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RESUMEN

Los compuestos disruptores endocrinos (CDEs), como el bisfenol A
(BPA) son sustancias capaces de alterar el estado de equilibrio
hormonal, ya sea mimetizando o antagonizando su accidn, provocando
un desbalance. Este no es sélo hormonal, sino también inmunoldgico, ya
gue es bien conocido que las células del sistema inmune poseen
diferentes receptores hormonales, por lo que al ser expuestas a CDEs
también se pueden ver afectadas sus funciones. En el presente proyecto
se evalué la capacidad de fagocitosis y presentacién antigénica de
macréfagos, que fueron expuestos a BPA 0.1 pM durante su
diferenciacion de monocitos a macréfagos, en hembras y machos por
separado. Se determind la capacidad fagocitica tanto por microscopia
confocal como por citometria de flujo, sin encontrar diferencias
significativas en ambos casos. También se evallo, indirectamente, la
presentacién antigénica mediante la produccién de IFN-y por linfocitos T
CD4, encontrando un aumento que sélo es significativo en hombres
(P<0.05%). Finalmente, se determinaron los niveles de ER-a en
macroéfagos, sin encontrar diferencias en su expresion. En conclusién, al
diferenciar mocitos a macrofagos en presencia de BPA 0.1 uM, no se
encuentran diferencias en su capacidad fagocitica ni en la expresion de
ER-a tanto en hombres como en mujeres, pero aumenta ligeramente su

capacidad de presentacién antigénica, particularmente en hombres.
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INTRODUCCION.

Originalmente, se creia que los sistemas enddcrino, inmunoldgico y
neuronal eran entidades aisladas que se regian por si solas, sin
embargo, en los ultimos anos las investigaciones han comprobado que
en realidad estos tres sistemas son capaces de comunicarse y regularse
entre si (Besedovsky & Del-Rey, 1996). Dentro de esta red, el eje
inmuno-enddcrino se comunica por medio de citocinas (sistema

inmunoldgico) y hormonas (sistema endocrino) (Haddad et al., 2002).

Por un lado, dentro del sistema enddcrino, las hormonas esteroides
sexuales son sustancias producidas principalmente en las goénadas
(ovarios vy testiculos), las cuales llevan a cabo diferentes roles
fisioldgicos, tanto en la proliferacidon celular, diferenciacién, homeostasis
y funcion cerebral, entre otros (Camacho-Arroyo, 2002; Garcia-Gomez
et al.,, 2013). Se sabe que un fenotipo hembra estd caracterizado por
elevaciones ciclicas de estrdgenos y progesterona, mientras que un
fenotipo macho esta caracterizado por altas concentraciones de
andréogenos (De Ledn-Nava et al., 2006; Hernandez-Cervantes et al.,
2010). Ademas, se conoce que las mujeres son mas susceptibles a sufrir
enfermedades autoinmunes (De Ledn-Nava et al., 2006; Mor et al.,
2003), mientras que los hombres son mas susceptibles a infecciones
bacterianas y virales (Garcia-Gémez et al., 2013; Klein, 2000). Por lo
tanto, se han identificado a las hormonas como una de las causas del

dimorfismo sexual inmunitario

Ademas de las hormonas, existen los llamados compuestos disruptores
enddcrinos, que son sustancias capaces de alterar el estado de equilibrio
hormonal. El disruptor enddcrino mas conocido es el bisfenol A, el cual

se utiliza para la fabricacidon de numerosos articulos plasticos, el cual



entra al organismo al liberarse de su matriz plastica y entrar en contacto

con los alimentos y/o bebidas que ingerimos.

Por otra parte, los macrofagos son células del sistema inmune innato,
los cuales derivan de los monocitos circulantes en sangre que migran
hacia los tejidos y en donde llevan a cabo diferentes roles para
mantener la homeostasis del tejido (Duque-Correa & Rojas-Lépez,
2007). Dentro de sus principales funciones se encuentran la fagocitosis,
la produccién de citocinas y el procesamiento y presentacion antigénica,
por lo que se vuelven uno de los principales comunicadores entre la

inmunidad innata y la adaptativa.

Es bien conocido que las células del sistema inmune poseen receptores
hormonales (Munoz-Cruz et al., 2011), por lo tanto, las hormonas
sexuales pueden ejercer efectos sobre sus funciones. Asi, por ejemplo,
se conoce que bajas concentraciones de estradiol promueven la
produccion de citocinas pro-inflamatorias por parte de los macréfagos
(Marriot & Huet-Hudson, 2006; Chao et al., 1995).

De esta forma, al ser el bisfenol A un disruptor endécrino de caracter
estrogénico, puede también ejercer efectos sobre la funcion del
macréfago. Couleau y colaboradores descubrieron que el BPA disminuia
la capacidad fagocitica in vitro de macréfagos derivados de monocitos
de una linea celular de manera concentracién-dependiente (Couleau et
al., 2015). Pero poco se sabe de los efectos que tiene sobre su
capacidad de procesamiento y presentacion antigénica, ademas de que

no se han hecho investigaciones desde un enfoque dimérfico.



ANTECEDENTES.

HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES.

Las hormonas esteroides sexuales son sustancias quimicas lipidicas
formadas a partir del colesterol, producidas principalmente en las
gbénadas (ovarios y testiculos), la glandula adrenal, la placenta y el
sistema nervioso (Camacho-Arroyo, 2002; Gémez-Chang et al., 2012).
Estas hormonas llevan a cabo diferentes roles fisioldgicos, tanto en la
diferenciacion, el desarrollo, la proliferacion celular, apoptosis,
homeostasis y la funcién cerebral, entre otros (Garcia-Gémez et al.,
2013).

Dentro de estas sustancias, las mas importantes son el 17B-estradiol
(estrégeno), la progesterona (progestageno) vy la testosterona
(androgeno) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica de la testosterona, progesterona y estradiol. Tomado de

Camacho-Arroyo, 2002.

El 17B-estradiol (E2) es el estrogeno mas potente y la forma mas comun
en el organismo (De Ledn-Nava et al., 2006), seguido de la estrona v,
en menor cantidad, el estriol (Serrano et al., 2001) (Figura 2). El
estradiol es un regulador del crecimiento, diferenciacién y funcién de
una amplia variedad de tejidos, incluyendo los érganos reproductivos de
machos y hembras (Hall et al., 2001).
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Figura 2. Estructura de los estrogenos mas importantes en mamiferos. Tomada de
Serrano et al., 2001.

Dentro del grupo de las progestinas, la mas importante es la
progesterona, ya que esta hormona es esencial para el establecimiento

y mantenimiento del embarazo (De Ledn-Nava et al., 2006).

Por otro lado, los dos andrégenos mas importantes son la testosterona y
su metabolito, la dihidrotestosterona (DHT), los cuales son los
responsables del desarrollo del fenotipo macho durante la embriogénesis
y ayuda a la maduracion de dérganos sexuales masculinos durante la
pubertad (Marcos-Becerro, 2008; Keller et al., 1996; De Ledn-Nava et
al., 2006) asi como el mantenimiento de la espermatogénesis (Heinlein
& Chang, 2002).

RECEPTORES HORMONALES.

Para que una hormona pueda ejercer algun efecto sobre su célula o
tejido blanco, éstos deben poseer receptores para estas hormonas.
Dentro de los receptores hormonales a esteroides sexuales se
encuentran los receptores a estrégenos (ER, por sus siglas en inglés),
progesterona (PR) y andrégenos (AR). Estos receptores pertenecen a la
familia de receptores nucleares (NRs), los cuales son factores de
transcripcion ligando-dependientes, es decir, sdlo pueden ejercer su

accion sobre el DNA cuando se encuentran unidos a su ligando.



Estos receptores poseen tres dominios importantes (Figura 3):

> Dominio de unién al DNA (DBD): comprende la region C del

receptor y como su nombre lo dice, es el dominio que se une a
secuencias especificas del DNA. Este dominio es el mas
conservado entre los diferentes NRs.

Dominio de union a ligando (LBD): se localiza en el extremo
carboxilo terminal (regién E/F) del receptor. Es aqui donde se une
la hormona, por lo que es altamente especifico.

Dominios de transactivacion (AF-1 y AF-2): son esenciales para la
activacion de la transcripcién. El AF-1 se encuentra en la regién
A/B (extremo amino terminal), es independiente de ligando y es la
region menos conservada entre los NRs. El AF-2 se encuentra en

la zona E/F y es dependiente de ligando.

La region D o “bisagra” participa en la unién a proteinas inhibitorias,

como es el caso de la proteina chaperona de golpe de calor Hsp90.

Ligand binding
Dimerization

———
N-Cae [ ¢ o] e [F)-C
[}

AF-1 '—ﬁ AF-2

DNA binding

Figura 3. Estructura de los receptores nucleares. Tomado de Aranda & Pascual, 2001.

Una vez que se une a su ligando, el receptor se activa y se generan

cambios conformacionales, con lo que se libera de las proteinas

inhibitorias y se une a sus elementos de respuesta en el DNA, en las
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regiones reguladoras de genes blanco (Aranda & Pascual, 2001; Ortega-

Dominguez et al., 2015; Sanhueza & Valenzuela, 2006).

RECEPTOR A ESTROGENOS.

Existen dos isoformas del receptor a estrégenos, que son codificadas por
diferentes genes y en distintos cromosomas y cuya expresion depende
del tipo de tejido: el ER-a, el cual se expresa predominantemente en
utero, glandulas mamarias y hueso, y el ER-B que tiene acciones
predominantes en el sistema nervioso central (SNC) y el sistema
inmune. La internalizacién de ER al nucleo, al igual que PR y AR, tiene
dos mecanismos de accion (Figura 4). El mecanismo clasico o gendmico,
en el que, mediante una proteina chaperona, el estrogeno entra a la
célula blanco y tras unirse al ER que se encuentra en el citosol logra
entrar al nucleo y unirse a los genes blanco, promoviendo su
transcripcion. El mecanismo no gendmico involucra el receptor
membranal de ER (mER) o las proteinas GPR30, los cuales
desencadenan una cascada de senalizacién dentro de la célula, que de
igual manera culminan en su internalizacion en el nucleo de la célula,
union a genes blanco e induccion de la transcripcion (Coyoy et al.,
2016; Noriega-Reyes & Langley, 2008).

Py ) _
non-classical actions
A A | |

,\‘ PIBK/AKT, RAS/RAF/
. . CREB MAPK/ERK

Nucleus

& &
@ ER  ER
[— »
2 DI PD*
-,

< Transcription of E2 responsive genes
classical ER

Figura 4. Estradiol y receptor a estrogenos. Tomado de Coyoy et al., 2016.



Los estrégenos juegan un importante rol en el desarrollo vy
mantenimiento de funciones sexuales y reproductivas (Heldring et al.,
2007). Sin embargo, diversos estudios han demostrado que los
estrdgenos promueven el crecimiento de tumores mamarios en animales
e incrementan la proliferacion de células cancerosas humanas in vitro
(Céppola et al., 2005).

RECEPTOR A PROGESTERONA.

El receptor a progesterona fue el primero de los receptores nucleares en
el que se descubrido que existian dos isoformas: PR-A y PR-B. Estas
isoformas derivan de un mismo gen y se transcriben mediante splicing
alternativo, es decir, estan reguladas por regiones independientes
dentro del mismo promotor génico (Ellman et al., 2009), por lo que
poseen diferentes funciones (Yen et al., 2001; Mendoza, 2008; Tanos et
al., 2012). El PR-A es un represor dominante del PR-B, de una manera
especifica de célula y promotor (Cork et al., 2008) y se sabe que es la
isoforma necesaria para que se lleve a cabo la ovulacion (Marcos-
Becerro, 2008).

La progesterona, junto con los estrégenos, produce un endometrio
secretor para que se pueda llevar a cabo la gestacidon. En las glandulas
mamarias actua induciendo el desarrollo alveolar, preparandola para la
lactancia (Mendoza-Patino, 2008). Pero se ha demostrado que, a pesar
de que la progesterona es importante para el desarrollo de la glandula
mamaria, es también una via de riesgo para el desarrollo de cancer de
mama (Hilton et al., 2015).



RECEPTOR A ANDROGENOS.

El receptor a andrégenos (AR, por sus siglas en inglés) es un elemento
regulador y esencial en la funciéon y desarrollo reproductivo en machos,
incluyendo la espermatogénesis (Kriiger et al., 2008). Las dos isoformas
mas comunes son el AR-A y el AR-B, siendo la isoforma A (87 kDa) la
forma truncada de la forma B (110 kDa). Ambas isoformas se expresan
a lo largo de todo el organismo en gran variedad de tejidos, pero en
mayor concentracion en Organos sexuales accesorios masculinos
(vesiculas seminales y prostata) (Liegibel et al., 2003; Marcos-Becerro,
2008).

COMUNICACION INMUNO-ENDOCRINA.

Después de largos afos de investigacion, hoy en dia se sabe que el
sistema inmune, enddcrino y neuronal no son entidades aisladas, sino
gue son capaces de comunicarse y regularse entre ellas. Asi, las células
del sistema inmune, enddcrino y neuronal poseen receptores para
citocinas, hormonas, neurotransmisores y neuropéptidos, creando una
red de comunicacién en todo el organismo (Besedovsky & Del-Rey,
1996).

Dentro de esta red, el eje inmuno-enddcrino ha ido cobrando mayor
importancia, sobre todo en enfermedades autoinmunes. En este eje, la
comunicacién se da por medio de sus mediadores solubles: las citocinas

por parte del sistema inmune y las hormonas por el sistema enddcrino,



creando asi una comunicacién que es tanto directa como bidireccional
(Figura 5) (Besedovsky & Del-Rey, 1996; Haddad et al., 2002).

CITOCINAS

N

RifGN
Glanduta suprarrenal ' Estomago
r ’

Piel v’ Cerebro Higado
N
-~ e Py \\L.\
¥ g
. -t g Hipotilamo
2
(Rer: & LS Timo
Chindya Shindut
Ovario « Pancreas
Testiculo Tiroide
Paratiroide

HORMONAS

Figura 5. Comunicacion inmuno-enddcrina.

De esta forma, los productos de la respuesta inmune pueden afectar el
funcionamiento del sistema enddécrino, mientras que las hormonas
esteroides pueden modificar directamente la actividad de las células del

sistema inmune (D’Attilio et al., 2018).

DIMORFISMO SEXUAL.

Gracias a los largos afios de investigacion enfocados en el papel que
desempenfan las hormonas sexuales en el organismo, en la actualidad es
una herramienta clave en las investigaciones de ciertas enfermedades.

Estd establecido que, generalmente, el fenotipo hembra esta
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caracterizado por elevaciones ciclicas de estrégenos y progesterona,
mientras que un fenotipo macho se caracteriza por altos niveles de
androgenos (De Ledn-Nava et al., 2006; Hernandez-Cervantes et al.,
2010).

Por estas variaciones hormonales es cada vez mas comun encontrar
ciertas enfermedades que se presentan mayoritariamente en un género
gue en otro. Por ejemplo, el cancer de mama encabeza la lista de tipos
de cancer mas frecuentes alrededor del mundo entre el sexo femenino,
mientras que el cancer de pulmdn es el de mayor incidencia en el sexo
masculino (GCO, 2018).

DIMORFISMO SEXUAL INMUNITARIO.

Como se menciond anteriormente, las hormonas desempefan un rol
fundamental en la homeostasis del sistema endocrino. Pero, ademas, las
hormonas tienen un papel importante dentro del sistema inmune, ya
gue influyen en el transito celular, la proliferacion de linfocitos, la
expresion de receptores del complejo mayor de histocompatibilidad
clase II (MHC II) y la produccidon de citocinas (De Ledn-Nava et al.,
2006).

También se sabe que las mujeres tienen la capacidad de montar
mejores respuestas inmunes humorales y mediadas por células
(Ruggieri et al., 2016; Bhatia et al., 2014) que los hombres, esto
debido, en parte, a que los estrégenos estimulan la produccién de

inmunoglobulinas por células plasmaticas (Mirandola et al., 2015).

Las hormonas esteroides tienen la capacidad de alterar genes vy

comportamientos que influyen en la susceptibilidad a las infecciones

|10



(Klein, 2000). De este modo, se sabe que los humanos y animales con
fenotipo macho son mas susceptibles a infecciones parasitarias,
bacterianas y virales (Garcia-Goémez et al., 2013; Klein, 2000), mientras
gue las hembras son mas susceptibles a sufrir enfermedades
autoinmunes, sobre todo en la edad reproductiva (De Ledn-Nava et al.,
2006; Mor et al., 2003), tales como artritis reumatoide, esclerosis
multiple y lupus eritematoso sistémico (Jansson & Holmdahl, 1998;
Verthelyi et al., 2001).

A causa de estas diferencias es que las investigaciones actuales deben
basarse en el estudio de mujeres y hombres por separado, para
determinar si la respuesta hacia un mismo estimulo es igual entre
ambos sexos 0 se muestran diferencias que puedan ser de ayuda para
entender el desarrollo de ciertas enfermedades y poder desarrollar

inmunoterapias adecuadas a cada individuo (Capone et al., 2018).

COMPUESTOS DISRUPTORES ENDOCRINOS.

En los ultimos afios, se han ido asociando cada vez mas ciertas
enfermedades, sobre todo aquellas que incluyen alteraciones
enddcrinas, a la exposicion a compuestos disruptores enddécrinos. Estos
compuestos son capaces de alterar la homeostasis del sistema
enddcrino, al provocar un desequilibrio hormonal mediante diferentes

mecanismos de accion (Serrano et al., 2001).

Los compuestos disruptores enddcrinos (CDEs) son sustancias exdgenas
(naturales o sintéticas) que interrumpen las propiedades enddcrinas
habituales, ya sea imitando o bloqueando la accién de diferentes

hormonas, alterando el patron de sintesis y metabolismo hormonal y/o
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modificando los niveles de expresion de los receptores hormonales
(Rattan et al., 2017; Rogers et al., 2013; Serrano et al., 2001).

Estudios en animales han mostrado que los CDEs pueden afectar el
desarrollo sexual y la fertilidad, sobre todo cuando se estd expuesto en
etapas tempranas del desarrollo, como la etapa prenatal y neonatal
(Zawatski & Lee, 2013).

En la Tabla 1, Diamanti-Kandarakis y cols. enlistan algunos desérdenes
reproductivos en mujeres y hombres, en diferentes etapas del
desarrollo, que se asocian a la exposicion a compuestos disruptores
enddcrinos, tales como el bisfenol A, ftalatos y el dietiletilbestrol. Estos
desérdenes van desde el desencadenamiento de una pubertad

prematura, hasta el desarrollo de cancer en una etapa adulta.

Fetal/neonatal Prepubertal Pubertal Adult
Processes Intrauterine growth Adrenarche Gonadarche Spermatogenesis
Sexual differentiation Ovulation

Hormonal control of prostate,

breast, uterus, and

lactation
Male disorders  IUGR (15) Premature pubarche Small testes and high FSH (18) Oligospermia (14, 20
Cryptorchidism (14, 20)° Early puberty (25) Testicular cancer (14, 20)°
Hypospadias (14, 20)° Delayed puberty (25) Prostate hyperplasia (24)
Female disorders IUGR Premature thelarche (25) Secondary central precocious puberty Vaginal adenocarcinoma
(17, 27) (19, 28)
Peripheral precocious puberty PCOS (18, 25) Disorders of ovulation (29)
(17)
Premature pubarche (18) Delayed ovulatory cycles (17, 18) Benign breast disease (29, 31)

Breast cancer (30, 31)
Uterine fibroids (29)
Disturbed lactation (29)

2 Cryptorchidism, hypospadias, cligospermia and testicular cancer are four components of the "testicular dysgenesis syndrome” as a common entity.
Tabla 1. Dimorfismo sexual de los desdérdenes del sistema reproductivo humano en

diferentes etapas del desarrollo en donde intervienen los CDEs. Tomado de Diamanti-
Kandarakis et al., 20009.
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Ademas, se sabe que los CDEs pueden interferir con la respuesta de
defensa del sistema inmune contra patdgenos externos (Yeh et al.,
2010) y diferentes estudios han mostrado que estos quimicos afectan

directamente el sistema inmune innato (Couleau et al., 2015).

BISFENOL A.

El bisfenol A (BPA por sus siglas en inglés) es un compuesto organico
que contiene dos grupos hidroxilo en su estructura (Figura 6), lo que lo
hace similar al dietiletilbestrol, el cual es un estrégeno sintético muy
potente (Mlynarcikova et al., 2005; Dodds & Lawson, 1936), asi como al
estradiol. El BPA es un disruptor enddcrino, con actividad estrogénica
(Roberts, 2012): tiene la capacidad de unirse al ER-B y actuar como
agonista y puede actuar como agonista o antagonista del ER-a in vitro
(Rogers et al., 2013), pero en ambos casos se une con poca afinidad

(comparado con el estradiol).

 *
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Figura 6. Estructura quimica del bisfenol A (BPA)

El BPA es ampliamente usado en la industria manufacturera para la
produccion de plasticos de policarbonato y resinas epdxicas, por lo que
se encuentra en muchos productos de uso cotidiano, tales como
recipientes y botellas de plastico, en el recubrimiento de latas con
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alimentos, en papel térmico (usado para los tickets en supermercados),
biberones, juguetes e incluso selladores dentales. Este compuesto puede
liberarse de estos materiales cuando son expuestos a altas
temperaturas o condiciones acidas, provocando asi la exposicidon a este
compuesto (Palacios-Arreola et al., 2017; Qlong et al., 2017; Yeh et al.,
2010). Ademas, se sabe que el BPA puede absorberse por la piel,
respirarse en aire contaminado o ingiriéndolo en agua o comida
contaminada (Yeh et al., 2010; Neri et al., 2015).

De acuerdo con el Comité Cientifico de Alimentos (SCF por sus siglas en
inglés) de la Comisién Europea, el consumo diario tolerable de BPA es
de 10 upg/kg/dia, mientras que la EPA (Agencia de Proteccion Ambiental)
y la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos) en Estados
Unidos establecen un maximo aceptable o “dosis de referencia” de 50
hug/kg/dia como NOAEL (nivel sin efecto adverso observable) (BPA,
2019).

Diversos estudios han determinado la presencia de BPA en fluido
amniético humano, fluido folicular, semen, tejido placentario, sangre del
cordon umbilical y leche materna (Teixeira et al., 2016; Schonfelder et
al., 2002; Kuruto-Niwa et al., 2007; Ikezuki et al., 2002). Es decir, un
organismo puede entrar en contacto con esta sustancia desde etapas
criticas de su desarrollo, lo que puede afectarlo no sélo a corto plazo,
sino que los efectos negativos pueden hacerse notorios hasta la etapa

adulta.

EFECTOS DEL BPA EN LA SALUD.

Al ser un disruptor endocrino, el BPA ha sido asociado con desérdenes

reproductivos en ambos sexos. Por nombrar algunos ejemplos, en las
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mujeres se ha asociado con el desarrollo de la enfermedad de ovario
poliquistico y abortos espontaneos, mientras que en los hombres se ha
observado un conteo de esperma bajo y anormalidades en los genitales
(Fenichel et al., 2013; Rochester, 2013). Mlynarcikovd vy cols
demostraron que el BPA en rangos de concentracion de 107* g 107® M
inhibe la produccion de estradiol inducida por la hormona foliculo
estimulante (FSH) e incrementa la produccion de progesterona en
células porcinas de la granulosa ovarica después de 72 h de incubacién
(Mlynarcikova et al., 2005).

Pero, ademas, se ha vinculado al BPA con otras enfermedades tales
como la diabetes, la obesidad, enfermedades vasculares y respiratorias
e incluso con cancer de seno, enfermedades que son principales causas
de muerte a nivel mundial (Eladak et al, 2015; WHO, 2016).

En efecto, en los Ultimos afos el BPA se ha asociado con enfermedades
tales como la obesidad y el cancer. En un estudio in vivo, Palacios-
Arreola y cols. demostraron que la exposicion a una sola dosis de BPA
en ratones en etapa neonatal favorecia el desarrollo de tumores
mamarios en etapa adulta, inducidos con la linea celular 4T1, de mayor
peso y tamafo, cuando se comparaba con los ratones no expuestos
(Palacios-Arreola et al., 2017).

Al ser una sustancia lipofilica, se ha demostrado que el BPA tiene la
capacidad de acumularse en el tejido adiposo. La exposicion al BPA en
ratones en etapa fetal o perinatal ocasiona un incremento de peso en el
adulto, asociado a sindrome metabdlico (Fenichel et al., 2013). Ademas,
Hugo y cols. demostraron que a concentraciones de 0.1 y 1 nM el BPA
inhibia la liberacion de adiponectina por adipocitos, la cual es una
hormona necesaria para aumentar la sensibilidad a la insulina y reducir

la inflamaciéon (Hugo et al., 2008).
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MACROFAGOS: PRIMER LINEA DE DEFENSA DEL SISTEMA
INMUNE INNATO.

Los macroéfagos tisulares residen en casi todos los tejidos y son la forma
madura de los monocitos, los cuales circulan en la sangre y migran
continuamente hacia los tejidos, en donde se lleva a cabo su
diferenciacion. Son células que producen un gran niumero de sustancias,
entre ellas: citocinas, hormonas polipeptidicas, componentes del
complemento, factores de coagulacion, enzimas, inhibidores de enzimas,
proteinas de la matriz extracelular, proteinas acarreadoras y hormonas
de tipo esteroide (Nathan, 1987).

Esta estirpe celular pertenece al sistema fagocito mononuclear, los
cuales se generan en médula dsea a partir de células hematopoyéticas
pluripotenciales. Estas células pluripotenciales dan origen a los
progenitores mieloides comunes, que incluyen las unidades formadoras
de colonias granulo-monociticas (CFU-GM) y las unidades formadoras de
colonias monociticas (CFU-M) y después a monoblastos, promonocitos y
luego monocitos, los cuales salen de médula ésea y pasan a torrente
sanguineo, donde circulan continuamente hasta migrar a los tejidos,

donde ocurre la diferenciacion a macréfagos.

Toda esta ruta de diferenciacion esta influenciada por interleucina 3 (IL-
3), el factor estimulante de colonias de granulocito-macréfago (GM-CSF)
y el factor estimulante de colonias de macréfago (M-CSF) (Duque-
Correa & Rojas-Ldépez, 2007; Mayani et al., 2007).
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Figura 7. Sistema fagocito mononuclear. Tomado de Carr & Rodak, 2010.

La presencia de diferentes estimulos en el ambiente del tejido es el que
determinara la activacion o polarizacion de los macroéfagos,
influenciando asi su fenotipo y funciéon (Tabatabaei-Zayareh et al.,
2017). De este modo, dependiendo del ambiente en el que se
encuentren, los macréfagos pueden asumir una polarizacién ya sea de

tipo M1 (activados clasicamente) o M2 (activados alternativamente).

Los macréfagos M1 son activados por IL-12 e IFN-y y son generalmente
pro-inflamatorios, en funcién de la produccién de citocinas tales como
IL-1, IL-6, TNF-a e iNOS, asi como mostrar un aumento en la expresién
de MHC-II, CD86 (molécula coestimuladora) y en la presentacién
antigénica (asociada con células Thl), por lo que se ve aumentada su
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capacidad de matar microorganismos intracelulares. En contraste, los
macrofagos M2 son estimulados por IL-4, IL-13, IL-21 e IL-33 y se
asocian a respuestas anti-inflamatorias al producir sustancias como IL-
10 y TGF-B e inhibir la produccién de IFN-y (Kou et al., 2015; Duque-
Correa & Rojas-Lépez, 2007; Mosser & Edwards, 2008; Solis-Martinez et
al., 2015).

Una vez diferenciados, los macrofagos llevan a cabo funciones
especializadas en el tejido donde se encuentran. Su principal funcién
incluye el mantenimiento de la homeostasis tisular (eliminan células
muertas y restos celulares y secretan factores de crecimiento, proteinas
de la matriz extracelular, etc.) y la respuesta hacia microorganismos, ya
que median la respuesta inmune innata y contribuyen a la inmunidad
adaptativa a través del procesamiento y presentacion de antigeno
(células presentadoras de antigeno o CPA), expresion de moléculas
coestimuladoras y produccién de citocinas (Duque-Correa & Rojas-
Lopez, 2007).

FUNCIONES E IMPORTANCIA DE LOS MACROFAGOS.

FAGOCITOSIS.

La fagocitosis es un proceso mediante el cual algunas células pueden
reconocer e internalizar particulas de 1 pm de didmetro o mayores
(Greenberg & Grinstein, 2002; Jutras & Desjardins, 2005) y de este
modo degradan células muertas y agentes infecciosos tales como
bacterias (Aderem & Underhill, 1999).
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En este proceso, los patégenos son rodeados por la membrana de
fagocitos, como los macréfagos, y luego internalizados en una vesicula
conocida como fagosoma. A continuacién, el fagosoma se acidifica y se
fusiona con el lisosoma, formando asi el fagolisosoma, liberando el

contenido lisosdmico, con el cual se puede atacar al patdégeno.

Este proceso de fagocitosis puede incluir inicialmente el proceso
conocido como opsonizacion, en el cual los patégenos son reconocidos y
rodeados por proteinas, como el factor C3b del complemento o
anticuerpos IgG, con lo cual se favorece y potencia la fagocitosis (Figura
8) (Rojas-Espinoza, 2001; Murray & Wynn, 2011).

Figura 8. Unidn de macréfagos a patégenos mediante reconocimiento de C3b y Fcy.

Tomado de Gonzdlez-Lara & Marin-Jiménez, 2006.

PROCESAMIENTO Y PRESENTACION ANTIGENICA.

Una vez que los macroéfagos han fagocitado a su blanco, es momento de

llevar a cabo el procesamiento y su posterior presentacion de antigenos.

Existen algunas clases de agentes patdgenos, como Mycobacterium
tuberculosis, que se replican dentro de vesiculas intracelulares. Una vez

que los macréfagos se han activado, dentro de estas vesiculas las
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proteinas de los patdgenos son reducidas y degradadas por proteasas,
produciendo fragmentos peptidicos, los cuales se unen a moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase II (MHC II, por sus siglas

en inglés).

Las moléculas del MHC II se encuentran ancladas al reticulo
endoplasmico de las células presentadoras de antigeno, unidos a la
molécula llamada cadena invariable o cadena li (generalmente se
encuentran como complejos formados por tres moléculas de MHCII con
su respectiva cadena li). Esta ultima molécula bloquea el sitio de
interaccion del MHCII con el péptido microbiano. Los complejos MHC II-
cadena li son empacados en el aparato de Golgi en vesiculas que
posteriormente se fusionaran con el fagolisosoma que contiene los
péptidos microbianos. Las proteasas presentes en el fagolisosoma
remueven la cadena li, dejando un pequefio fragmento peptidico en el
sitio de union del MHC con el péptido microbiano, llamado CLIP. Este
CLIP es removido por la molécula HLA-DM, por la que tiene mayor
afinidad. Asi, el péptido microbiano puede unirse al MHC II (Figura 9)
(Rojas-Espinoza, 2001; Murphy et al., 2009; Hiltbold & Roche, 2002).

De esta forma los fragmentos peptidicos son llevados a la superficie
celular, donde son reconocidos por los linfocitos T cooperadores,

mediante el receptor de células T (TCR).
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Figura 9. Procesamiento y presentacion antigénica por medio del MHC clase II. 1) Las
cadenas a y B del MHC II se ensamblan en el reticulo endoplasmico (ER) junto con la
cadena invariable (li) y se empacan en vesiculas en el aparato de Golgi. 2) El complejo
MHC II-li se fusiona con el fagolisosoma. 3) Las proteasas degradan tanto a la proteina
fagocitada como a la cadena li, dejando al péptido CLIP. 4) El CLIP es removido gracias
a que tiene mayor afinidad por la molécula HLA-DM. 5) El complejo MHC II-péptido
microbiano sale a la superficie celular para presentar el antigeno a las células T.
Tomado de Neefjes et. al., 2011.
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EXPRESION DE RECEPTORES HORMONALES EN MACROFAGOS Y SU
FUNCION.

Esta establecido que los macrdéfagos son capaces de expresar ER (a vy
B), PR y AR. El efecto que los esteroides sexuales puedan tener sobre
los macréfagos depende de la concentracién, el tipo de esteroides y el
contexto en el que los macréfagos sean estudiados (Mufoz-Cruz et al.,
2011; Klein et al., 2015).

Ya que los macrofagos expresan receptores a estréogenos, existe
evidencia que sugiere que los estrogenos pueden alterar sus funciones
de una manera dosis-dependiente (Marriott & Huet-Hudson, 2006). Asi,
por ejemplo, se ha reportado que dosis bajas de estrégenos aumentan
la produccién de TNF-a e IL-6 por esta estirpe celular, citocinas que son
pro-inflamatorias (Marriot & Huet-Hudson, 2006; Chao et al., 1995),
estimulan la secrecién de dxido nitrico (Chao et al., 2000) y favorecen la
polarizaciéon de linfocitos T hacia un fenotipo Th1l, asociado con un

incremento en la produccion de IFN-y (Capone et al., 2018).

MACROFAGOS Y BPA.

En lo referente a la relacidon entre el BPA y los macrofagos, existe basta
literatura acerca de cémo el BPA puede afectar las funciones de los

macréfagos de manera concentracidon-dependiente.

Por un lado, Byun y colaboradores demostraron que el BPA disminuia la
actividad de los macréfagos murinos tanto in vitro como ex vivo (Byun
et al., 2005). Couleau y colaboradores demostraron que el BPA

disminuia la capacidad fagocitica de macroéfagos derivados de monocitos
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de la linea celular THP-1, de manera concentracidn-dependiente
(Couleau et al., 2015). Yoshitake y colaboradores demostraron que a
una concentracién de 25 pM, el BPA suprime la produccién de oxido
nitrico (NO) inducida por LPS (Yoshitake et al., 2008)

Por otro lado, en un estudio in vitro con una linea celular de macréfagos
de ratdon, se obtuvo que el analogo bisfenol A-glicidil-metacrilato era
capaz de regular positivamente los niveles de moléculas de superficie
tales como CD40, CD80 y MHC-II, que son muy importantes para la

coestimulacion y la presentacidon antigénica (Kuan et al., 2012).

Pero poco se sabe acerca de como el BPA puede afectar la capacidad de
presentacién antigénica de los macrofagos, ni tampoco se han hecho

estudios comparando la respuesta entre hombres y mujeres.

RETO ANTIGENICO: Mycobacterium tuberculosis.

TUBERCULOSIS A NIVEL MUNDIAL.

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, principalmente pulmonar,
aunque existe la posibilidad de afectar otros 6rganos (Casanova & Abel,
2002) y es una de las 10 principales causas de muerte alrededor del

mundo.

Se estima que, en 2017, alrededor de 10 millones de personas en todo
el mundo desarrollaron la enfermedad; de los cuales 5.8 millones fueron
hombres, 3.2 millones mujeres y 1 milldn nifos (Figura 10) (WHO,
2018).

|23



MNatided cases by age group and sex, 2017

—
|
(|
|
m_ | mm
(B
-l

I I I
400 000 0 400 000 00D 0DD 1200000

. Females . Males El Incidence

Figura 10. NUumero de casos de TB notificados en 2017 a nivel mundial, agrupados
por edad y sexo. WHO, 2018.

Por lo tanto, se hace evidente que los casos notificados de tuberculosis
son mayores en hombres que en mujeres, en todas las regiones del
mundo (Klein, 2000; Garcia-Gémez et al., 2013). Ademas, se han
mostrado evidencias que sugieren que el efecto protector de la vacuna
BCG (Bacillus Calmette-Guerin) a largo plazo es mayor en mujeres que
en hombres (Klein et al., 2015).

RESPUESTA INMUNE HACIA LA TUBERCULOSIS.

Los macréfagos son la primer linea de defensa con la que M.
tuberculosis se enfrenta al ingresar a un organismo. Como se ha
mencionado anteriormente, los macroéfagos reconocen un
microorganismo, en este caso a M. tuberculosis, lo fagocitan, degradan
sus proteinas, las procesan para poder anclarlas al MHC II y de esta

forma presentar sus antigenos a los linfocitos T.
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Los linfocitos T CD4+, al igual que los macrofagos, son importantes para
el control de la infeccion por M. tuberculosis (Bozzano et al.,2014).
Estos linfocitos son activados cuando las células presentadoras de
antigeno procesan y presentan el antigeno micobacteriano en moléculas
MHC clase II (Pai et al., 2003; Torres et al., 2006). Una vez activados,
gracias a los antigenos presentados por los macréfagos, los linfocitos T
CD4 producen interferén gamma (IFN-y) el cual a su vez activara al
macrofago para perfeccionar sus capacidades microbicidas (Figura 11),
aumentar su expresion de MHC II y por ende aumentar la presentacién
antigénica (Duque-Correa & Rojas-Lopez, 2007). Cabe mencionar que se
ha demostrado que la tuberculosis se agrava en personas portadoras del
virus de inmunodeficiencia humana (HIV) (WHO, 2018). Esto se debe a
gue las personas con HIV disminuyen su concentracién de linfocitos T
CD4+, los cuales se ha dicho que son importantes para contener la

infeccidon por Mycobacterium tuberculosis (Strickland et al., 2017).

Asi, los macrdéfagos activados por IFN-y ven incrementada su capacidad
para matar microorganismos, sobre todo los de vida intracelular, tales
como M. tuberculosis (Rojas-Espinoza, 2001), por lo que es una citocina
clave en la inmunidad contra micobacterias (Casanova & Abel, 2002).
Estudios recientes han demostrado que ratones deficientes en Ia
sefializacion del IFN-y son altamente susceptibles a infecciones por M.
tuberculosis (Sakai et al., 2014).
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Figura 11. Activacion del macrofago mediante el IFN-y producido por células Thi.
Tomado de Mosser & Edwards, 2008.

Debido a que los macrofagos juegan un rol clave en el control de
infecciones, por ser ellos los primeros en estar en contacto con los
patogenos y ser el link entre la inmunidad innata y la adaptativa, es de
gran importancia conocer el efecto que podria tener un potente

disruptor endécrino, como lo es el bisfenol A, sobre esta estirpe celular.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Dado el gran impacto que tienen los compuestos disruptores endécrinos
(CDEs) sobre la salud, asi como el dimorfismo sexual en Ia
susceptibilidad a enfermedades; y el importante papel que desempenan
los macréfagos tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa, es

de gran relevancia el estudio de los efectos que tiene el bisfenol A (BPA)
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sobre esta estirpe celular del sistema inmune, tanto en mujeres como

en hombres.

PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Qué efecto tendra la presencia de BPA durante la diferenciacion de
monocitos a macréfagos, sobre su capacidad fagocitica y de
procesamiento y presentacion de antigenos micobacterianos, en un

contexto dimorfico?

HIPOTESIS.

El tratamiento con bisfenol A disminuira la capacidad fagocitica y de

presentacidn antigénica del macréfago.

OBJETIVOS.

Objetivo General.

Evaluar la capacidad fagocitica y de procesamiento y presentacién
antigénica de macréfagos derivados de monocitos humanos que han

sido expuestos a BPA durante su diferenciacion.
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Objetivos Particulares.

e Calcular el porcentaje de células fagociticas, de hombres vy
mujeres, expuestas a medio o BPA, mediante la observacion de
micobacterias fluorescentes por microscopia confocal.

e Evaluar la capacidad fagocitica de macrofagos derivados de
monocitos de hombres y mujeres, expuestos a medio o BPA,
mediante la intensidad media de fluorescencia de micobacterias
fluorescentes, por citometria de flujo.

e Determinar, indirectamente, la capacidad de presentacion
antigénica de macroéfagos derivados de monocitos de hombres vy
mujeres, expuestos a medio o BPA, mediante la cuantificacién de
IFN-y secretado por linfocitos T CD4+ autdlogos, por el método
ELISA.

e Analizar la expresion relativa del receptor a estrégenos alfa (ER-a)
en macrofagos de hombres y mujeres, expuestos a medio o BPA,

mediante citometria de flujo.

METODOS.

Obtencién de células mononucleares de sangre periférica humana.

Para la obtencién de células mononucleares de sangre periférica humana
(PBMCs) se diluyeron 20 ml de sangre heparinizada 1:1 con medio de
cultivo RPMI. Las células se centrifugaron sobre un gradiente de

densidad generado por 10 ml de Ficoll a 1500 rpm por 45 minutos a
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temperatura ambiente. Se recuperaron las células mononucleares de la
interfase con ayuda de una pipeta pasteur. Se lavaron con 50 ml de
RPMI, centrifugando a 1200 rpm por 10 minutos. Se dejaron 5 minutos
a temperatura ambiente con 5 ml de buffer de lisis de eritrocitos (150
mM NH,Cl, 10 mM KHCO;, 0.1 mM EDTA). Se lavaron con 50 ml de PBS
1X, centrifugando a 1200 rpm por 10 minutos. Se contaron las células

en camara de Neubauer en azul tripano (dilucién 1:4).

Cultivo celular y diferenciacion.

Células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) fueron
aisladas de sangre total donada por voluntarios sanos, por
centrifugacién de densidad utilizando el kit de Ficoll. Para diferenciar las
PBMC en macrofagos derivados de monocitos (MDM), las células fueron
incubadas en medio RPMI en placa de 24 pozos. Después de 1 hora de
incubacidon a 37° C, las células no adheridas fueron removidas y las
células adheridas fueron cultivadas en medio RPMI con suero fetal
bovino al 10%, con o sin BPA (0.1 uM) o vehiculo (EtOH 1%), durante 7
dias a 37° C. Durante este tiempo, los monocitos se diferencian a
macréfagos derivados de monocitos (Dodd et al., 2016; Bobadilla et al.,
2012).

Infeccion con M. tuberculosis H37Ra.

M. tuberculosis se transformd con el plasmido pCherry8 mediante
electroporacién. La concentracién de bacterias fue determinada
mediante unidades formadoras de colonias (UFC) en placas Middlebrook
7H9 agar, suplementado con OADC, Tween-80 al 0.05% y 50 ug/mL de
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higromicina B. Se obtuvo un lote “stock” de bacterias a 2.8x1o®

bacterias/mL.

Antes de infectar a las células, la suspension patrén de micobacterias se
centrifugd para eliminar el medio y se resuspendioé el botdon bacteriano
en medio RPMI suplementado con 10% de SFB para promover la
fagocitosis. Se pasdé la suspensién 10 veces a través de una aguja del
nimero 27 (0.44 mm didmetro) para disgregar las bacterias y se

centrifugaron a 1200 rpm por 5 minutos.

El sobrenadante se utilizd6 para infectar a las células a un MOI 1:10
(Macréfago-bacteria) durante 1 hora a 37° C. Posterior a la hora de
infeccion, se detuvo el proceso colocando la placa sobre hielo y se
eliminaron las bacterias no fagocitadas con lavados de PBS frio. Se
dejaron 1 h a 37°C en medio completo y se fijaron con
paraformaldehido al 1% durante 15 min a temperatura ambiente. Se

hizo un lavado con PBS y se dejo en medio completo a -20°C.

Microscopia confocal.

Se obtuvieron PBMCs de donadores sanos y se aislaron monocitos
mediante adherencia a placas de 24 pozos con cubreobjetos,
previamente tratados con L-Lisina. Los monocitos se diferenciaron a
macréfagos mediante adherencia durante 7 dias a 37° C, en presencia
de medio, etanol (1%) o BPA (0.1 uM). Una vez pasado el tiempo de
diferenciacion, se hizo la infeccion con M. tuberculosis H37Ra
expresando la proteina fluorescente mCherry, como se describi
anteriormente. Posteriormente, se retiré el medio a las células y se
dejaron en PBS durante 10 min. Se retir6 el PBS, se sacaron los

cubreobjetos de las placas y se colocaron sobre parafilm. Después, se
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colocaron los cubreobjetos “boca abajo” portaobjetos que previamente
se lavaron, se marcaron y se les colocd aprox. 4 pL de liguido de
montaje (por cada cubreobjeto). Se dejaron 24 horas a temperatura

ambiente y posteriormente se leyeron en el microscopio confocal.

Obtenciéon de linfocitos T CD4+ autdlogos especificos para M.

tuberculosis.

Se generaron a partir de sangre periférica de donadores sanos. Las
PBMCs se estimularon en placa de 24 pozos con M. tuberculosis H37Ra
con un indice de multiplicidad de infeccién (MOI) 1:10. El cultivo se
suplementé con 50 U/ml de IL-2 los dias 3, 5 y 7. Después de este
tiempo, las células T CD4+ se seleccionaron positivamente con perlas

inmunomagnéticas.

Se resuspendieron en 80 pL de buffer de Miltenyi (PBS pH 7.2, 0.5% de
BSA, 2 mM de EDTA) por cada 107 células y se agregaron 20 yL de CD4
microbeads por cada 107 células, se mezclaron y se incubaron por 15
minutos a 4° C. Al terminar la incubacién se lavaron afiadiendo 1-2 mL
de buffer de Miltenyi por cada 107 PBMC, centrifugando a 300 g por 10

minutos y se resuspendieron en 500 pL de buffer de Miltenyi.

La separacidn magnética se hizo en la columna MACS MS, se coloco en
el separador y se agregé 1 ml de buffer de Miltenyi. Se agregaron los
500 pL de la suspensiodn celular a la columna, se colectaron las células
no marcadas, se lavd con buffer de Miltenyi (500 pL por tres veces), se
retird la columna del separador magnético y se colocd en un tubo falcon
de 15 ml. Se agregdé 1 ml de buffer de Miltenyi y se empujo el émbolo
en la columna para obtener los linfocitos T CD4+. Se dejaron 48 horas

en cultivo con medio completo suplementado con 25 U/ml de IL-2.
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Ensayo de presentacion antigénica.

Se cultivaron 1.5x10° macréfagos con 5x10* |infocitos T CD4+ por pozo
durante 48 horas. Producto del procesamiento antigénico se formaron
los complejos péptidos bacterianos-MHC-II y se determind la produccién
de IFN-y por parte de los linfocitos T CD4+ como medida indirecta de
presentacion antigénica, mediante el método ELISA MAX Standard Set
(Biolegend, San Diego CA).

Expresidon de ER-a.

Se recuperaron los macréfagos en tubos para citometria y se fijaron en
paraformaldehido al 2%. Se incubaron 30 minutos en metanol frio, se
realizaron 3 lavados con buffer de FACS y se resuspendieron en 50 pL
de anticuerpo primario. Después de 20 minutos de incubacion, se
lavaron y se resuspendieron en la misma cantidad de anticuerpo
secundario. Se resuspendieron en 400 pL de buffer de FACS para su

lectura en el citobmetro de flujo.

RESULTADOS.

Fagocitosis por microscopia confocal.
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B Mtb Cherry Macrofagos

Control
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Figura 1. Macrofagos fagocitando micobacterias, observado por microscopio
confocal. Macréfagos infectados con micobacterias fluoresccentes, observados por
microscopio confocal. En A se observan las muestras pertenecientes a donadores
hombres y en B a donadoras mujeres. Las figuras son representativas de al menos

cuatro experimentos independientes.
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Figura 2. Porcentaje de fagocitosis por microscopia confocal. Porcentaje de
macrofagos, expuestos a medio o BPA (0.1 uM), que fagocitan micobacterias
fluorescentes, observadas mediante microscopia confocal, calculado mediante el total
de células con bacteria/total de células observadas por campo (n=4 para hombres y
n=5 para mujeres). Los datos representan la media de al menos cuatro experimentos

independientes y las barras de error la desviacion estandar.

Para evaluar la capacidad fagocitica de los macréfagos expuestos o no a
BPA, se determind semi-cuantitativamente el porcentaje de fagocitosis,
mediante el conteo de macréfagos que contenian micobacterias
fluorescentes con respecto a los que no presentaban micobacteria. En la
Figura 1 se pueden observar imagenes representativas de la microscopia
confocal, haciendo la co-localizacién de la bacteria dentro de los
macrofagos. En la Figura 2 se encuentra el porcentaje basado en el
conteo de macréfagos sin bacterias contra los macréfagos con bacteria.
Los resultados no muestran diferencias significativas en el porcentaje de
fagocitosis de células expuestas a BPA con respecto a las no expuestas,

ni entre sexos.
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Fagocitosis por citometria de flujo.
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Figura 4. Fagocitosis por citometria de flujo. indice de fagocitosis por citometria
de flujo de macrofagos infectados con micobacteria fluorescente, expuestos a medio o
BPA 0.1 uM, calculado por la intensidad media de fluorescencia del control sin tefiir.
IndFag= Mediana de Fpyedio o Bpa/ Mediana de Fsinpacteria (N=4 para hombres y n=5 para
mujeres). Los datos representan la media de al menos cuatro experimentos

independientes y las barras de error la desviacion estandar.

Continuando con la determinacion de la capacidad fagocitica de los
macréfagos, se realizé también el andlisis de bacterias fluorescentes
fagocitadas, mediante citometria de flujo. Como lo muestran los
resultados de la Figura 4, no hay diferencias significativas entre
tratamientos ni entre sexos, en la capacidad fagocitica de los

macrofagos expuestos a BPA.
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Medicion de IFN-y por el método ELISA.
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Figura 5. Concentracion del IFN-y producido por linfocitos T CD4 autdlogos
especificos para M. tuberculosis. IFN-y producido por linfocitos T CD4 autdlogos
especificos para M. tuberculosis, separados por sexo, en presencia de macréfagos
derivados de monocitos expuestos a medio (intactas) o al vehiculo (EtOH) o BPA (0.1
HMM). Los datos representan la media de tres experimentos independientes y las barras

de error la desviacién estandar. *p<0.05 (n=3).

Con el propésito de determinar la capacidad de procesamiento y
presentacidon antigénica de los macréfagos, se midié la concentracion de
IFN-y producido por linfocitos T CD4+ especificos para M. tuberculosis,
los cuales estuvieron en co-cultivo con los macroéfagos derivados de
monocitos que estuvieron expuestos al BPA, y esto se asocié como una
medida indirecta de la presentacidon antigénica. Tal como se muestran
los resultados de la Figura 5, en este experimento si podemos observar

un aumento en la producciéon de IFN-y en el tratamiento con BPA

[37



comparado con las células intactas, aunque este aumento sélo es

significativo en el caso de los hombres.

Expresion de ER-a
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Figura 6. Expresion de ER-a en macrofagos expuestos a BPA. Expresion relativa
del receptor a estrogenos (ER-a) en macrofagos diferenciados, separados por sexo, en
presencia de medio o BPA (0.1 pM) calculada por el cambio de intensidad media de
fluorescencia del control secundario. ExpRel= Mediana de Fmedio o Bra/ Mediana de
Fcontroisec: (N=3 para hombres y n=4 para mujeres). Los datos representan la media de
al menos tres experimentos independientes y las barras de error la desviacion

estandar.

Finalmente, con el objetivo de evaluar si el BPA afecta la expresion de
receptores a estrégenos en los macréfagos, se midié la expresion
relativa del ER-a. En este caso, podemos notar que no se observan
diferencias significativas entre tratamientos, tanto en hombres como en

mujeres, en la expresion relativa del ER-a de MDM expuestos a BPA.
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DISCUSION.

En el presente trabajo se buscé evaluar algunas funciones de
macrofagos derivados de monocitos que han sido expuestos a BPA
durante su diferenciacion, todo esto bajo un contexto dimorfico, es

decir, tanto de hombres y mujeres.

Para evaluar la capacidad fagocitica, se realizaron observaciones vy
cuantificaciones por microscopia confocal (Fig. 1 y 2) y por citometria de
flujo (Fig. 3), utilizando la primer técnica como medida semi-cuantitativa
y la segunda técnica completamente cuantitativa. Mediante Ia
microscopia confocal se logré obtener, semi-cuantitativamente, el
porcentaje de macréfagos que fagocitaban a las bacterias fluorescentes,
sin obtener diferencias en la capacidad fagocitica de macroéfagos
expuestos a BPA. Mediante la citometria de flujo se logré conocer de
manera cuantitativa el porcentaje de macrofagos que fagocitaban y qué
tanto fagocitaban estos macréfagos. En ambos casos, no se observaron
diferencias significativas en cuanto a la capacidad fagocitica de los
macroéfagos derivados de monocitos expuestos a BPA 0.1 uM. Estos
resultados no concuerdan, por ejemplo, con los obtenidos por Couleau y
cols. los cuales observan una disminucién en la capacidad de fagocitosis
hasta de 20% a la misma concentracion de BPA (Couleau et al., 2015).
Estas diferencias se pueden atribuir a que el contexto en que las células
son tratadas no es el mismo. Por ejemplo, en este caso se utilizd un
cultivo primario de células humanas y se coloc6 el compuesto durante el
periodo de diferenciacion de monocitos a macréfagos. Mientras que, en
el ensayo citado, los autores utilizan una linea celular de monocitos
derivados de una leucemia monocitica aguda (THP-1) y colocan el BPA
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durante un periodo de 24 hrs., una vez que ya diferenciaron los

monocitos a macréfagos mediante la estimulacion con PMA (48 hrs).

Ademas, como se mencioné anteriormente, el IFN-y producido por los
linfocitos T CD4 en respuesta al antigeno presentado por los macréfagos
es crucial para combatir la infeccién por M. tuberculosis. Su importancia
radica en que tiene la capacidad de potenciar la actividad microbicida de
los macréfagos. En el presente trabajo se determind la concentracion de
IFN-y producido por linfocitos T CD4+ especificos para M. tuberculosis,
como medida indirecta de la presentacion antigénica (a mayor
produccion de esta citocina, mayor presentacion antigénica) y se
observd un ligero aumento en la produccién de esta citocina por células
expuestas a BPA en comparacién con las células no expuestas, aunque
estadisticamente este aumento sélo es significativo en el caso de los
hombres (Fig. 4).

Esto podria significar que el tratamiento con BPA 0.1 uM durante la
diferenciacion de monocitos a macréfagos aumenta la produccion de
IFN-y por parte de los linfocitos T CD4+ especificos para M. tuberculosis
y de esta forma podria potenciar la actividad microbicida de los
macréfagos in vitro, aunque esto ultimo debe corroborarse en ensayos
posteriores. Para saber si el IFN-y esta actuando correctamente en los
macréfagos, puede medirse los niveles de iNOS, la cual produce éxido
nitrico (NO), sustancia que esta relacionada con el aumento de actividad

bactericida en macréfagos (Braverman & Stanley, 2017).

Por otra parte, los esteroides sexuales y, por ende, los compuestos
disruptores enddcrinos pueden alterar los niveles de expresion de los
receptores hormonales. Mor y cols. determinaron que en macréfagos se
expresa mayoritariamente ER-a (Mor et al., 2003), por lo que nos

propusimos determinar el nivel de expresion de esta isoforma.
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Los resultados obtenidos nos indican que, al ser expuestos al BPA
durante el proceso de maduracién de monocitos a macroéfagos, estos
ultimos no presentan una alteracidn en los niveles de expresion relativa
del ER-a in vitro, comparandose con las células no expuestas, tanto en
hombres como en mujeres (Fig. 5). Esto concuerda con los datos
mostrados por Couleau y colaboradores, los cuales muestran que el
tratamiento con BPA no modifica los niveles de expresion de ER, aunque
es cierto que, como se menciond anteriormente, el contexto en que las
células fueron tratadas es diferente. Algo que se plantea hacer en
experimentos posteriores es comparar qué tanto se expresa el ER en los
monocitos al momento de comenzar los experimentos y como difiere
con la expresion en los macréfagos al momento de terminar el periodo

de exposicién al BPA.

CONCLUSIONES.

> La exposicién a BPA 0.1 pM durante la diferenciacion de monocitos
a macréfagos no disminuye la capacidad fagocitica de estos
ultimos.

> La exposicién a BPA 0.1 pM durante la diferenciacién de monocitos
a macréfagos aumenta la capacidad de presentacidon antigénica del
macréfago en hombres.

> La exposicidon a BPA 0.1 uM durante la diferenciacion de monocitos

a macroéfagos no disminuye la expresién de ER-a en macréfagos.
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PERSPECTIVAS.

e Hacer ensayos con criterios de inclusion mas especificos, como
acortar el rango de edades y, en el caso de las mujeres, tener un
control sobre la etapa del ciclo ovulatorio en que se encuentra.

e Determinar la producciéon de iNOs, para corroborar que el IFN-y
producido esta actuando adecuadamente en los macréfagos.

e Evaluar la expresion de ER en monocitos y compararla con la

expresion en los macréfagos expuestos al BPA.
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