podosomas son estructuras importantes para las DCs inmaduras, ya
que puede formar extensiones que se introduzcan entre las células de los tejidos y
degraden la matriz extracelular para abrirse paso [15]. El hecho que las BMDC
Inha -/- no formen adecuadamente los podosomas puede derivar a que, in vivo,
las DCs no puedan accesar facilmente a los diferentes tejidos y que la distribucion
no sea la adecuada. Para demostrar lo anterior, podrian visualizarse por
inmunohistofluorescencia, marcando DCs y evaluar la distribucion in situ. Ademas,

se podrian hacer ensayos de migracién cutanea inducida por FITC, para
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cuantificar el numero de DC cutaneas que migraron a los ganglios linfaticos

drenantes por citometria de flujo.

En el caso de las mBMDC Inha -/- de hembras, éstas mantienen la
morfologia extendida caracteristica de una célula dendritica inmadura, apoyando
la idea que la maduracion de estas células se encuentra disminuida; sin embargo,
como se menciond anteriormente, se tiene que descartar la posible participacion
de las Activinas. Por el contrario, las BMDC deficientes de Inhibina de machos si
son capaces de modificar su morfologia igual a las mBMDC silvestres, lo que
podria indicar que en presencia de sefales inflamatorias las BMDC de machos
podrian madurar normalmente y tendrian la capacidad de estimular a linfocitos T

virgenes.
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XIL.

CONCLUSION

Las Inhibinas participan en la diferenciacion y en la maduracion de las

células dendriticas derivadas de médula 6sea de raton hembra.

XIIl.

PERSPECTIVAS

Realizar ensayos de migracion in vivo, tanto para las células silvestres y

deficientes de Inhibina de machos y hembras.

Evaluar la induccion de proliferacion de linfocitos T por medio de cultivos

con BMDC WT y KO.

Analizar la frecuencia de células dendriticas del ratén deficiente de Inhibina

en Organos linfaticos.

Analizar la poblacion células de Langerhans en secciones de epidérmis.

Evaluar la participacion de Activina en la maduracion de las DCs mediante

bloqueo con Folistatina en cultivos de BMDCs estimulados con LPS.
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