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RESUMEN

La interaccion que existe entre el sistema enddcrino y el sistema
inmunoldgico, se lleva a cabo de forma directa y bidireccional, a través de sus
principales factores solubles (hormonas y citocinas). Se sabe que los esteroides
sexuales, pueden influenciar la respuesta inmunolégica, afectando de manera
diversa muchas de las funciones de las células inmunitarias, como son: la
proliferacion, la expresidén de receptores y la produccion de citocinas, entre otras.
Esto debido a que se ha demostrado que existe la presencia de receptores

hormonales las células del sistema inmunologico.

Por otra parte, la actividad humana, particularmente la agricola y la industrial,
han traido consigo el incremento de una gran variedad de compuestos
contaminantes en el ambiente, entre dichos contaminantes, se encuentran los
denominados Compuestos Disruptores Endocrinos (CDEs). Estos compuestos
pueden estar imitando, intensificando o inhibiendo la accién de las hormonas
endégenas. Ademas, son compuestos altamente lipofilicos y se pueden almacenan

por periodos prolongados de tiempo en el tejido adiposo.

En particular, el Bisfenol- A (BPA), es un CDE de caracter estrogénico, el cual
es ampliamente utilizado en la industria para la fabricacion de plasticos de
policarbonato y resinas epoxicas. Si bien se ha reportado que la afinidad del BPA a
los receptores a estrégenos es baja (alrededor de 1/100 con respecto al ligando
natural, por ejemplo, el 17B3-Estradiol), la exposicidn constante a este compuesto
puede tener repercusiones en la salud. Cabe mencionar que tanto los animales y
los humanos pueden estar expuestos al BPA desde la etapa fetal, ya que este
compuesto puede atravesar la barrera placentaria, y en los recién nacidos a través

de la leche materna.

Debido a que estamos ampliamente expuestos al BPA, y a que existen pocos
estudios acerca de los efectos directos sobre diversas células del sistema

inmunoldgico, ademas de las repercusiones que estos tengan sobre la salud, en




este estudio evaluamos los efectos in vitro, que el BPA pueda ejercer sobre la
funcionalidad de los linfocitos T cooperadores, T citotdxicos y linfocitos B de ratones

prepuberes (3 semanas de edad) de la cepa singénica BALB/c.

En este trabajo se decidi6 investigar las diferentes subpoblaciones celulares
de la respuesta inmunolégica adaptativa y las alteraciones que estas
subpoblaciones pueden tener ante el esquema de exposicion al BPA. EL esquema
de exposicion que se manejo fueron cinco concentraciones; 1nM, 10nM, 100nM,
1uM y 10uM. Estas concentraciones se colocaron al inicio del cultivo y se dejaron
en incubacién por 72 horas. Los resultados muestran que existe un porcentaje
mayor de proliferacion en los esplenocitos provenientes de hembras en todas las
subpoblaciones celulares en todos los tratamientos, en comparacion con los
esplenocitos provenientes de machos. Lo anterior nos permite sugerir que los
efectos observados en cuanto a los diferentes tratamientos presentan un caracter
dimérfico. Sin embargo, en los linfocitos T citotdxicos, se observd un efecto
inhibitorio en 2 concentraciones de BPA (100nM y 1uM), tanto en hembras como en
machos, lo cual nos indica que el BPA, a ciertas concentraciones, es capaz de
inhibir el efecto citotoxico de estas células. Por otra parte, en la mayoria de las
subpoblaciones celulares, tanto en el porcentaje de células positivas, como en el
nivel de expresion, los esplenocitos provenientes de las hembras son los que
expresan mayor cantidad del receptor de progesterona. Sin embargo, en los
Linfocitos T citotoxicos provenientes de machos se observé un incremento en el
porcentaje de células que expresan el receptor a progesterona, asi como en el nivel
de expresion de este receptor en los tratamientos con BPA. Por lo anterior, el
cambio del nivel de expresion de un receptor puede ser capaz de modificar la
funcion de las hormonas. En cuanto a la expresion del principal receptor de
estrébgenos ERa, en las mismas subpoblaciones celulares anteriormente
mencionadas, se observd que la expresion que presentd el ERa es dimodrfica en
todas las subpoblaciones celulares analizadas, lo cual es un hallazgo relevante en

este estudio.




En los machos, la produccion de TNF-a e IFN-y se vio disminuida en los grupos
expuestos al BPA. En el caso de la citocina inmunomoduladora IL-10 se observo

este mismo efecto.

Este trabajo muestra que los estudios in vitro de las distintas subpoblaciones
celulares del sistema inmunoldgico, son de suma importancia para conocer de
manera mas especifica el comportamiento de estas células en presencia de

disruptores enddcrinos.
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ABSTRACT

The interaction between the endocrine and the immune systems, is carried
out in a direct and bidirectional manner, through out their major soluble factors
(hormones and cytokines). It is well known that sex steroids influence the immune
function, such as proliferation, differentiation and the production of cytokines, among
others. Furthermore, it is also known the presence of functional hormone receptors

(both membrane and nuclear) on the immune system cells.

Moreover, human activity, particularly the agricultural and industrial, have
brought with them the rise of a variety of pollutants in the atmosphere, these
pollutants, are known as Endocrine Disrupting Chemicals (EDCs). These
compounds may be imitating, enhancing or inhibiting the action of endogenous
hormones. In addition, these compounds are highly lipophilic and can be stored for

long periods of time in the adipose tissue.

In particular, Bisphenol A (BPA), is a EDC of estrogenic character, which is
widely used in industry for manufacture of polycarbonate plastic and epoxy resins.
Even though it has been reported that the affinity of the BPA by such receptors is
low (around 1/100 with regard to the natural compound, for instance 17p-estradiol),
the continuous exposure to this compound may have repercussions on health. It
should be mentioned that both animals, and humans, are exposed to BPA, as early
as the fetal stage, since this compound can cross the placental barrier, and in the

newborns through breast milk.

Because we are widely exposed to BPA, and since there are few studies
about the direct effects of BPA on diverse cells of immune system and the
repercussions that these have on health, in this study we evaluated the effects in
vitro, that BPA can exert on the function of T helper cells, T cytotoxic cells and B

lymphocytes of prepuberal mice (3 weeks old) of the syngeneic strain BALB/c.

In this work, it was investigated the different cellular subpopulations of the
adaptive immune response and the alterations that these subpopulations can have
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on a BPA exposure scheme. The exposure that was chosen were five
concentrations; 1nM, 10nM, 100nM, 1uM and 10uM. These concentrations were
added at the beginning of the culture and were left in incubation for 72 hours. The
results showed that there is a higher percentage of proliferation in splenocytes from
females in all cell subpopulations in all treatments, compared to splenocytes from
males. This allows us to suggest that the effects observed in relation to the different
treatments have a dimorphic fashion. However, in cytotoxic T lymphocytes, an
inhibitory effect was observed in 2 concentrations of BPA (100nM and 1uM), both in
females and males, which indicates that BPA at certain concentrations is able to
inhibit the cytotoxic effect of these cells. In most of the cell subpopulations, both in
the percentage of positive cells and in the level of receptor expression, the
splenocytes from females are those that express the highest amount of progesterone
receptor. However, in the cytotoxic T lymphocytes from males increased in the
percentage of cell expressing the progesterone receptor, as well as in the level of
this receptor in the treatments with BPA. Therefore, changing the level of expression
of a receptor may be able to modify the function of hormones. Regarding the
expression of the main estrogen receptor ERaq, in the same cell subpopulations
mentioned above, it was observed that the expression of the ERa was dimorphic in

all the analyzed cell subpopulations, which is a very relevant finding in this study.

In males, the production of TNF-a and IFN-y was decreased in the groups
exposed to BPA. In the case of the immunomodulatory cytokine IL-10, this same

effect was observed.

This work shows that the in vitro studies of the different cellular
subpopulations of the immune system are of great importance to know more

specifically the behavior of these cells in the presence of endocrine disruptors.
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INTRODUCCION
1. Sistema inmunolégico

El sistema inmunoldgico es el encargado de proteger al organismo de
agentes externos, ya sean de origen biologico (bacterias, virus y parasitos), asi
como de naturaleza quimica (contaminantes y radiaciones). También defiende al
organismo contra células propias transformadas (células cancerosas). Ademas,
tiene la capacidad de reconocer un numero ilimitado de invasores extrafos y
sustancias no propias y asi distinguirlas de las moléculas propias del organismo.
Existen dos tipos de respuesta inmunitaria, la respuesta innata y la respuesta

adaptativa.

La respuesta inmunitaria innata, es con la cual un individuo nace y es una
respuesta que se produce a través de mecanismo y barreras no selectivas, tanto
fisicos, quimicos y celulares. Actua de forma inespecifica ante cualquier agente
agresor y no modula la intensidad de su respuesta, aunque la agresion se repita
mas de una vez (Cuadro 1) (De Ledn-Nava et al, 2006). Por otra parte, la respuesta
inmune adaptativa es especifica y provoca la formacion de un mecanismo efector
contra un patégeno en particular (Cuadro 2). Esta respuesta tiene la capacidad de
reconocer antigenos particulares de un patdégeno y reconocer a los mismos
antigenos ante un contacto posterior (es decir, tiene memoria). Ademas, se
desarrolla cuando agentes infecciosos evaden los mecanismos innatos de defensa
y con ellos se genera una primera dosis de antigenos. Este tipo de respuesta ocurre
durante el tiempo de vida de un individuo como una adaptacién a las infecciones
por patdgenos, y va a garantizar un largo periodo de proteccion a la reinfeccion por

el mismo agente.




Caracteristicas

Factores solubles

Células implicadas

Respuesta rapida

“Sin memoria inmunoldgica”

“Inespecifica”

No clonal

Citocinas

Complemento

Quimiocinas

Fagocitos y Células presentadoras de antigeno (Macréfagos
y células dendriticas).

Granulocitos (Neutrdfilos, Eosindfilos, Basdfilos)
Células NK

Células cebadas

Cuadro 1. Caracteristicas generales de la respuesta inmune innata.




Caracteristicas - Resistencia que mejora tras una infeccion repetida
- Memoria inmunolégica

- Accidn especifica contra agentes patdgenos

- Clonal

Factores solubles - Anticuerpos
- Citocinas

Células implicadas - Linfocitos T (LTh y LTc)
- Linfocitos B

Cuadro 2. Caracteristicas generales de la respuesta inmune adaptativa.




1.1 Linfocitos

En la respuesta inmunologica adaptativa, existen dos tipos de linfocitos: los
linfocitos T (LT) y los linfocitos B (LB), ambos tipos de linfocitos se originan de un
progenitor linfoide comun (PLC) (Figura 1). Estas células son capaces de reconocer
a un antigeno de manera especifica y generar una respuesta que permita la
eliminacién del mismo. Los linfocitos son células de 6-10um de diametro, con un
nucleo denso muy poco citoplasma y organelos. Los linfocitos se pueden encontrar
en estado de reposo en individuos sanos, esto quiere decir que no sintetizan DNA
y sintetizan cantidades minimas de RNA y proteinas. Cuando los linfocitos
reconocen al antigeno, las células en reposo entran en un estado de activacion, en
donde se presenta un aumento de tamano, la sintesis de RNA en mayores
cantidades que les va a permitir prepararse para la sintesis de DNA y la divisidn
celular (Campell KS et al, 1994).

Figura 1. Modelo del linaje del PLC. El progenitor linfoide comun se divide y
diferencia para producir linfocitos T y linfocitos B. Al ser activadas por la infeccién
las células T se diferencian en diversos tipos de linfocitos T efectores activados, en

tanto las células B se dividen y diferencian en células plasmaticas.




Los LT salen de la médula 6sea en un estadio inmaduro y migran por la
sangre hasta el timo, donde alcanzan su maduracion. Dichos linfocitos reconocen
al antigeno con restriccion genética, esto quiere decir, que sélo van a ser activados
si el péptido antigénico le es presentado por las moléculas codificadas por el
complejo de histocompatibilidad mayor (MHC por sus siglas en inglés). Cuando los
LT reconocen a un antigeno presentado por alguna célula presentadora de antigeno
(APC, por sus siglas en inglés), comienza la secrecion de citocinas que estimulan
la proliferacion y especializacion de otros linfocitos, ademas de la respuesta
inflamatoria. Existen dos subtipos de linfocitos: los linfocitos T cooperadores
[linfocitos T helper (LTh, por sus siglas en inglés)] y los linfocitos T citotoxicos (LTc)
esto va a depender de la expresion de los co-receptores CD4 o CDS8. Los LTc
median la respuesta en contra de patdgenos intracelulares y los LTh actuan

indirectamente regulando la funcién de otras células del sistema inmunolégico.

Los LTh estan especializados en la produccién de citocinas que coordinan el
desarrollo de la respuesta inmunitaria, entre sus funciones estan la de estimular a
los linfocitos B para producir anticuerpos. De acuerdo con el patron de citocinas
producido por estos linfocitos se favorece la activacion de una respuesta de tipo
Th1, Th2, Th9, Th17, entre otras. (Abbas AK et al, 1997). Los LTh1 se caracterizan
por secretar IFN-y y TNF-q, los Th2 secretan principalmente IL-4, IL-5 e IL-13. Y los
Th17 secretan IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-22 y TNF-a. Dichas subclases originalmente
se describieron con base en el patron de produccion de citocinas por parte de las

células T de raton (Mosmann TR et al, 1986).

Los LTc, estan caracterizados por la expresion del correceptor CD8, son
activados por las células presentadoras de antigeno (APC, por sus siglas en inglés),
en los ganglios linfaticos, tras lo cual experimentan una expansién clonal, adquieren
su fenotipo efector y migran hacia el sitio en el que ha ocurrido el evento que activo
alas APCs. Una vez que los LTc encuentran alguna célula que expresa el antigeno

contra el cual estan dirigidos inducen la muerte de la misma por contacto, mediante




la secrecion de perforina y granzimas. Ademas, los LTc son capaces de secretar

citocinas como el IFN-y y TNF-a (Egilmez NK et al, 2010).

En el caso de los LB, su maduracion se lleva a cabo en la médula 6sea antes
de entrar en el torrente sanguineo. Estos van a reconocer directamente al antigeno
mediante receptores de membrana formados por cadenas de inmunoglobulinas
(BCR). Los LB a su vez, se diferencian a células plasmaticas que producen
anticuerpos como resultado del reconocimiento de un antigeno determinado. Estos
anticuerpos son proteinas que reconocen al agente extrafo, lo inactivan y facilitan
su destruccion. Asimismo, son capaces de reconocer antigenos como proteinas
intactas o polisacaridos tanto en circulacién como en tejidos. Los LB activados que
no se transforman en células plasmaticas quedan como linfocitos B de memoria,
para que en un segundo contacto con ese mismo antigeno la respuesta sea mas

rapida y mas intensa (Abbas AK et al, 1997).

2. Sistema endodcrino

El sistema enddcrino esta conformado por un conjunto de glandulas y tejidos
que secretan mensajeros quimicos denominados hormonas. Estas sustancias son
las encargadas de comunicar, controlar y coordinar el correcto funcionamiento del

organismo para el mantenimiento de la homeostasis (Besedovsky HO, et al. 1996).

Las hormonas son los mensajeros quimicos del organismo. Poseen una
naturaleza molecular variable que puede ser peptidica o lipidica. Son producidas
por las glandulas enddcrinas como la hipéfisis, las glandulas suprarrenales, el timo,
la tiroides, el pancreas, los ovarios y los testiculos. Estas sustancias son
transportadas y distribuidas por el torrente sanguineo en concentraciones muy
bajas, con la finalidad de llegar hasta su célula blanco, las cuales poseen receptores
especificos para distintas hormonas. En ellas llevan a cabo funciones reguladoras,
fisiologicas y bioquimicas; modificando, estimulando o inhibiendo muchas de sus
acciones (Curtis H et al, 20008 y Koolman et al 2004).




Algunas de las principales caracteristicas de las hormonas son:

0 Actuan de manera especifica en determinados 6rganos y ceélulas.
0 Se producen en glandulas especializadas.
0 Tienen tres mecanismos de accién: autocrina, paracrina y endocrina.

Las hormonas tienen la capacidad de alcanzar todos los tejidos de un
organismo y con ello coordinar las respuestas de diversos tejidos y érganos, de esta
manera se hace posible que la comunicacién hormonal sea mas rapida y directa
(Curtis eta al 2008).

2.1 Hormonas esteroideas

Las hormonas esteroideas, a diferencia de las hormonas proteicas, no se
encuentran dentro de vesiculas secretoras. Sin embargo, estan presentes
moléculas precursoras, como es el colesterol (Gal-Iglesias B et al 2006 y Wilmore
& Costill 2007). Estas hormonas, son sintetizadas y secretadas por células de los
ovarios, testiculos y de la corteza suprarrenal. Ademas, son liposolubles, con lo cual
pueden atravesar las membranas celulares, y asi localizar al receptor que se
encuentra dentro de las células blanco (Hill R.W et al 2006 y Ross MH et al 2008).

Lo esteroides sexuales y la inmunidad estan conectados y su mutua
regulacion, permite un mantenimiento y balance inmunolégico adecuado. Cuando
se producen alteraciones en esta red, se desencadenan patologias que involucran

a los diferentes componentes de la misma (De Ledn-Nava MA et al 2006).
3. Interacciones inmunoendécrinas

Las primeras observaciones de la comunicacion existente entre el sistema
inmune vy el sistema endécrino se realizaron en el ano 1898, en donde el cientifico
italiano Calzolari publicé que el timo de conejos castrados antes de la madurez
sexual, era mas grande que el de los animales controles (Calzolari 1898). Sin

embargo, esta observacion despertdé poco interés y pasé casi inadvertida.




Posteriormente en 1940, Chiodi realizé una observacion similar con respecto a los
efectos de la castracion sobre el peso del timo. Adicionalmente reporto que el
reemplazo con andrégenos revirtio la hipertrofia timica inducida por la castracion, lo
cual sugirié que los esteroides sexuales fueron los mediadores de este efecto
(Chiodi 1940). Finalmente, en 1989 Groosman, publico por primera vez la presencia
de receptores para esteroides sexuales en las células del timo, lo cual es un
indicador de que estas hormonas pueden estar ejerciendo su efecto en estas células
(Groosman 1989).

Los esteroides sexuales pueden estar modulando aspectos relacionados con
la respuesta inmunolégica como son: maduracion y seleccion de timocitos, la
proliferacion y el transito celular, la expresion de receptores y la produccién de
citocinas (Da Silva, 1999; Grossman and Roselle, 1983). Estos efectos estan
mediados por la presencia de receptores especificos para estas hormonas en las
células del sistema inmunolégico, siendo los receptores de estrogenos clasicos a 'y
B (ERa y ERB, por sus siglas en inglés), el receptor de progesterona (PR, por sus
siglas en inglés) y el receptor a andrégenos (AR, por sus siglas en inglés) los mas

importantes (Mufoz-Cruz et al., 2011).

3.1 Mecanismos de accion de los esteroides sexuales en las células del

sistema inmune

Los posibles mecanismos de accién de los esteroides sexuales en el sistema
inmunoldgico, pueden ser llevados a cabo por accion de la via gendmica o por la

via no gendmica.
3.1.1 Mecanismo genémico

El mecanismo gendmico, se produce por la union de un esteroide sexual con
su receptor intracelular, provocando asi un cambio estructural en el receptor, que le
permite la disociacion de las proteinas de choque térmico y su fosforilacién, dando
como resultado una estructura de alta afinidad por secuencias especificas en el
DNA, llamados elementos de respuesta a hormonas, los cuales van a estar




ubicados en los promotores de los genes blanco para regular su transcripcion
(Camacho-Arroyo et al, 2006). Los efectos de los mecanismos gendmicos
generalmente no son rapidos, dado el tiempo requerido para inducir la transcripcién

de genes y la traduccion de esos genes a proteinas (Lange et al, 2009).
3.1.2 Mecanismo no gendémico

Por otro lado, las hormonas esteroideas pueden ejercer sus efectos a través
de mecanismos de accion alternativos como es la via no gendomica. Este
mecanismo, involucra la interaccién de la hormona, por ejemplo, la P4 con
receptores especificos en la membrana plasmatica y la activacién de cascadas de
sefalizacion, como la via de las cinasas activadas por mitogenos (MAPK) y la
modificacion de la conductancia de iones que induce la formacién de segundos
mensajeros como el adenosin monofosfato ciclico (AMPc), asi como la activacion
de la fosforilacién de proteinas (Camacho-Arroyo et al, 2006). Los mecanismos de
accién ocurren en varios tejidos e inician en la superficie celular activando rutas de

sefalizacion intracelular a través de canales idnicos y de segundos mensajeros.

3.2 Efecto de los esteroides sexuales sobre las células de la inmunidad

adaptativa

Se sabe que, en los mamiferos, el sexo se determina desde la concepcion,
tras la cual ocurre el desarrollo fisiologico, enddcrino e inmunoldgico, generando
multiples diferencias entre machos y hembras. Previo al periodo de la pubertad
hasta la edad reproductiva, dichas diferencias se basan en la produccion, secrecion
y concentraciones circulantes de estrogenos, progesterona y testosterona, asi como
en la funcion y desarrollo del eje hipotalamo-pituitario-gonadal (Besedovsky HO et
al, 1996 y Groosman CJ et al, 1983). Existen distintos experimentos en donde se ha
observado el papel de los esteroides sexuales sobre las células de la inmunidad

adaptativa.




3.2.1 Efecto sobre los linfocitos T cooperadores

La respuesta Th1 y Th2 es importante para la regulacion inmune. Las
alteraciones en dicha respuesta son causa de diversas enfermedades inmunes,
aunque este balance no esta solo modulado por las células Th1y Th2, sino también

estan regulados por otros factores como son las hormonas sexuales.

Se conoce que los estrégenos son capaces de regular la respuesta
inflamatoria mediada por LT, asi como la reduccién en la cantidad de células
reclutadas en el sitio de inflamacién (Salem et al 2000). Diversos estudios,
demuestran que los estrégenos incrementan la produccion de citocinas Th2 y por
otro lado disminuyen las citocinas Th1 (Ansar Ahmed et al 1985). En un estudio
realizado por Maret y cols en el 2003, reportaron que ratonas gonadectomizadas
bajo tratamiento con E2, generaron una respuesta Th1 mediada por células
productoras de IFN-y, por lo cual se propuso que, bajo ciertas circunstancias, los

estrogenos pueden favorecer la respuesta Th1 (Maret et al 2003).

Los estrogenos tienen un efecto bifasico en la polarizaciéon de los LTh, debido
a que algunos estudios sugieren que el E2 puede potenciar tanto la respuesta Th1
como la Th2, ya que altas concentraciones de dicha hormona (>5000pg/ml)
favorecen la produccién de IL-10, mientras que bajas concentraciones estimulan la
produccion de IFN-y y TNF-a (Gilmore et al 1997 y Correale et al 1998).

En un experimento in vivo realizado con LTh aislados de pacientes con
esclerosis multiple se observd que en presencia de estradiol la mayor parte de las
clonas mostraban un aumento es la secrecién de IL-10 e IFN-y. Por otra parte, el
estradiol no tiene efecto en la secrecion de IL-4 o TGF-B, esto es un indicativo de
que el estradiol es un importante regulador del balance entre las condiciones pro y
anti-inflamatorias de una manera dosis-respuesta (Gilmore et al 1997).

Otro esteroide sexual capaz de regular la respuesta inmune adaptativa es la
Progesterona (P4), la cual se ha reportado que en estudios in vitro favorece la
diferenciacion al fenotipo Th2. Con lo cual se propone que la P4 posee un efecto
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anti-inflamatorio, inhibiendo con ello la respuesta Th1 (Piccinni et al 2000). Por lo
anterior beneficia el establecimiento y mantenimiento del embarazo, ya que el
desarrollo de una respuesta Th1 podria ser perjudicial en el inicio del embarazo
(Ragusa et al 2004).

3.2.2 Efecto sobre los linfocitos T citotoxicos

La respuesta de los LTc juega un papel importante en la inmunidad celular.
Son los encargados de eliminar las células infectadas por organismos intracelulares
mediante la inducciéon de apoptosis y la secrecion de perforina y granzima. En
distintos estudios se ha observado que el funcionamiento estos linfocitos pueden
ser influenciado por hormonas esteroideas. Se ha reportado en distintos estudios a
lo largo del mundo, que el numero de LTc es igual tanto en hombres como en
mujeres antes de alcanzar la pubertad, pero, después de la pubertad el numero de
LTc es mayor en hombres que en mujeres, esto en individuos sanos, sin embargo,
la actividad citotoxica es mayor en las mujeres que en los hombres (Klein and
Flanagan, 2016). Ademas, en modelos animales utilizando ratones macho
castrados, se ha observado que existe un mayor numero de estas células (Roden
et al., 2004). Estas observaciones nos indican que el género y los esteroides

sexuales estan participando activamente en la proliferacion y funcion de los LTc.
3.2.3 Efecto sobre los linfocitos B

La inmunidad mediada por LB en hembras es mas fuerte que la de los
machos. Este fendmeno dependiente del sexo se atribuye en gran medida al efecto
de los esteroides sexuales (Ansar Ahmed et al 1985; Homo-Delarche et al 1991).
Los estrégenos se han visto implicados en la regulacion de los niveles séricos de
inmunoglobulinas (lg) como la IgM, IgA e IgG, asi como en el incremento de la
produccion de anticuerpos contra antigenos propios y extrafios (Wira y Sandoe
1997). Ademas, se ha observado que el tratamiento con estrégenos en ratones

disminuye la linfopoyesis de LB en la médula 6sea, sin embargo, aumenta la
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produccion de Ig. Los efectos de los LB estan mediados por la unién especifica de

los estrogenos a sus receptores ERa y Erf (Erlandsson et al 2003).

El tratamiento con E2 promueve la activacion y sobrevivencia de los LB. Por
otro lado, se ha propuesto que el E2 contribuye al incremento en la frecuencia de

los desdrdenes autoinmunes en hembras (Grimaldi et al 2002,2006).

Los LB también pueden ser afectados por otro esteroide sexual como es la
P4. En reportes in vitro se ha observado que la P4 tiene un efecto inhibidor
dependiente de la concentracion sobre las células plasmaticas. La regulacion de la
inmunidad en las hembras es compleja debido a que los linfocitos responden a
cambios en la concentracion de esteroide sexuales, un ejemplo, es durante la
gestacion del raton, ya que el numero de LB activados se reducen en la médula
Osea y se cree que esto es debido a la produccion de esteroides sexuales (Lu et al
2002).

4. Compuestos Disruptores Endocrinos (CDESs)

Existen ciertos productos quimicos presentes en el ambiente, que son
producidos como consecuencia de la actividad agricola e industrial. Estos
compuestos tienen la capacidad de interrumpir el funcionamiento del sistema
enddcrino de los seres vivos, causando efectos adversos para la salud. Estudios en
seres humanos y en la fauna sugieren que la exposicion a estos productos tiene el
potencial de afectar al sistema reproductivo, asi como otros sistemas bioldgicos
vitales para la salud. Entre estos compuestos se encuentran los pesticidas,
plastificantes, algunos metales pesados, resinas epdxicas, retardantes de flama,
entre otros. Existen productos quimicos sintéticos y compuestos vegetales
naturales, que se usan comunmente, que son capaces de interferir con el sistema
endocrino y alterarlo. Los disruptores endocrinos son capaces de interferir en el
sistema endocrino bloqueando o neutralizando acciones hormonales (Andrade-
Ribero A et al, 2006).
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El término de compuestos disruptores endocrinos (CDEs) se utiliza para
definir un conjunto de compuestos quimicos y contaminantes ambientales, que
interaccionan con el sistema enddcrino. Los CDEs alteran el mensaje de varias
formas, ya que pueden mimetizar la hormona ocupando su lugar, también puede
bloquear su accion compitiendo por el receptor hormonal o puede modificar la

sintesis de la hormona o del receptor correspondiente (Olea Nicolas, 2003).

Los CDEs son moléculas exdégenas que funcionan como agonistas o
antagonistas de receptores a hormonas, son compuestos altamente lipofilicos, por
lo que se va a permitir su almacenamiento por periodos de tiempo prolongados en
el tejido adiposo. Dichos compuestos pueden interferir con: la sintesis, transporte,
secrecion, metabolismo, accion y eliminacién de hormonas enddgenas. Los efectos
mas documentados de los CDEs son a nivel reproductivo, estos compuestos tienen
una alta capacidad de union a los receptores de estrogenos y andrégenos. La
importancia de los CDEs es muy amplia y crece dia con dia, incluyendo desde
productos quimicos sintetizados por el hombre hasta sustancias que se encuentran

de manera natural en los alimentos.

Los CDEs van a tener diferentes origenes, ya que pueden ser de origen
natural como son los fitoestrégenos (daidzeina, cumestrol y genisteina), o estan los
de origen industrial (sintéticos) como son algunos plaguicidas, plastificantes,
retardantes de flama y agentes farmacéuticos entre otros. Los efectos de los CDEs
van a depender de la especie, el sexo, la dosis, el tiempo de exposicidn y la etapa

del desarrollo en que se presenta la exposicion.

Estos compuestos presentan una gama de actividades que van desde
estrogénica, anti-estrogénica, anti-androgénica, tiroidea, asi como inmunolégica y
obesogénica. La exposicion a estos compuestos se puede presentar desde etapas
muy tempranas del desarrollo. En el embarazo, el feto se encuentra expuesto por
via placentaria y durante la lactancia, la exposicidon se da a través de la leche
materna, en esta etapa se presenta una gran movilizacion de las reservas lipidicas

maternas, por lo que los CDEs almacenados son liberados. En etapas mas tardias
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del desarrollo la exposiciéon a CDEs se puede presentar via la ingesta de alimentos
contaminados, el contacto con diferentes productos de uso cotidiano,
principalmente plasticos e incluso la exposicion puede darse de manera ocupacional
(Main Km et al, 2006). Un ejemplo de CDE con actividad estrogénica, que tiene las

caracteristicas anteriormente mencionadas es el Bisfenol A (BPA).
4.1 Bisfenol A (BPA)

El BPA (4,4-dihidroxi- 2,2) es un CDE, que se obtiene por la condensacion
de dos moléculas de fenol con una molécula de acetona en presencia de acido
clorhidrico. (Figura 2). Es un compuesto de caracter estrogénico, el cual se puede
unir tanto a los receptores de estrégenos nucleares (ERa y ERB); asi como a los
receptores membranales. EI BPA tiene una afinidad 1000 veces menor que su
ligando natural que es el 17B-estradiol. Este compuesto fue sintetizado por primera
vez en 1891 por el quimico ruso Aleksandr Dianin, pero hasta principios de 1930 no

se conocieron sus propiedades y actividad estrogénica (Dodds Ec et al., 1996).

Figura 2. Estructura quimica tridimensional del BPA.
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Este CDE es un mondmero que es ampliamente utilizado en la fabricacion de
policarbonatos, resinas epoxicas, selladores dentales, retardantes de flama, vajillas,
papel térmico, muchos de estos productos de uso cotidiano (Figura 3). Se ha
demostrado la deteccion de este compuesto en alimentos, agua y otros productos
de contacto directo, los seres humanos estan expuestos de manera habitual. La
manera mas comun de exposicion al BPA es por la dieta. El BPA puede liberarse
de su matriz y filtrarse en los alimentos, debido a la exposicion a altas temperaturas
(con fines de esterilizacion o de coccion en hornos de microondas) o cambios de pH
(acelera la hidrolisis del enlace éster). Este compuesto es conocido por muchos
efectos negativos en la salud humana, un ejemplo es que actia como un
xenoestrégeno e influye en la fertilidad y la gestacion, también podria tener efectos

cancerigenos, causando cancer de mama y prostata (Gutman A. Shoenfeld, 2015).

Figura 3. Productos de uso cotidiano que contienen BPA
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La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA por sus siglas en
inglés) realizé un estudio de alimentos envasados como: cereales, legumbres,
carnes, pescados, condimentos, snacks, helados y comida preparada, observaron
concentraciones relevantes de BPA al alcanzar valores superiores a los 30ug/Kg de
BPA. En el 2008, se llevo a cabo una revision, en donde indican que los fetos y los
recién nacidos pueden no ser capaces de metabolizar el BPA tan eficientemente

como los adultos.

El BPA es tiene la capacidad de alterar funciones de las células del sistema
inmunoldgico. Los niveles de produccién de BPA a mundial alcanzan cifras elevadas
y en el afio de 2006 se registro una produccion de 3.8 millones de toneladas
(FitzGerald RE et al, 2014) El BPA es capaz de interferir con la biosintesis de las
hormonas, el metabolismo y en las acciones resultantes de estas, provocando una
alteracion en la homeostasis del individuo expuesto o en la de sus descendientes
(Juan- Garcia A et al, 2015).

4.1.1 BPA y trastornos reproductivos

Existen estudios toxicolégicos que han demostrado que los roedores
expuestos a BPA durante el periodo pre o perinatal muestran una gran variedad de
alteraciones reproductivas, incluyendo una produccién espermatica reducida (Vvom
Saal et al, 1998). Algunos de los efectos que ha demostrado causar el BPA es
infertilidad y malformaciones en la descendencia, en el 2012 Martinez Laura, realizd
estudios con mujeres que llegaron a presentar abortos espontaneos recurrentes
(Martinez Laura et al, 2012) y en el 2009 Carlos Chichizola observé que las hijas de
mujeres con altos niveles de BPA, presentaron problemas oncologicos y
malformaciones de los &rganos reproductivos, asi como pubertad precoz
(Chichizola et al, 2010).

En general, se han estudiado poblaciones con un tipo de exposicidon
ambiental al BPA y se ha observado una relacion inversa débil con la calidad

seminal o los niveles hormonales. Sin embargo, en poblaciones ocupacionalmente
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expuestas al BPA se demostré6 un mayor dafo en cuanto a las caracteristicas
reproductivas (Li DK et al, 2011). En ratas hembra en particular, se ha observado
que la exposicion al BPA provoca adelantamiento de la edad, apertura vaginal,

irregularidades en el ciclo estral e incremento del peso uterino.
4.1.2 BPA y efectos en el sistema inmune

La disrupcién endocrina no solo afecta al sistema reproductivo, sino que
también al sistema inmune. Se han reportado diversos efectos del BPA sobre el
sistema inmunoldgico, sin embargo, dichos estudios varian dependiendo si son
realizados in vivo o in vitro, de la especie animal utilizada, de la dosis, de la via de
administracién y de la etapa del desarrollo en que se presenta la exposicidon. En los
trabajos existentes se han reportado efectos muy diversos sobre componentes del
sistema inmune, lo cual hace a estos estudios muy variados ya que no se centran

en el estudio de una misma poblacién celular.

En el caso de los LT, que poseen receptores para hormonas esteroides, el
BPA puede ser capaz de ejercer su efecto a través de ellos como se ha reportado
en diversos estudios, en los cuales sus resultados son muy variables ya que difieren
en cuanto a la polarizacién de la respuesta de los LT (Labib Salem Mohammad
Sohrab Hossain Kikuo Nomoto and Labib Salem, 2000).

En el 2002 Youn y cols. cultivaron esplenocitos, los cuales fueron estimulados
con Concanavalina A (Con-A) de ratones expuestos a BPA por 4 semanas en el
agua de bebida, donde indican que la exposicion a BPA aumenta la proliferacion de
esplenocitos, sin que existe diferencia en los porcentajes de las diferentes
subpoblaciones celulares LTh y LTc. Sin embargo, hubo un aumento en la expresion
de IFN-y, lo cual indica una polarizacion de la respuesta inmune hacia Th1 (Youn et
al, 2002). Holladay y cols, reportan que en esplenocitos estimulados con Con-A hay
aumento de TNF-a, ademas que en los sobrenadantes de esplenocitos estimulados
con lipopolisacaridos (LPS) hay aumento de IFN-y, con lo cual concuerdan que

existe un aumento en las citocinas Th1 (Holladay et al, 2010).
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En estudios donde se reporta que el BPA induce polarizacion hacia una
respuesta Th2, Lee y cols en el 2010, realizaron un experimento in vitro, utilizando
BPA a una concentracion 50uM, indicando que los linfocitos aumentan la expresion
de IL-10, lo que indica que se genera una polarizacién hacia una respuesta Th2
(Lee &Lim, 2010). Miao y cols en el 2008, utilizaron un esquema de exposiciéon
gestacional, en el cual reportan que la exposicion a BPA a dosis de 40 y 400
Mg/Kg/dia y donde se evalud posteriormente la respuesta inmune en esplenocitos,
género que la expresion de ERa se encuentre disminuida en machos e
incrementada en hembras. Mientras que por otra parte la expresion de citocinas Th1
(IL-2, IL-12, IFN-y y TNF-a) se va a encontrar disminuida tanto en machos como en
hembras (Miao et al, 2008).
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JUSTIFICACION

Debido a que estamos ampliamente expuestos al BPA, y a que existen pocos
estudios acerca de los efectos directos del BPA sobre diversas células del sistema
inmunoldgico y las repercusiones que estos tengan en la salud; en este proyecto
nos propusimos estudiar los efectos que el BPA pueda ejercer sobre la funcion de

los linfocitos T cooperadores, T citotoxicos y linfocitos B.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué efectos ejerce el BPA in vitro sobre el funcionamiento de los linfocitos

T cooperadores, T citotoxicos y linfocitos B?

HIPOTESIS

La exposicion in vitro de BPA incrementara la proliferacion de linfocitos T y
B, favorecera la producciéon de citocinas pro-inflamatorias y disminuira la

citotoxicidad de los linfocitos T citotoxicos.
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OBJETIVOS
1. Objetivo general

Estudiar la funcion de los linfocitos T cooperadores, T citotoxicos y linfocitos

B, expuestos in vitro al compuesto disruptor enddcrino Bisfenol A.
2. Objetivos particulares

l. Evaluar in vitro mediante curvas concentracién-respuesta el efecto del

BPA sobre la proliferacion de los linfocitos.

Il. Analizar por citometria de flujo la expresion del receptor a estrogenos
(a) y receptor a progesterona (PR) en respuesta al BPA en linfocitos T

cooperadores, T citotdxicos y linfocitos B.

1. Determinar en el sobrenadante de cultivos de esplenocitos mediante
ELISA la produccion de las citocinas proinflamatorias TNF-a e IFN-y en respuesta
al BPA.

V. Estudiar en el sobrenadante de cultivos de esplenocitos mediante

ELISA la produccion de la citocina inmunomoduladora IL-10 en respuesta al BPA.
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MATERIALES Y METODOS
1. Material biolégico

Se utilizaron ratones (Mus musculus) machos y hembras de la cepa BALB/c
de 4 semanas de edad. En todos los experimentos, (proliferacion, expresion de
receptores ERa y PR y medicion de citocinas) se utilizaron seis animales (n=6) por
grupo y se hicieron por triplicado en los diferentes tratamientos con BPA. Los
ratones fueron alimentados con Purina Diet 5015 y agua ad libitum. Se mantuvieron
en ciclos de horas luz/obscuridad 12/12. El protocolo para el uso de animales de
experimentacion esta aprobado por el comité de ética de la FMVZ (CICUA) y del
Instituto de Investigaciones Biomédicas (CICUAL) de la UNAM.

2. Anticuerpos

Para la tincion de LT, se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: Alexa
Fluor®488 anti-raton CD3- Biolegened (linfocitos T totales), CD4 PE anti-ratén clona
GK 1.5 — Pharmigen (LTh), PerCP anti-raton CD8a BioLegend (LTc). En el caso de
la tincion de los linfocitos B se utilizé el anticuerpo PE anti-raton CD19 BioLegend
(LB). Se realizé un mix con todos los anticuerpos y a cada mix se le afiadié: ERa
(H-184) conejo policlonal IgG y PR (c-20) conejo policlonal IgG (Santa Cruz
Biotechnology). Como anticuerpo secundario, se utilizé el siguiente anticuerpo:

donkey anti-conejo 1gG Dylight TM649 BioLegend.
3. Cultivo primario

Los esplenocitos obtenidos se cultivaron en medio RPMI 1640 sin rojo fenol.
Se colocan 1x10° células por pozo en placas de 12 pozos, y se afadié 1mL de
medio de cultivo, con los diferentes tratamientos. A las células controles se les
agrego unicamente 1mL de medio y las células que recibieron tratamiento quedaron
en concentraciones finales de E2 (50nM) y 5 concentraciones de BPA; 1nM, 10nM,
100nM, 1uMy 10uM. Dichas placas se incubaron a 37°C en una atmosfera con CO?,

al 5% durante 72 horas.
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4. Proliferacion

Los esplenocitos se cultivaron en medio RPMI 1640 sin rojo fenol, el cual se
suplementd con 5% de L-glutamina, 1% aminoacidos no esenciales — solucion acida
100x, 1% piruvato de sodio-100mM (Sigma-Aldrich), 10% SFB (BYproductos) y 1%
de antibiodtico (GIBCO). Se realizd un conteo celular, para la tincion de células con
Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) y se separaron para tincion un total
de 1x106 células, se resuspendieron en 1mL de dilucion 2.5uM de CFSE, después

del proceso de incubacion se realizé un segundo conteo celular.

Se agregaron 100uL de suspensién celular que contienen 300,000 células
por pozo en una placa de 96 pozos con fondo plano y se afiadieron otros 100uL de
medio por pozo con o sin estimulante y con los diferentes tratamientos (E2 (50nM)
y 5 concentraciones de BPA 1nM, 10nM, 100nM, 1uM y 10uM.). Dichas placas se
incubaron a 37°C en una atmosfera con 5% de CO? durante 72 horas.
Posteriormente se recuperaron las células en tubos eppendorf y se prosiguié con la

lectura en el citdmetro de flujo.
5. Citometria de flujo

Los esplenocitos fueron resuspendidos en 1mL de PBS, se centrifugaron a
1,500 rpm durante 5 minutos y se elimin6 el sobrenadante y el pellet celular se
resuspendio en 500uL de buffer de FACS (PBS pH 7.4, 2% SFB y 0.02% de Azida
de Sodio). Se afiadieron 25uL de células en cada pozo de una palca de 96 pozos,
y en seguida se colocaron 25uL de P4F para fijar las células, dejandose incubar por
10 minutos a 37°C. En seguida se afiadieron 150uL de MetOH frio y se incubo
durante 30 minutos a 4°C. A continuacién, las células se centrifugaron a 1,500 rpm
durante 5 minutos, se decanto el sobrenadante y se realizdé un lavado. Después se
afadieron 25uL del anticuerpo primario y se incubaron por 15 minutos (hasta 2
horas) en hielo. Posteriormente se anadieron 150uL de buffer de FACS, se
centrifugo y se eliminé el sobrenadante. Después las células se incubaron con 25uL

del anticuerpo secundario durante 20 minutos en hielo, se realizé un lavado y
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finalmente se resuspendieron en 200uL de buffer de FACS y se almacenaron en
oscuridad a 4°C hasta su andlisis en el citometro de flujo Attune azul/rojo (Applied

Biosystems/ Thermo Fisher Scientific), utilizando el programa Cell Quest® (Becton).
6. ELISAS

Se utilizaron los sobrenadantes de los cultivos celulares de esplenocitos, la
técnica de ELISA que se utilizo fue la técnica de ELISA sandwich, el primer dia se
sensibilizo la placa, utilizando PBS 1X a un pH 7.4. para los anticuerpos de captura
se tuvieron alicuotas de 20ul y se diluyeron en 980ul, teniendo un volumen final de
1mL (2ug/mL). Cada pozo se carga con 100ul de anticuerpo, dejandose incubar
toda la noche a 4°C. Al segundo dia se realizaron 4 lavados con PBS/ tween a al
0.05% (wash buffer), se decanté y seco la placa, para continuar con el buffer de
bloqueo 1%PBS / 1% BSA, se agregan 300ul a cada pozo y se dejé incubar 1 hora
a temperatura ambiente en agitacién. Posteriormente se realizan dos lavados para
quitar el exceso de BSA y se colocaron 100ul a los pozos PBS-BSA a partir del
segundo pozo. Al primer pozo se le colocaron 150ul de PBS-BSA y 50l de la
citocina correspondiente. Se colocan las diluciones de las muestras y se dejaron
incubar toda la noche a 4°C. Al tercer dia se realizan 4 lavados con wash buffer y
se comienzan a preparar los anticuerpos de deteccion (biotinilados). Después de
los lavados, se coloca el anticuerpo de deteccion 100ul en cada pozo y se dejan en
incubacion 1 hora a temperatura ambiente en agitacion. Se realizé la preparacion
de la avidina-peroxidasa, de volumen final se colocan 10mL PBS/BSA y 5ul de
avidina y se colocaron 100ul a cada pozo, se incub6é 30 minutos a temperatura
ambiente. Pasados los 30 minutos, se realizaron 5 lavados con wash buffer, y se
colocaron 100ul en cada pozo de ABTS, una vez que comienza la reaccion se

realizé la lectura a 405nm.
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7. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos del porcentaje de proliferacion, el nivel de
expresion, intensidad media de fluorescencia del receptor a Progesterona como el
receptor a estrégenos de las subpoblaciones celulares del sistema inmunolégico,
asi como la produccion de citocinas, se muestran en graficas de columnas de
barras, sefalando la media y la desviacion estandar. Se evaluaron estadisticamente
mediante un analisis de varianza de dos factores (2-way ANOVA) y una
comparacion multiple de Bonferroni entre todos los grupos y los diferentes
tratamientos. Los datos se muestran como la media + la desviacion estandar. Se
consider¢ diferencia significativa cuando P<0.05; se utilizé el programa GraphPad

Prism version 6.0.

25




RESULTADOS

1. Porcentajes de proliferacion de linfocitos en diferentes subpoblaciones
celulares [linfocitos T totales (CD3+), linfocitos T cooperadores (CD4+),
linfocitos T citotoxicos (CD8+) y linfocitos B (CD19+)] con diferentes

concentraciones de BPA en cultivos primarios.

En la Figura 4, se observan los Dot Plots representativos, en los cuales se
seleccionaron las regiones de linfocitos con diferentes concentraciones de BPA en

el cultivo primario.

Figura 4. Dot Plots representativos de la seleccion de la region de linfocitos. Los

datos fueron analizados con el software Flow Jo.
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1.1 Porcentaje de proliferaciéon de los linfocitos T totales (CD3+)

En la figura 5 podemos observar que existe un aspecto dimorfico en la
proliferacion de los LT totales, siendo mayor la proliferacidén en las hembras que en
los machos. Ademas de esto, existe una disminucién en la proliferacién en los LT
totales de hembras tratadas con la concentraciéon de BPA 1uM en comparacion con

las hembras control (figura 5).

Figura 5. Porcentaje de proliferacion de LT totales (CD3+) en cultivos de
esplenocitos provenientes de machos y hembras prepuberes. Los datos

*

representan la media + la desviacidn estandar. Los * muestran diferencias
significativas (***p=0.001, ****p=0.0001) debidas a la diferencia entre sexos y las
letras (A, B) muestran las diferencias significativas debidas a los distintos
tratamientos en comparacién con el CTRL. CTRL (control), VHC (vehiculo), E2
(estradiol) y 5 concentraciones de BPA (1nM, 10nM, 100nM, 1uM y10uM). Datos de

3 experimentos independientes, n=6 animales por grupo.
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1.2 Porcentaje de proliferaciéon de los linfocitos T cooperadores (CD4+)

La figura 6 muestra la subpoblacion de LTh analizada, en donde se observa
el mismo patron dimorfico en donde la proliferacidn es mayor en hembras en
comparacion con los machos en todos los tratamientos, sin que se observen

diferencias debidas al tratamiento (figura 7).

Figura 6. Porcentaje de proliferacion de LTh (CD4+) en cultivos de
esplenocitos provenientes de machos y hembras prepuberes. Los datos
representan la media + la desviacidn estandar. Los * muestran diferencias
significativas (**p=0.01, ****p=0.0001) debidas a la diferencia entre sexos. CTRL
(control), VHC (vehiculo), E2 (estradiol) y 5 concentraciones de BPA (1nM, 10nM,
100nM, 1uM y10uM). Datos de 3 experimentos independientes, n=6 animales por

grupo.
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1.3 Porcentaje de proliferaciéon de los LTc (CD8+)

Como se puede observar en la figura 8, el porcentaje de proliferacion de LTc
muestra una disminucion en las concentraciones de BPA 100nM y 1uM tanto en
machos como en hembras. En las diferencias entre sexos las hembras muestran
mayor porcentaje de proliferaciéon en los tratamientos VHC y BPA 1nM y 10nM, en

comparacion con los machos figura 7.

Figura 7. Porcentaje de proliferacion de LTc (CD8+) en cultivos de
esplenocitos provenientes de machos y hembras prepuberes. Los datos
representan la media + la desviacidn estandar. Los * muestran diferencias
significativas (*p=0.05, **p=0.01) debidas a la diferencia entre sexos y las letras (A,
B) muestran las diferencias significativas debidas a los distintos tratamientos en
comparacién con el CTRL. CTRL (control), VHC (vehiculo), E2 (estradiol) y 5
concentraciones de BPA (1nM, 10nM, 100nM, 1uM y10uM). Datos de 3

experimentos independientes, n=6 animales por grupo.
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1.4 Porcentaje de proliferaciéon de los LB (CD19+)

En la figura 8 se observa el analisis del porcentaje de proliferacion en la
subpoblacion de LB, en el cual, aunque no hay diferencias estadisticas se
muestra un patrén dimoérfico, en donde las hembras tienen mayor porcentaje de

proliferacion en comparacion con los machos.

Figura 8. Porcentaje de proliferacion de LB (CD19+) en cultivos de
esplenocitos provenientes de machos y hembras prepuberes. Los datos
representan la media * la desviacion estandar. El * muestra diferencias significativas
(*p=0.05) debidas a la diferencia entre sexos y las letras (A, B) muestran las
diferencias significativas debidas a los distintos tratamientos en comparacién con el
CTRL. CTRL (control), VHC (vehiculo), Ez (estradiol) y 5 concentraciones de BPA
(1nM, 10nM, 100nM, 1uM y10uM). Datos de 3 experimentos independientes, n=6

animales por grupo.
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2. Analizar por citometria de flujo la expresion del receptor a progesterona
(PR) y receptor a estrogenos alfa (ERa) en respuesta al BPA en diferentes
subpoblaciones celulares [linfocitos T totales (CD3+), linfocitos T
cooperadores (CD4+), linfocitos T citotéxicos (CD8+) y linfocitos B (CD19+)].

2.1 Expresion del receptor a progesterona (PR) en LT (CD3+)

En la figura 9 se muestra el porcentaje de células que expresan PR en la
subpoblacién de los linfocitos T totales CD3+. En dichos analisis el porcentaje de
células que expresa PR permanecio constante en todos los tratamientos, sin

presentar diferencias estadisticas entre machos y hembras figura 9 A.

En la figura 9 B, se observa la intensidad medida de fluorescencia (MFI, por
sus siglas en inglés) de los linfocitos T totales CD3+. En las diferencias entre sexos
las hembras ctrl muestran mayor nivel de expresién en comparacién con los
machos. Mientras que, en las diferencias entre tratamientos, en las hembras se
observa una disminucién en el nivel de expresion, en las concentraciones de BPA

1nM y 1uM con respecto al control.

31




Figura 9. Evaluacion del porcentaje de células que expresan PR, en la
subpoblacion celular LT (CD3+) en cultivos de esplenocitos provenientes de
machos y hembras prepuberes. Los datos representan la media £ |la desviacion
estandar. El * muestra diferencias significativas (***p=0.001) debidas a la diferencia
entre sexos y las letras (A, B) muestran las diferencias significativas debidas a los
distintos tratamientos en comparacion con el CTRL. CTRL (control), VHC (vehiculo),
E2 (estradiol) y 5 concentraciones de BPA (1nM, 10nM, 100nM, 1uM y10uM). Datos

de 3 experimentos independientes, n=6 animales por grupo.
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2.2 Expresion del receptor a progesterona (PR) en LTh (CD4+)

En la figura 10, se muestra el porcentaje de expresion de PR en los linfocitos
T cooperadores CD4+. En las diferencias entre sexos figura 10 A, no se observan
diferencias estadisticas significativas, sin embrago, en las diferencias entre
tratamientos las hembras muestran aumento del porcentaje de expresion de PR en
las concentraciones de BPA 1nM y 10nM con respecto al control. Mientras que en
los machos se muestra aumento de dicho porcentaje en todas las concentraciones

de BPA con respecto al control.

Por otro lado, el nivel de expresion de PR en los LTCD4+ figura 10 B se

mantuvo constante en todos los tratamientos, tanto en machos como en hembras.
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Figura 10. Evaluacion del porcentaje de células que expresan PR, en la
subpoblacion celular LTh (CD4+) en cultivos de esplenocitos provenientes de
machos y hembras prepuberes. Los datos representan la media £ |la desviacion
estandar. Las letras (A, B) muestran las diferencias significativas debidas a los
distintos tratamientos en comparacion con el CTRL. CTRL (control), VHC (vehiculo),
E2 (estradiol) y 5 concentraciones de BPA (1nM, 10nM, 100nM, 1uM y10uM). Datos

de 3 experimentos independientes, n=6 animales por grupo.
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2.3 Expresion del receptor a progesterona (PR) en LTc (CD8+)
En el analisis del porcentaje de expresion de PR en LTc CD8+ figura 11 A.

Sin embargo, en las diferencias entre tratamientos en los machos, se puede
observar que en los grupos tratados con BPA aumenta el porcentaje de expresion

de PR con respecto al control.

En la figura 11 B, se muestra el analisis del nivel de expresion de PR en los
LTCD8+. En las diferencias en el nivel de expresion de PR entre sexos, se observa
que en la concentracion de BPA 1nM las hembras presentan mayor nivel de
expresion de PR a diferencia de los machos, en comparaciéon con las demas
concentraciones de BPA. Por otro lado, en la diferencia entre tratamientos en la
concentracion de BPA 10nM hay aumento en el nivel de expresion de PR en ambos

sexos, con respecto al control.
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Figura 11. Evaluacion del porcentaje de células que expresan PR, en la
subpoblaciéon celular LTc (CD8+) en cultivos de esplenocitos provenientes de
machos y hembras prepuberes. Los datos representan la media * |a desviacién
estandar. El * muestra diferencias significativas (*p=0.05, ***p=0.001) debidas a la
diferencia entre sexos y las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas
debidas a los distintos tratamientos en comparacion con el CTRL. CTRL (control),
VHC (vehiculo), E2 (estradiol) y 5 concentraciones de BPA (1nM, 10nM, 100nM,
1uM y10uM). Datos de 3 experimentos independientes, n=6 animales por grupo.
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2.4 Expresion del receptor a progesterona (PR) en LB (CD19+)

La ultima subpoblacion analizada en cuanto al porcentaje de expresion de
PR son los LB CD19+ figura 12, en donde las diferencias estadisticas, nos muestran
un patrén dimorfico, en el cual en todas las hembras presentan mayor porcentaje

de expresiéon de PR a diferencia de los machos figura 12 A.

En el nivel de expresién de PR en los LB CD19+ figura 12 B, no se
encuentran diferencias estadisticas significativas entre sexos, asi también como

entre los diferentes tratamientos.
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Figura 12. Evaluacion del porcentaje de células que expresan PR, en la
subpoblacion celular LB (CD19+) en cultivos de esplenocitos provenientes de
machos y hembras prepuberes. Los datos representan la media £ la desviacion
estandar. Los * muestran diferencias significativas (*p=0.05, **p=0.01) debidas a la
diferencia entre sexos. CTRL (control), VHC (vehiculo), E2 (estradiol) y 5
concentraciones de BPA (1nM, 10nM, 100nM, 1uM y10uM). Datos de 3

experimentos independientes, n=6 animales por grupo.
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3. Expresioén del receptor a estrégenos-alfa (ERa) en cultivos primarios de

esplenocitos.
3.1 Expresion del receptor a estrogenos alfa (ERa) en LT totales (CD3+)

Se realizo el analisis del porcentaje de células positivas que expresan ERaq,
en la subpoblacion celular de LT totales CD3+, como se presenta en la figura 13.
En ambos sexos, se muestra un aumento en el porcentaje de expresién de ERa en
la comparacion entre tratamientos, en todas las concentraciones de BPA con
respecto al control. En la comparacion entre sexos, no hay diferencia estadistica
significativa, sin embrago, se puede observar mayor tendencia en las hembras en
cuanto a su porcentaje de expresion del ERa, en comparacion con los machos
figura13 A.

Esto nos indica que la presencia de BPA produce un aumento en el

porcentaje de células positivas que expresan ERa.

En la figura 13 B, se muestra el nivel de expresion del ERa en los LTCD3+,
en el cual no existen diferencias estadisticas significativas entre sexos, asi como

tampoco entre tratamientos.
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Figura 13. Evaluacion del porcentaje de células que expresan ERa, en la
subpoblacion celular LT totales (CD3+) en cultivos de esplenocitos
provenientes de machos y hembras prepuberes. Los datos representan la media
* la desviacion estandar. Las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas
debidas a los distintos tratamientos en comparacion con el CTRL. CTRL (control),
VHC (vehiculo), E2 (estradiol) y 5 concentraciones de BPA (1nM, 10nM, 100nM,

1uM y10uM). Datos de 3 experimentos independientes, n=6 animales por grupo.
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3.2 Expresion del receptor a estrogenos alfa (ERa) en LTh (CD4+)

En la figura 14 se muestra el analisis del porcentaje de células que expresan
ERa, en los LTc CD4+. Como se puede observar en la figura 14 A, hay un patron
dimorfico debido a que las hembras presentan mayor porcentaje de células positivas
de ERa en comparacion con los machos, sin embargo, no se tienen diferencias
estadisticas significativas entre sexos. Pero en la comparacion entre tratamientos
en las hembras se muestra aumento en el porcentaje de células positivas para ERa
en todas las concentraciones de BPA con respecto al control. Por otro lado, en los
machos se observa también este aumento, pero unicamente en las concentraciones
de BPA 10nM, 100nM y 10uM con respecto al control.

El nivel de expresion del ERa en LT CD4+ se presenta en la figura 14 B. En
la cual se presenta aumento estadistico, en el nivel de expresion de dicho receptor
en hembras en comparacién con los machos, en las concentraciones de BPA 1nM,
1uM y 10uM. En la comparacién entre tratamientos los machos, presentan
disminucién en el nivel de expresion de ERa en las concentraciones de BPA 1nM,
1uMy 10uM, sin embargo, en la concentracién 10nM, aumenta el nivel de expresion
de ERa con respecto al control. Mientras que, en las hembras, aumenta el nivel de

expresion de ERa en las concentraciones de BPA 1nM, 10nM, 1uM y 10uM.
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Figura 14. Evaluacion del porcentaje de células que expresan ERa, en la
subpoblaciéon celular LTh (CD4+) en cultivos de esplenocitos provenientes de
machos y hembras prepuberes. Los datos representan la media * la desviacion

*

estandar. Los muestran diferencias significativas (**p=0.01, ***p=0.001,
****p=0.0001) debidas a la diferencia entre sexos y las letras (A, B, C) muestran las
diferencias significativas debidas a los distintos tratamientos en comparacién con el
CTRL. CTRL (control), VHC (vehiculo), E2 (estradiol) y 5 concentraciones de BPA
(1nM, 10nM, 100nM, 1uM y10uM). Datos de 3 experimentos independientes, n=6

animales por grupo.
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3.3 Expresion del receptor a estrogenos alfa (ERa) en LTc (CD8+)

En la figura 15 A se presenta el porcentaje de células positivas al ERa, en
los LTc CD8+, en dichos analisis tanto machos como hembras, no presentan
diferencias estadisticas significativas entre sexos. Sin embargo, en la comparacién
entre los tratamientos, en las hembras aumenta este porcentaje en la concentracion
de BPA 1uM, mientras que en los machos también se presenta aumento, pero este

en la concentracion de 10nM con respecto al control.

El nivel de expresion del ERa en LTCD8+ se muestra en la figura 15 B, en
el analisis entre sexos, se presenta mayor nivel de expresion del ERa en hembras
en comparacién con los machos en la concentracion de BPA 1uM. Por otro lado, en
la comparacion entre tratamientos, tanto en hembras como en machos hay
disminucidén en el nivel de expresion, en algunas concentraciones de BPA con
respecto al control. En las hembras se observa esta disminucion en las
concentraciones de BPA 1nM, 100nM y 10uM, mientras que en los machos en las

concentraciones de 1nM y 1uM.

43




Figura 15. Evaluacion del porcentaje de células que expresan ERaq, en la
subpoblaciéon celular LTc (CD8+) en cultivos de esplenocitos provenientes de
machos y hembras prepuberes. Los datos representan la media £ la desviacion
estandar. Los * muestran diferencias significativas (*p=0.05) debidas a la diferencia
entre sexos y las letras (A, B, C) muestran las diferencias significativas debidas a
los distintos tratamientos en comparacion con el CTRL. CTRL (control), VHC
(vehiculo), E2 (estradiol) y 5 concentraciones de BPA (1nM, 10nM, 100nM, 1uM

y10uM). Datos de 3 experimentos independientes, n=6 animales por grupo.
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3.4 Expresion del receptor a estrogenos alfa (ERa) en LB (CD19+)

El porcentaje de expresion del ERa en B CD19+ se presenta en la figura 16,
la grafica nos muestra la comparacién entre sexos en la cual se puede observar
como las hembras presentan mayor porcentaje de expresion comparadas con los
machos figura16 A. Sin embargo, no se presentan diferencias estadisticas
significativas. Mientras que, en la comparacién entre tratamientos, en los machos
se observa disminucion en el porcentaje de expresion del ERa, en todas las

concentraciones de BPA con respecto al control.

El nivel de expresion del ERa, se muestra en la figura 16 B, en la cual no se
observan diferencias estadisticas entre sexos. Sin embargo, en las diferencias entre
tratamientos, unicamente las hembras en las concentraciones de BPA 10nM,

100nM, 1My 10uM con respecto al control.
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Figura 16. Evaluacion del porcentaje de células que expresan ERaq, en la
subpoblaciéon celular LB (CD19+) en cultivos de esplenocitos provenientes de
machos y hembras prepuberes. Los datos representan la media £ la desviacion
estandar. Las letras (A, B) muestran las diferencias significativas debidas a los
distintos tratamientos en comparacion con el CTRL. CTRL (control), VHC (vehiculo),
E2 (estradiol) y 5 concentraciones de BPA (1nM, 10nM, 100nM, 1uyM y10uM). Datos

de 3 experimentos independientes, n=6 animales por grupo.
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4. Determinar en el sobrenadante de los cultivos mediante ELISA lla

produccion de las citocinas proinflamatorias (TNF-a e IFN-y).
TNF-a

En la citocina proinflamatoria TNF-a, se observa en la comparacion entre
sexos, como en los machos tratados con BPA disminuye la produccién de TNF-a
con respecto al control. En las hembras no se presentan diferencias estadisticas en

los diferentes tratamientos figura 17.

Figura 17. Determinacién por ELISA de la citocina proinflamatoria TNF-a. Los
datos representan la media + la desviacion estandar. Las letras (A, B, C) muestran
las diferencias significativas debidas a los distintos tratamientos en comparacion
con el CTRL. CTRL (control), VHC (vehiculo), E2 (estradiol) y 5 concentraciones de
BPA (1nM, 10nM, 100nM, 1uM y10uM). Datos de 3 experimentos independientes,

n=6 animales por grupo.
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IFN-y

La citocina IFN-y se presenta en la figura 18, en hembras el IFN-y aumenta
significativamente en los grupos de BPA 10nM, 1uM 'y 10uM con respecto al control,
en los machos esta citocina presenta disminucion significativa en todos los grupos
tratados con BPA. En las diferencias entre sexos, se observa como los machos en
los tratamientos de CTRL, VHC y E2, tienen mayor produccion de IFN-y en
comparacion con las hembras. Sin embargo, este efecto se encuentra revertido en
los tratamientos con las concentraciones de BPA, las mas notorias, son en las

concentraciones de 10nM y 1.

Los resultados obtenidos nos indican que el BPA favorece una respuesta
proinflamatoria en hembras, sin embargo, en machos esta se puede observar

disminuida de forma significativa.
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Figura 18. Determinacién por ELISA de la citocina proinflamatoria IFN-y. Los
datos representan la media * la desviacion estandar. Los * muestran diferencias
significativas (****p=0.0001) debidas a la diferencia entre sexos y las letras (A, B, C)
muestran las diferencias significativas debidas a los distintos tratamientos en
comparacion con el CTRL. CTRL (control), VHC (vehiculo), E2 (estradiol) y 5
concentraciones de BPA (1nM, 10nM, 100nM, 1uM y10uM). Datos de 3

experimentos independientes, n=6 animales por grupo.
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4.1 Estudiar en el sobrenadante de los cultivos mediante ELISA la
produccion de la citocina inmunomoduladora IL-10, en respuesta al BPA.

IL-10

En la figura 19 se presenta la citocina inmunoreguladora IL-10, en la cual, la
comparacion entre sexos nos indica que los machos controles tienen mayor nivel
de produccion de IL-10 a diferencia de las hembras. Mientras que, en las diferencias
entre tratamientos, en machos se observa la disminucion de dicha citocina en todas
las concentraciones de BPA con respecto al control. Por otra parte, en las hembras
se muestra el aumento de dicha citocina en la concentracion de BPA 1uM con
respecto al control. Con estos resultados mostrados podemos decir que el BPA

disminuye la produccion de la citocina IL-10.

50




Figura 19. Determinacion por ELISA de la citocina inmunomoduladora IL-10.
Los datos representan la media + la desviaciéon estandar. Los * muestran diferencias
significativas (*p=0.05) debidas a la diferencia entre sexos y las letras (A, B)
muestran las diferencias significativas debidas a los distintos tratamientos en
comparacién con el CTRL. CTRL (control), VHC (vehiculo), E2 (estradiol) y 5
concentraciones de BPA (1nM, 10nM, 100nM, 1uM y10uM). Datos de 3

experimentos independientes, n=6 animales por grupo.
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Discusién

El objetivo principal de este proyecto fue evaluar in vitro la funcionalidad de las
células del sistema inmunoldgico, particularmente los linfocitos T (LT) y linfocitos B
(LB), expuestas a un compuesto disruptor enddcrino, en especifico, el Bisfenol A
(BPA).

Se conoce que los esteroides sexuales pueden afectar de manera diversa muchas
de las funciones de las células del sistema inmune (Besedovsky HO et al 1996). Lo
anterior es relevante, dado que, también hay compuestos en el ambiente, que
pueden actuar como hormonas enddgenas, particularmente imitando, bloqueando
o influyendo la actividad de las hormonas enddgenas. Tales contaminantes, se han

denominado compuestos disruptores endocrinos (CDEs).

Existen evidencias actuales que demuestran que la actividad humana,
particularmente la industrial, ha traido un incremento de compuestos altamente
contaminantes, como es el caso de los compuestos disruptores endocrinos
(Andrade-Ribero A et al, 2006). Estos compuestos, se caracterizan por presentar
actividad estrogénica y son capaces de almacenarse durante periodos prolongados

en el tejido adiposo (Olea N, 2003), como es el caso del bisfenol A (BPA).

La exposicion al BPA puede presentarse desde la etapa fetal, ya que este disruptor
enddcrino es capaz de atravesar la placenta, y en los recién nacidos la exposicidon
se presenta a través de la leche materna. Con respecto a los efectos que el BPA
ejerce sobre las células del sistema inmunolégico, en la bibliografia se manejan
diferentes parametros, ya que los efectos observados dependen en gran medida de
las dosis, la etapa de exposicion y el modelo animal que se utiliza (Yurino H et al,
2004).

Sin embargo, no se ha realizado una caracterizacion precisa sobre una misma
poblacién celular del sistema inmunoldgico, en concentraciones especificas del

BPA, lo cual hace que la mayoria de los estudios sean muy variables.

52




Nuestros experimentos se realizaron con roedores en la etapa prepuber, debido a
que en esta etapa aun no se presenta la maduracion sexual y asi poder descartar
que los efectos observados son debido a la presencia de esteroides sexuales. Se
conoce que la maduracion del sistema inmune va a tener lugar entre el nacimiento
y el dia 30 postnatal (Sakaguchi S et al, 1982). Se decidio investigar diferentes
subpoblaciones celulares de la respuesta inmunoldgica adaptativa y las alteraciones
que estas subpoblaciones pueden tener ante el esquema de exposicion al BPA, al

inicio del cultivo e incubandolo por 72 horas.

Se encuentra documentado que el efecto que ejerce el BPA en roedores tiene gran
influencia sobre el sistema enddcrino, particularmente en el eje reproductivo, ya que
dicho compuesto tiene efectos adversos como es el inicio de la pubertad temprana,
es capaz de alterar el ciclo estral y alterar el desarrollo de las glandulas mamarias,
esto en el caso de las hembras, por otra parte, en los machos puede provocar

infertilidad y/o disminucién en el conteo espermatico (Chichizola, 2012).

Se analizé el porcentaje de proliferacion de diferentes subpoblaciones celulares
como son los linfocitos T totales CD3+, LT cooperadores CD4+, LT citotéxicos CD8+
y linfocitos B CD19+. Existen reportes acerca de la proliferacion celular en
esplenocitos totales, pero muy pocos estudios se han basado en las investigaciones
de subpoblaciones celulares especificas, (Neri et al. 2015). En este estudio, se
observd un mayor porcentaje de proliferacion en las hembras en todas las
subpoblaciones celulares a diferencia de los machos en todos los tratamientos, lo
que nos indica que los efectos observados en cuanto a los diferentes tratamientos
presentan un caracter dimorfico. En los linfocitos T citotéxicos (CD8+), se observé
un efecto inhibitorio en 2 concentraciones de BPA (100nM y 1uM), tanto en hembras
como en machos, lo cual nos indica que el BPA a ciertas concentraciones es capaz
de inhibir el efecto citotéxico de los LTCD8+. Estos resultados se pueden comparar
con lo realizado por Neri en el 2015, en donde observd Unicamente la disminucion
de la viabilidad de los LTCD8+, sin embargo, en este estudio no se menciona el

sexo de los ratones utilizados y su edad (Neri et al 2015).
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El segundo objetivo importante de este trabajo, fue evaluar la expresién del receptor
a progesterona (PR), asi como también del principal receptor a estrégenos (ERa),
en las células del sistema inmunolégico. Como bien se sabe, las hormonas
esteroideas son capaces de modular la respuesta del sistema inmunoldgico a traves
de sus receptores, y dichos efectos van a depender de la concentracion de cada
hormona en particular, asi como del tipo celular y las isoformas de los receptores
que se llegan a expresar en un determinado periodo (Nilsson S et al, 2001. Diel P,
2002).

Considerando lo anterior, se prosiguié con el analisis del porcentaje y nivel de
expresion del receptor a progesterona (PR), asi como el receptor a estrogenos
(ERa) en las diferentes subpoblaciones celulares de los linfocitos T y B expuestas
a BPA in vitro. En la mayoria de las subpoblaciones celulares, tanto en el porcentaje
de células positivas como en el nivel de expresion de PR, las hembras son las que
expresan este receptor en mayor cantidad, sin embargo, en los LTCD8+ de machos,
se observo incremento en el porcentaje de células que expresan PR, asi como en
su nivel de expresion en todas concentraciones de BPA. Por lo anterior, el cambio
en el nivel de expresién de un receptor puede ser capaz de modificar la sensibilidad
de una célula o de alguna hormona en particular. En el 2016, Gutierrez-Rodriguez
realizo un estudio en diferentes células de alta proliferacion, que incluyeron desde
células embrionarias hasta células tumorales, y observo que la progesterona ejerce
varios efectos inmunoldgicos, en el caso de los linfocitos B, reduce su actividad

proliferativa, asi como la disminucién en la produccion de anticuerpos.

El siguiente experimento que se realizod, fue el de analizar la expresion del principal
receptor de estrogenos, el ERa, en las mismas subpoblaciones celulares
anteriormente mencionadas. Se observo que la expresion del ERa es dimdérfica en
todas las subpoblaciones celulares analizadas, lo cual es un efecto relevante. Otro
aspecto muy importante en este estudio, fue que en la mayoria de los grupos
tratados con BPA, el tratamiento indujo un incremento en la expresion del ERa. Se

sabe que altas concentraciones del 17B-estradiol, estan asociadas a una menor
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citotoxicidad de las células NK. Por lo cual, el aumento de la expresion del ERa en
esta subpoblacion, podria resultar en una mayor sensibilidad de dichas células. En
los LTCD8+, se observé el mismo efecto que para las NK, lo cual nos podria indicar
que en individuos expuestos a ciertas concentraciones de BPA, por ciertos periodos
de tiempo, puede dar como resultado menor citotoxicidad de este tipo de células.
Lo observado en este experimento, concuerda con lo reportado con Miao y
colaboradores, quienes utilizaron un esquema de exposicién gestacional, y reportan
que la exposicion a BPA en dosis de 40 y 400 pg/Kg/dia disminuye la expresion del

ERa en machos y se incrementa en hembras (Miao et al 2008).

Por otra parte, en este trabajo, se determiné la expresidn de citocinas
proinflamatorias (TNF-a e IFN-y) y reguladoras (IL-10) en el sobrenadante de
cultivos de esplenocitos, cada uno con su diferente tratamiento. Se encuentra
reportado que el estradiol en concentraciones altas promueve una respuesta tipo
Th2 (anti-inflamatoria), mientras que ha concentraciones bajas promueve una
respuesta tipo Th1 (pro-inflamatorias), favoreciendo la produccién de TNF-a e IFN-
Yy (Guzman et al 2011).

Dicho lo anterior, en la expresion de TNF-a en machos, se encontré una menor
produccion de dicha citocina en los grupos expuestos al BPA. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Byun y Kim en el 2005, quienes observaron una
disminucion en la produccion de TNF-a. Sin embargo, ellos realizaron sus
experimentos en la etapa adulta de los ratones y las dosis utilizadas difieren a las
utilizadas en nuestro estudio (Byun et al 2005; Kim et al 2005). Este mismo efecto
se observo en el caso del IFN-y, en donde también en los machos se observo la
disminucién de la produccion de dicha citocina, sin embargo, estos resultados
difieren con lo dicho por Yoshino y Youn, ya que elllos mencionan que la produccién
del IFN-y aumenta, pero este resultado puede ser debido a que su estudio se realizd
en ratones adultos y el tratamiento del BPA fue por medio del agua de bebida
(Yoshino et al 2003) y Youn activo los esplenocitos con Con-A (Youn et al 2002)
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Con estos resultados obtenidos se puede especular que los machos en presencia
de diversas concentraciones de BPA, si presentan un caracter menos
proinflamatorio. Mientras que las hembras, en presencia del BPA aumenta su

caracter pro-inflamatorio.

Por otra parte, la citocina inmunomoduladora IL-10, muestra el mismo
comportamiento ya que los esplenocitos de hembras expuestas al BPA incrementan
la produccion de dicha citocina, mientras que en los machos la disminuyen a ciertas
concentraciones de BPA. Los resultados de las hembras concuerdan con lo dicho
por Lee et al quienes reportaron que los linfocitos T totales y B aumentaron la
expresion de IL-10 (Lee et al 2010), sin embargo, la concentracién utilizada por los

autores, esta por arriba de las utilizadas en este proyecto.

Los experimentos realizados en este proyecto son de gran ayuda para esclarecer la
funcionalidad de las principales subpoblaciones celulares de los linfocitos Ty B en
roedores machos y hembras, expuestos a un disruptor endécrino como es el BPA'y
con ello poder saber que concentraciones de BPA pueden favorecer o inhibir
funciones de las células inmunoldgicas, asi como la expresion de receptores y
produccion de citocinas. Con los resultados obtenidos se tiene un gran avance en
el conocimiento de la funcionalidad de las células inmunolégicas, como son los
linfocitos y con ello, poder seguir llevando a cabo experimentos que nos ayuden a
evaluar mas sobre el riesgo del uso de este compuesto y otros de su tipo como es
el BPS y con ello poder seguir estudiando de forma mas clara y especifica la

funcionalidad de otras células que conforman el sistema inmunoldgico.
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Conclusiones

Primeramente, la respuesta que presentan todos los subtipos celulares es

dimodrfica, asi como también lo es el efecto del BPA.

En la evaluacioén de la proliferacion de los LTc (CD8+), se observa una menor
proliferacion en hembras, lo cual muestra que la disrupciéon enddcrina al BPA

aumenta la sensibilidad de dichas células, disminuyendo con ello su citotoxicidad.

Dado que la exposicion a BPA modifico los patrones de expresion del ERa
en los subtipos celulares y considerando que el ERa es uno de los principales
mecanismos de regulacion de dichas células dentro de la red inmunoenddcrina,

probablemente sea causa de las alteraciones observadas.

La exposicion al BPA incremento el porcentaje de expresion de PR en los
LTh CD4+ y LTc CD8+ en machos.

Dado que la exposicion a bajas concentraciones de 173-estradiol, promueve
una respuesta proinflamatoria Th1, es posible esta sea una causa por la cual en
machos la produccién de TNF-a e IFN-y, asi como IL.10 se ve disminuida en las

diferentes concentraciones de BPA.
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