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1. RESUMEN

La comunicacion bidireccional entre los sistemas nervioso central, endocrino y el inmune
tiene una funcion esencial en el organismo. Las alteraciones en esta comunicacion
producen la pérdida de la homeostasis, originando diversas patologias como procesos
inflamatorios, autoinmunes, metabdlicos y psiquiatricos. Los mensajeros que participan
en la comunicacion neuro-inmuno-endocrina son hormonas, neuropéptidos y citocinas
pro-inflamatorias y anti-inflamatorias sintetizados por las células de los tres sistemas.
Estos mensajeros actlan via receptores, produciendo activacion o inhibicion de la

respuesta inmune innata y adaptativa, asi como del sistema nervioso y endocrino.

Las hormonas sexuales tienen un papel importante en la interaccion sistema endocrino-
sistema inmune, a través de sus efectos en las funciones de las células de este ltimo. Una
célula importante del sistema inmune es la célula cebada, ya que participa en la defensa
innata, pero también es una de las principales células efectoras de las respuestas
patoldgicas mediadas por IgE, como son las alergias. Interesantemente, la prevalencia de
enfermedades alérgicas es mayor en mujeres, lo que sugiere la participacion de las
hormonas sexuales en el desarrollo de estas patologias. En este contexto, estudios previos
han demostrado que las hormonas sexuales tienen efectos en la secrecion de mediadores,

bioldgicamente importantes, por las células cebadas.

En este estudio analizamos el efecto de los esteroides sexuales estradiol, progesterona,
testosterona y DHT en la activacion de células cebadas provenientes de ratas macho y
hembra, para observar si existen diferencias en la respuesta de las células cebadas
asociadas al sexo, ya que en estudios previos no se ha descrito el efecto de los esteroides
sexuales en células cebadas de especies de diferentes sexos.

El efecto de las hormonas sexuales en la activacion de las células cebadas, se analizé
mediante la liberacion de histamina de células cebadas estimuladas con diferentes
concentraciones de hormonas, de manera directa o en presencia del secretagogo sustancia

P. Observamos que los esteroides sexuales aumentaron significativamente la liberacion
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de histamina en células cebadas de ratas hembras mientras que en células de machos no
tuvieron ningdn efecto en la liberacion de histamina. Esto muestra que existe una
diferencia dependiente del sexo en la respuesta de las células cebadas y esta podria ser
una de las razones por las que existe una mayor prevalencia de enfermedades alérgicas en
mujeres. Interesantemente, cuando la liberacion de histamina fue inducida por sustancia P
los esteroides sexuales tuvieron un efecto inhibitorio en la liberacion de histamina

unicamente en células cebadas de ratas hembra pero no en ratas macho.

Dado que, la respuesta de las células cebadas durante las reacciones alérgicas puede ser
influenciada por el nivel de expresion del receptor para la IgE, el FceRl, en este estudio
analizamos el posible efecto de los esteroides sexuales en la expresion de este receptor.
El aumento en la expresion del FceRI en la célula cebada es funcionalmente importante,
ya que a mayor numero de receptores mayor serd la sensibilidad y la intensidad de la
respuesta alérgica. Nuestros resultados muestran que los esteroides sexuales no tienen
ningun efecto en la expresion del receptor FceRI en células cebadas, sin importar si
provenian de ratas hembra o macho. Lo anterior ocurri6 con todos los esteroides sexuales

analizados de forma directa o en células sensibilizadas con IgE.

Por lo anterior este estudio muestra que el efecto de los esteroides sexuales en la
activacion de las células cebadas mediante la liberacion de histamina es dependiente del
sexo, y que la expresion del receptor FceRIl no se ve afectada por estos mismos

esteroides.

2. INTRODUCCION
Los esteroides sexuales, progesterona, testosterona, dihidrotestosterona y estradiol
ademas de regular funciones fisioldgicas en la reproduccion de los mamiferos, también

regulan la respuesta inmunoldgica (Lau et al., 2009). La presencia de receptores a
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esteroides sexuales en células del sistema inmune indica que dichas hormonas ejercen sus
efectos mediante la union a estos receptores (Hernandez et al.,2011). Un tipo de célula
que es parte importante del sistema inmune innato es la célula cebada. Las células
cebadas residen en la mayoria de los tejidos, participan en la respuesta inmune innata y
también son células efectoras en las respuestas patoldgicas mediadas por la

inmunoglobulina E (IgE), como la alergia (Kumar y Sharma, 2010).

Las células cebadas participan en las reacciones alérgicas mediante la union de su
receptor de superficie de alta afinidad para la IgE a la fraccion (FceRI del antigeno)
provocando la activacion y la liberacion inmediata de mediadores inflamatorios,
responsables de los sintomas de la alergia (Galli y Tsai, 2010). La expresion del FceRI en
células cebadas es regulada por factores extracelulares, los cuales la aumentan, tales
como la IgE y la Proteina inflamatoria de macrofagos 1 (MIP 1 alfa), o la disminuyen

como es el caso de la dexametasona (Yamaguchi et al., 1997, 2001).

En enfermedades alérgicas se ha observado que existen diferencias en la frecuencia
asociadas al sexo. Por ejemplo: el asma, la anafilaxia, la urticaria cronica y la alergia a la
comida, son patologias que se presentan con mayor frecuencia en mujeres que en
hombres. Estudios epidemioldgicos indican que las hormonas sexuales contribuyen a esta
diferencia (De Oliveira et al., 2007; Chen et al., 2008; KasperskA-Zajac, 2010). Las
hormonas sexuales influencian el desarrollo de la respuesta alérgica, debido a sus efectos
en las funciones de las células cebadas. Especificamente, los estrogenos son capaces de
aumentar la activacion de estas células, mientras que los andrdgenos pueden inhibirlos.
Los efectos de estrogenos, progesterona y androgenos en las células cebadas son
mediados por la interaccion con sus receptores presentes en estas células (Revisado en
Mufoz-Cruz et al., 2011).

Debido a que las células cebadas estan involucradas en varias enfermedades, las que en

su gran mayoria afectan a mujeres, es necesaria una mejor comprension de la influencia
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de las hormonas sexuales en la funcion de las células cebadas, con el fin de generar

nuevos enfoques terapéuticos

3. MARCO TEORICO

Los sistemas inmune, nervioso y endocrino son componentes esenciales en la fisiologia
de los mamiferos. Cada uno de ellos desarrollan diferentes funciones en la regulacion de
la homeostasis; el inmune participa en la defensa del organismo hacia agentes
infecciosos, y el nervioso y endécrino en la regulacion del metabolismo y otras
actividades fisiologicas como la reproduccién, y cambios propios de la pubertad.
Diversos estudios han demostrado una colaboracion activa y dindmica entre estos dos
sistemas (Besedovski y Del Rey, 1996). Inicialmente se pensaba que el sistema inmune
era autorregulado casi en su totalidad; sin embargo, ahora se sabe que el sistema inmune
interactla directa y bidireccionalmente con el sistema neuro-enddcrino (Hernandez et
al.,2011).

Esta comunicacion bidireccional es posible porque estos sistemas comparten un “lenguaje
quimico” (Figura 1), que resulta de un intercambio de ligandos comunes (hormonas,
neurotransmisores, péptidos y citocinas) y sus receptores especificos (Gaillard, 2003).
Una comunicacion neuro-inmuno-enddcrina eficiente implica la existencia de vias
aferentes y eferentes, que constituyen un sistema complejo de retroalimentacion, y
cuando se producen alteraciones en esta red se desencadenan patologias que involucran a
los diferentes componentes de la misma. La interaccion neuro-inmuno-endocrina es muy
compleja, por lo que ademé&s de los diferentes factores inmunes implicados en la
regulacion de la red neuro-inmuno-enddcrina, los esteroides sexuales asociados al género
pueden ser un factor importante en el desarrollo de diversas patologias (De Lebn y
Montor, 2006).
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Figura 1. Comunicacion neuro- inmuno- endocrina

El sistema inmune de los vertebrados ha evolucionado en dos sistemas principales de
respuesta, disefiados para la defensa contra organismos infecciosos y otros agentes
dafiinos. El primero, denominado inmunidad innata, es la respuesta rapida y poco
especifica, que esta disefiada para detener o eliminar patdgenos activamente. La segunda
respuesta es la inmunidad adaptativa es una respuesta lenta y especifica, que se desarrolla
en un periodo que va de dias a semanas, resultando en una memoria inmunoldgica de

vida larga contra el patdgeno invasor (Iwasaki et al., 2010).

3.1 Célula cebada

La célula cebada, descrita por primera vez por Paul Ehrlich en 1872, es una célula
integral para la respuesta innata y para el desarrollo de la respuesta adaptativa ;. se
origina a partir de progenitores hematopoyéticos pluripotentes derivados de la médula
6sea, que expresan CD34 y c-kit (CD117), que al recibir sefiales mediante sus moléculas
de adhesion y receptores, entra en la circulacién para migrar hacia los tejidos (Wasiuk et
al., 2008), donde se diferencia y madura por la influencia del factor de células
progenitoras (SCF), (Kalesnikoff, 2008; Soman y Ashley, 2010). EI SCF es el mayor
qguimioatrayente de células cebadas y sus progenitores, también ayuda a la adhesion

célula-célula, a la adhesion substrato-célula, facilita la proliferacion y mantiene la
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sobrevivencia y diferenciacion (Okayama y Kawakami, 2006; Puxeddu et al., 2003). La
maduracion de las células cebadas también esta regulada por citocinas como la
interleucina 3 (IL-3) y la interleucina 9 (IL-9) (Theoharides et al., 2007; Jamur et al.,
2011).

Las células cebadas son células de vida larga, capaces de sobrevivir por meses o0 afios y
pueden proliferar en respuesta a sefiales apropiadas. Las células cebadas maduras tienen
una morfologia en comun, poseen prominentes granulos secretores en su citoplasma
(Soman y Ashley, 2010), los cuales contienen mediadores preformados, entre los que se
encuentran la histamina, heparina, triptasa, quimasa, carboxipeptidasa, catepsina G,
serotonina, hidrolasa acida, y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF o). Ademas, estas
células en respuesta a un estimulo adecuado sintetizan de novo, derivados del &cido
araquidonico: prostaglandinas y leucotrienos; y una variedad de citocinas (IL-1, IL-3, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-16, IL-25), asi como el factor de crecimiento tumoral beta
(TGF B), el SCF e interferon gama (IFNy) (Puxeddu, et al., 2003) (Cuadro 1).

Las células cebadas representan una poblacién muy heterogénea en un mismo organismo.
En el raton se han descrito dos tipos de células cebadas y aparentemente también se
encuentran en el hombre. En el ratdn, se clasifican con base en el tejido en el que residen
como células cebadas de mucosas y células cebadas de tejido conectivo, ambos tipos de
células difieren en el contenido de sus granulos y en la respuesta que desarrollan ante un
estimulo externo (Shanahan, 1984). En humanos, las células cebadas se clasifican en dos
subpoblaciones que se distinguen por su contenido de proteasas neutras. Estas células son
designadas MCr+¢ por su contenido de triptasa y quimasa,, las que solo contienen triptasa
se denominan MC+ (Metcalfe et al., 1997). Las MC+ tienen caracteristicas similares a las
células cebadas de mucosa de rata, mientras que las MCrc tienen caracteristicas de
células de tejido conectivo de rata. Ademas, estas dos subpoblaciones presentan
selectividad en las citocinas que producen. Sin embargo, la distribucién en humanos no
es tan clara como en roedores y la mayoria de los tejidos tienen poblaciones mixtas de

células cebadas (Vliagoftis y Befus, 2005).
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Las células cebadas se localizan en mayor nimero en la periferia de vasos sanguineos y
en vasos linfaticos en el tejido conectivo, también pueden ser encontradas en sitios
adyacentes a nervios periféricos, asi como en los érganos linfoides secundarios y en el
sistema nervioso central. Son abundantes en areas expuestas al ambiente externo tales
como la piel y mucosas del tracto genitourinario, gastrointestinal y respiratorio (Abraham
y Malaviya, 1997, Wasiuk et al., 2008), también se encuentran en el timo y en la lengua

(Yong et al., 1997).
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Cuadro 1. Principales mediadores quimicos liberados por las células cebadas

(Tomado de Marshall, 2004).

Preformados y almacenados en sus granulos

Mediador

Funcion

Aminas biogénicas: Histamina

Serotonina (5-hidroxitriptamina) Dopamina
Proteoglicanos: Heparina
Condroitin sulfato
Enzimas: Triptasa, quimasa,MMP
NOS
Carboxipeptidasa

TNF-o.
IL-4
TGF-B

Citocinas:

Quimiocinas: IL-8, MCP-1, MCP-3

MCP-4,RANTES
Otros: VEGF
Substancia P
Catelicidina LL-37

Vasodilatacion, angiogénesis, regulacion de la RI
Vasoconstriccion, inflamacion, dolor

Angiogénesis, regula funcion celular
Componente del tejido conectivo, anti-inflamatorio

Remodelacién de tejido, angiogénesis, inflamacion.
Produccion de éxido nitrico
Procesamiento de péptidos

Recluta neutrdfilos, macrdfagos, activacion de CD, T.
Sintesis de IgE, activacion de células B, Th2
Regulacion

Quimioatraccién e infiltracion tisular de leucocitos.
Neurovascularizacion, angiogénesis, vasodilatacion

Inflamacidn, dolor, activacion de células cebadas
Antimicrobiano

Derivados de lipidos de membrana

Prostaglandinas: PGD2
PGE2
Leucotrienos: LTB4
LTC4

Factor activador de plaquetas (PAF)

Broncoconstriccion, incrementa permeabilidad vascular, regula la
produccion de citocinas proinflamatorias, dolor.

Angiogénesis, inflamacion, quimioatraccién de monocitos.
Incremento de permeabilidad vascular

Accion quimiotactica para neotrdfilos, macrofagos, eosindfilos,

linfocitos efectores CD4+ y CF8+
Vasocontriccion, dolor.

Activacion de plaquetas, vasodilatacion, angiogénesis,
inflamacion.

Produccion de citocinas y quimiocinas
(sintesis de novo)

Citocinas:
TNF-a, IL-1a, IL-1b, IL-6, IL-18, INF-a/p
IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13
IL-12,IFN-y
IL-10,TGF-b
Quimiocinas:
CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL20, CXCL1, CXCL2,
CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11

Proinflamatorias
Th2

Thi
Reguladoras

Atraccion de células efectoras, incluyendo células denditricas,
regulacion de la respuesta inmune

CCL, ligando de quimiocina; FGF, factor de crecimiento fibroblastico, GM-CSF,factor estimulante de
colonias de granulocitos/macrofagos; IFN, interferdn, IL, interleucina; LIF, factor inhibidor de leucocitos;
LTB4, leucotrieno B4; LTC4, leucotrieno C4; PGD2, prostaglandina D2; PGE2, prostaglandina E2, TGF,
factor transformante del crecimiento, TNF, factor de necrosis tumoral; VEGF, factor de crecimiento del

endotelial vascular
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3.2 Participacion de las células cebadas en la alergia

Las células cebadas tienen un papel fundamental en las reacciones alérgicas, debido a la
presencia de receptores de alta afinidad para la inmunoglobulina E (FceRI) en su
membrana plasmaética. (Metcalfe et al., 1997).

El desarrollo de una reaccion alérgica tiene lugar en varias etapas similares a las de una
reaccion inmune normal (Figura 2). En primer lugar, se produce la entrada del alérgeno al
organismo y la produccién de IgE especifica para éste. La IgE se fija en la superficie de
las células cebadas a través del receptor de alta afinidad, FceRI. Posteriormente, el
alérgeno reacciona con la IgE unida a la superficie de las células cebadas, dando lugar al
entrecruzamiento de los receptores y por tanto la transduccion de sefiales intracelulares,
que inducen la degranulacion de las células cebadas, con la liberacion de mediadores de
inflamacion, responsables de la sintomatologia de las reacciones alérgicas (Prussin y
Metcalfe, 2006).

La activacion de las células cebadas via agregacion del FceRI, por la unién de un
antigeno bi o multivalente a la IgE, induce una respuesta compleja. Esta respuesta incluye
la liberacién inmediata de histamina, heparina, proteasas y algunas

citocinas contenidas en sus granulos; la secrecién (en minutos) de derivados de lipidos de
membrana, sintetizados de novo, entre los que se incluyen leucotrienos y prostaglandinas;
y la produccion, con una cinética de tiempo prolongada, de diversas citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento. El entrecruzamiento de una pequefia fraccion del
receptor FceRI es suficiente para detonar la activacion y liberacion de mediadores
(Kawakami y Galli, 2002). Sin embargo, el grado con que las células cebadas secretan
diferentes tipos de mediadores, puede variar de acuerdo a la intensidad de la sefial de
activacion que puede ser positiva 0 negativamente regulada por exposicion a ligandos de

otros receptores, de los muchos que expresa esta célula (Rivera y Gilfillan, 2006).
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Figura2. Participacion de las células cebadas en la respuesta alérgica. La reaccion alérgica se
inicia con la sensibilizacién al alérgeno y la produccion de IgE. En una segunda exposicion, el
alérgeno reacciona con la IgE unida a la célula cebada, lo que produce la activacion y la
inmediata liberacion de sus mediadores quimicos (Tomado del
http://www.inmunologiaenlinea.es).

3.3 Prevalencia mundial de enfermedades alérgicas

De acuerdo a la Organizacion Mundial de Alergia (2008), la prevalencia mundial de las
enfermedades alérgicas mediadas por IgE, se ha incrementado en las Gltimas décadas. La
predisposicion genética y diversos factores ambientales juegan un papel importante en la
manifestacion de las alergias. Se estima que el 20% de la poblacién mundial sufre alguna
enfermedad mediada por IgE, tal como asma, rinitis, dermatitis atdpica, etc.

En la ciudad de México, la prevalencia de enfermedades alérgicas es del 42.6%, siendo la
rinitis alérgica la mas comun (Cuadro 2). Debido a la alta prevalencia y a los gastos que
derivan de las enfermedades alérgicas, éstas deben considerarse un problema de salud

publica en la ciudad de México (Lopez-Pérez et al., 2009).

FES Zaragoza UNAM. “Efecto de los esteroides sexuales en las células cebadas”

10


http://www.inmunologiaenlinea.es/

Cuadro 2. Prevalencia de enfermedades alérgicas en la Ciudad de México (Tomado
de Lopez-Pérez et al, 2009).

Enfermedad alérgica Prevalencia n=4,742 Frecuencia en el caso indice
Asma 14.9% 35.1%
Rinitis alérgica 19.6% 46.1%
Dermatitis atopica 18.7% 43.9%
Conjuntivitis alérgica 17.9% 42%
Urticaria 3.2% 7.5%

En diversos estudios clinicos y epidemioldgicos se han mostrado que existen diferencias
asociadas al género en la prevalencia de enfermedades alérgicas (LOpez-Pérez et al.,
2009; Chen et al., 2008).

Lo anterior sugiere la participacion de las hormonas esteroides sexuales en el desarrollo
de dichas enfermedades (De Ledn y Montor, 2006). Mujeres adultas tienden a desarrollar
enfermedades como urticaria, angioedema y anafilaxis con mayor frecuencia que
hombres, sin embargo la diferencia de géneros es revertida en nifios antes de la pubertad
(Chen et al., 2008; Kasperska y Brzoza, 2008). Por otra parte, estudios epidemioldgicos
han sugerido que las oscilaciones en las concentraciones de los esteroides sexuales en las

mujeres exacerban los sintomas del asma (De Oliveira et al., 2007).

3.4 Factores externos que modulan la respuesta alérgica

La respuesta de las células cebadas durante las reacciones alérgicas, puede ser
influenciada por el nivel de expresion del receptor FceRI.. Estas células expresan un gran
namero de receptores FceRI de manera constitutiva. Sin embargo, la expresion del FceRI
puede verse afectada por factores externos los cuales pueden aumentar su expresion, tales
como la concentracion de IgE en el microambiente y la (Proteina inflamatoria de
macrofagos | alfa) MIP 1 alfa (Yamaguchi et al., 1997), o disminuirla como es el caso de

la dexametasona (Yamaguchi et al., 2001). Ademas, en personas alérgicas, existe una
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correlacion positiva entre la concentracion de IgE sérica y el nivel de expresion del FceRI
en las células cebadas. EI aumento en la expresion del FceRI en la célula cebada es
funcionalmente importante, ya que a mayor nimero de receptores mayor serd la
sensibilidad y la intensidad de la respuesta alérgica (Brazis et al., 2001).
Interesantemente, los esteroides sexuales pueden afectar la respuesta de las células
cebadas al inducir o inhibir la liberacion selectiva de sus mediadores quimicos y por
consecuencia el desarrollo de patologias en las cuales participan; por ejemplo, las
alergias. Los efectos de los esteroides sexuales sobre las células cebadas son mediados
por la interaccion con sus receptores, ya que las células cebadas expresan
constitutivamente receptores para progesterona (P,4), testosterona y 17 B-estradiol (Ey)
(Revisado en Mufioz-Cruz et al., 2011).

3.5 Efectos de las hormonas esteroides sexuales en las células cebadas

Progestinas

Una de las progestinas mas importantes es la Progesterona (P4), que es una hormona
clave en el establecimiento y mantenimiento del embarazo. Se sabe que este esteroide
contribuye, mediante diversas acciones, a la supresion de la inmunidad materna contra el
feto (De Ledn y Montor, 2006). Ademéas de sus funciones en la reproduccion, esta
hormona influye en la liberacion de mediadores quimicos de las células cebadas. El
receptor a progesterona se ha identificado en células cebadas de la mucosa nasal (Zhao et
al., 2001).En células cebadas de peritoneo de rata la P, es capaz de inhibir la liberacién de
histamina de forma directa (Vasiadi et al., 2006). Por otra parte se mostrd que la
progesterona produjo una considerable degranulacion en las células cebadas (Gibbons y
Chang, 1972). Otros experimentos en ratas confirman que la P4 suprime la liberacion de
histamina, pero potencia la estimulacion por IgE (Cocchiara et al., 1990). Belot y
colaboradores (2007) mostraron que concentraciones fisioldgicas de P4 in vitro reduce un
50% de la proliferacion espontanea de células cebadas de humano en comparacion a las

células cultivadas sin hormona.
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Androgenos

La testosterona y la dihidrotestosterona (DHT) son los dos andrdgenos sexuales
biol6gicamente méas importantes, porque ademas de su participacién en la funcion
reproductiva tienen una participacion importante en la respuesta inmune (Bouman et al.,
2005). la expresion del receptor de andrdgenos en células cebadas humanas aisladas de
piel, asi como en las lineas celulares HMC-1 y LAD2, se describio recientemente (Chen
et al., 2010).

Se ha observado que en células cebadas de peritoneo de rata macho, la testosterona inhibe
la secrecion de histamina inducida por el compuesto 48/80 (un activador de estas células),
pero por si sola no tiene ningun efecto en la liberacion de histamina (Vliagoftis et al.,
1992).

Respecto a la dihidrotestosterona a la fecha no existen estudios que indiquen su efecto en

la degranulacion de las células cebadas.

Estrogenos

Los estrogenos son producidos principalmente en el ovario y de las distintas formas que
existen, el 17 B-estradiol es la forma circulante mas comdn. Ademas de su participacion
importante en las funciones reproductivas, los estrogenos regulan diversas acciones
celulares como proliferacion, morfogénesis, diferenciacion y apoptosis (Lorenzo, 2003;
De Ledn y Montor, 2006).

Los estrogenos son capaces de regular las funciones de las células cebadas. el estradiol
aumenta la secrecion de histamina en células cebadas de peritoneo de rata macho
inducida por el compuesto 48/80 de forma dosis dependiente, (Vliagoftis et al., 1992)
mientras que por si solo el estradiol no tiene ningun efecto en la liberacion de este
mediador (Vliagoftis et al., 1992) Otros experimentos en ratas confirman un efecto
estimulatorio del E2 en la activacion de las células cebadas mediante la liberacion de
histamina y la sensibilizacion alérgica. (Cocchiara et al., 1990). (Chen et al., 2009;

Zaitzu et al., 2007). En células cebadas peritoneales de rata estimuladas con E; aumenta
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la secrecion de histamina y serotonina de manera dosis dependiente (Vliagoftis et al.,
1992).

El receptor de estrogenos alpha (ERo) se expresa de manera constitutiva en células
cebadas humanas, de vejiga, arteria (Pang et al.,1995; Nicovani y Rudolph, 2002),
nasales (Zhao et al., 2001; Shirasaki et al., 2004) y en dos lineas celulares humanas
(HMC-1) y (RBL-2H3), asi como en células cebadas de médula 6sea (BMMC) (Zaitzu
et al., 2007). En contraste, el receptor a estrogenos beta (ERB) no se ha encontrado
expresado de forma constitutiva en células cebadas HMC-1, BMMC y RBL-2H3 (Zaitzu
et al., 2007).

El efecto de los esteroides sexuales en las células cebadas, es controversial, ya que
algunos estudios han mostrado que los esteroides sexuales como el estradiol y la
progesterona por si solos tienen un efecto activador de la degranulacion de estas células
incluyendo la secrecion de sus mediadores quimicos (Cocchiara et al., 1990; Gibbons y
Chang, 1972) mientras que otros muestran que el estradiol y la testosterona por si solos
no tienen ningun efecto (Vliagoftis et al., 1992) y para progesterona se ha mostrado un
efecto inhibitorio en la degranulacién de las células cebadas (Vasiadi et al., 2006). Estas
diferencias pueden ser debidas a las diferentes condiciones utilizadas en cada estudio,
como son: la concentracion, el tipo de esteroide sexual, el tipo de estudio, in vivo o in

vitro, y el género de los animales utilizados.

Por lo anterior, en este estudio se analizo el efecto in vitro de los esteroides sexuales
(estradiol, progesterona, testosterona y dihidrotestosterona) en la activacion de células
cebadas, provenientes de peritoneo de ratas hembra y macho, en un rango amplio de
concentraciones (fisioldgicas y farmacoldgicas). Se observd el efecto de los diferentes
esteroides sexuales en la liberacion de histamina (activacion) y también en la expresion

del receptor para IgE (FceRlI), factores importantes en la respuesta alérgica.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la importancia que tienen las células cebadas en procesos patolégicos como son
las alergias y la influencia que los esteroides sexuales tienen en la funciéon de estas
celulas, es necesario realizar estudios para poder entender como y de qué manera los

esteroides sexuales afectan la funcion de estas células.

5. HIPOTESIS
Las hormonas esteroides sexuales: progesterona, testosterona, dihidrotestosteronay 17 -
estradiol, afectaran de forma dosis dependiente la liberacion de histamina y la expresion

del receptor FceRI de las células cebadas, mostrando una diferencia entre sexos in vitro.

6. OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto de la progesterona, la testosterona, la dihidrotestosterona y del 17 -
estradiol en la expresion del receptor para IgE (FceRI) y en la liberacion de histamina de

células cebadas extraidas de peritoneo de ratas macho y hembra.

6.1 Objetivos particulares
e Evaluar la activacion de células cebadas de peritoneo de ratas hembra o macho
por estimulacion con progesterona, testosterona, dihidrotestosterona y 17 p-

estradiol mediante la liberacion de histamina.

e Analizar el efecto de los esteroides sexuales en la liberacion de histamina
inducida por sustancia P en células cebadas de peritoneo de ratas hembra o macho

adultos.

e Analizar el efecto de los esteroides sexuales en la expresion del receptor FceRI
mediado por IgE y de forma independiente en células cebadas de peritoneo de rata

hembra o macho
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7. MATERIAL Y METODOS
Esquema general de trabajo.

Histamina
Método
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#
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7.1 Obtencion y purificacion de las células cebadas de peritoneo de rata (CCPR)

Las células cebadas se obtuvieron de ratas hembra y macho de la cepa Sprague Dawley
mediante un lavado del peritoneo (después de sacrificar a los animales), este
procedimiento se realiz6 para obtener las células que fueron utilizadas en cada
experimento, por triplicado, usando una rata macho y una rata hembra por experimento.
Para obtener las células cebadas fue necesario sacrificar al los animales en una camara de
COg, se inyectaron 20 mL de regulador HEPES Tyrode’s pH 7.4 (N- 2 -N-2-acido
etanosulfonico, D-glucosa, NaCl, CaCl,, KCI, BSA 0.1 %, NaH,PQO,) (Sigma Co., USA),
en la cavidad peritoneal seguido por un suave masaje y la recuperacion de las células
peritoneales con una pipeta de transferencia y colocadas en un tubo frio de polipropileno.
Las células cebadas se purificaron en un gradiente discontinuo de Percoll el cual consiste
en una capa inferior de Percoll al 80% (Sigma Co., USA)y una capa superior al 30%.

Este gradiente se centrifug6 a 1600 rpm durante 20 minutos (Lee et al., 1985) para poder
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separar las células cebadas de otros tipos celulares como macrofagos y linfocitos. Se
obtuvieron células cebadas con mas de un 95% de pureza al tefiirse con azul de toluidina
(Figura 3). La viabilidad celular requerida debi6 ser mayor a 95% la cual se analizé por

tincion con azul de tripan.

Figura 3. Células cebadas tefiidas con azul de toluidina al 0.1%. Se muestran CCPR, después
de la purificacion en un gradiente discontinuo de Percoll. Se observan los gréanulos
metacromaticos de color parpura, que llenan el citoplasma de las células. 100 X.

7.2 Liberacion de histamina de CCPR

La liberacion de histamina es un marcador de activacion el cual permite observar si las
células cebadas responden a estimulos, ya que al activarse producen la rapida liberacién
de histamina. A los controles positivos se les adicioné 10uM de sustancia P (SP, un
neuropétido activador de células cebadas (Nieber et al., 1991) (Sigma Co., EU). Las
células cebadas a las cuales Unicamente se les adiciond regulador Hepes-Tyrode se

usaron como control para analizar la liberacion basal de histamina.

El efecto de la progesterona, testosterona, DHT y 17 B-estradiol, en células cebadas se
estudio examinando la liberacion de histamina inducida por la incubacion directa de las
CCPR con cada una de las hormonas. Este experimento se realizd en ratas hembra y
macho para observar si existian diferencias en la respuesta asociadas al sexo.

En este experimento se colocaron 25, 000 CCPR en tubos eppendorf y se incubaron por
separado con P4, testosterona, DHT vy E,, a diferentes concentraciones (10 pM, 100 pM

10 nM y 100 nM), durante 30 minutos a 37°C. Las concentraciones utilizadas para los
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experimentos estan dentro del rango de las concentraciones descritas en la literatura, para
algunos de los esteroides sexuales, que tienen un efecto en la degranulacion de células
cebadas. Transcurrido el tiempo de activacion, los sobrenadantes se separaron de las
pastillas celulares por centrifugacion. La cantidad de histamina presente en los
sobrenadantes y en las pastillas correspondientes, se cuantific6 mediante una reaccion
con o-ftaldialdehido (1.3 mg/mL en metanol grado fluorométrico) (Sigma Co., EU), que
al unirse a la histamina forma un producto fluorescente estable a pH acido. Las lecturas
se realizaron en un espectrofluorémetro (Fluoroskan |1, Lab. System,Finlandia), con
filtros de emision de 455 nm y excitacion de 345 nm (Siraganian, 1974). Cada
experimento se realizo por triplicado.

Los porcentajes de histamina liberada se calcularon utilizando la siguiente formula:

% de histamina liberada =  histamina en el sobrenadante X 100
(histamina en el sobrenadante + histamina en pastilla)

7.3 Liberacion de histamina de CCPR pretratadas con hormonas sexuales y
estimuladas con Sustancia P

Las células cebadas pueden ser activadas por estimulos inmunologicos y no
inmunoldgicos, entre las estimulos no inmunolégicos esta la sustancia P, un neuropéptido
que activa a las células cebadas y que ha sido implicado en una variedad de patologias
(Church et al., 1989; Goezl et al., 1990; Nieber et al., 1991). Por lo tanto, en este
experimento evaluamos el efecto que los esteroides sexuales tienen en la liberacion de
histamina inducida por este compuesto.

Para cada ensayo se incubaron 25,000 células cebadas con cada esteroide durante 90
minutos a 37°C, a las concentraciones 10 pM, 100 pM, 10 nM y 100 nM. Transcurrido el
tiempo se adiciono la sustancia P a una concentracion de 10 uM en un volumen final de

200 pL, durante 30 min. Se cuantifico el porcentaje de histamina liberada, por el método
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fluorométrico como se menciond anteriormente. Cada experimento se realizo por

triplicado.

7.4 Expresion del receptor FceRI en CCPR estimuladas con esteroides sexuales

La respuesta de las células cebadas, puede ser influenciada por el nivel de expresion del
receptor FceRI sin embargo, la expresion de este receptor se puede modificar por
factores externos los cuales pueden aumentar su expresion y con esto su sensibilidad e
intensidad de respuesta. Por lo que, en este experimento se investigd si los esteroides

sexuales tenian un efecto en la expresion del receptor FceRI.

Para analizar el efecto de cada hormona esteroide sexual en la expresion del receptor
FceR1 en las CCPR hembra y macho, estas se incubaron directamente con las distintas
concentraciones de esas hormonas (10 pM, 100 pM, 10 nM y 100 nM), por separado,
durante 16 horas y la expresion del receptor se analizd por citometria de flujo. Como
controles se usaron células sin tratamiento: sin tefiir, con anticuerpo secundario-FITC y

con los 2 anticuerpos primario anti-FceR1 y secundario-FITC.

Se colocaron 50,000 células cebadas en tubos eppendorf y se estimularon con cada
esteroide a las concentraciones ya mencionadas, durante 16 horas. Transcurrido ese
tiempo se centrifugaron a 3,400 rpm por 5 minutos, para separar sobrenadantes de las
pastillas. Después se incubaron con el anticuerpo anti FceRIl durante 30 minutos a 4°C.
Las células se lavaron con regulador de FACS por centrifugacién a 3,000 rpm/3 minutos,
para retirar el exceso de anticuerpo y el anticuerpo que no se uni6. Posteriormente, se
incubaron con el anticuerpo secundario (anti FceRI-FITC) y se guardaron durante 30
minutos a 4°C y en obscuridad. Las células se lavaron con regulador de FACS por
centrifugacion a 3,000 rpm durante 3 minutos, para retirar el excedente de anticuerpo. Se

retiraron los sobrenadantes y se fijaron las células con paraformaldehido al 4%. Las
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células se mantuvieron en obscuridad a 4°C hasta el momento de ser analizadas en el

citbmetro.

7.5 Expresion del receptor FceRI en CCPR estimuladas con IgE y con esteroides
sexuales

Dado que la expresion del receptor FceRI en células cebadas aumenta en presencia de
IgE in vitro, asi como in vivo durante una sensibilizacion alérgica, investigamos la
influencia que los esteroides sexuales pudieran tener en la expresion del receptor FceRl
en células cebadas sensibilizadas. Se analizo el efecto de los esteroides sexuales en la
expresion del receptor FceRI en las CCPR co-incubadas con una concentracion saturante
de IgE (5ug/ml) y con los esteroides a distintas concentraciones (10 pM, 100 pM, 10nM
y 100 nM), cada uno por separado, durante 16 horas. Posteriormente, la expresion del
receptor se analizd por citometria de flujo. Como controles se usaron células sin
tratamiento: sin tefiir, con anticuerpo secundario anti IgE-FITC, y con primario IgE y
secundario anti IgE-FITC.

Se colocaron 50,000 células cebadas en tubos eppendorf y se incubaron durante 16 horas
con cada uno de los esteroides sexuales a las concentraciones antes mencionadas, en
presencia de IgE a una concentracion de 5ug/mL. Pasado el tiempo de incubacion las
CCPR se centrifugaron a 3,400 rpm por 5 minutos, a las pastillas se les adiciono el
anticuerpo secundario anti- IgE-FITC a una dilucion 1:200 durante 30 minutos a 4° C en
obscuridad. Transcurrido el tiempo se agregaron 500 uL de regulador de FACS vy las
células fueron centrifugadas durante 3 minutos a 3,000 rpm para quitar el anticuerpo
secundario que no se haya pegado, después se fijaron las células con regulador de FACS
y paraformaldehido al 4%. Las células se mantuvieron en obscuridad a 4°C hasta el

momento de ser analizadas en el citometro.
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7.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd6 mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias,
que permite analizar simultdneamente los efectos de dos factores (tratamiento y sexo),
con la prueba de comparacion de Bonferroni. Para lo anterior, se empled el programa
GraphPad Prism 5. Los resultados se consideraron estadisticamente significativos *p<
0.05, *** p<0.001
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8. RESULTADOS

8.1 Efecto directo de esteroides sexuales en la liberacion de histamina en células
cebadas de peritoneo de ratas macho y hembra.

La liberacion basal en todos los experimentos fue igual o menor al 8% y la liberacion
inducida por la SP, fue de aproximadamente 30%. La liberacion de histamina inducida
por cada uno de los esteroides sexuales, en las CCP de ratas hembra y macho fue la

siguiente:

Progesterona

La P4 Unicamente estimuld la liberacion de histamina, de manera significativa, en las
CCP de ratas hembra a las concentraciones 10 n y 100 nM. Mostraron un aumento dosis-
dependiente en la liberacion de histamina, con respeto a la liberada por las células sin

estimular (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la progesterona en la liberacién de histamina en CCP de ratas macho y
hembra. Las CCPR macho y hembra se incubaron con diferentes concentraciones de
progesterona (P,), durante 30 minutos y se analiz6 el porcentaje de histamina liberada.La
liberacion de histamina de células cebadas sin estimulo (Basal) y estimuladas con SP (10 uM),
fueron incluidas como controles. Los valores son el promedio £ DS de tres experimentos
independientes hechos por triplicado. *p<0.05, ***p<0.001 respecto a la liberacion basal.
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Testosterona

La testosterona provocd un aumento significativo en la liberacion de histamina en CCP
de ratas hembra con respecto a la liberacion basal, a las concentraciones de 100 pM y 10
nM. En CCP de ratas macho no se observé efecto en la liberacion de histamina, con
respecto a la liberacion basal, (Figura 5). Estos resultados demuestran que el aumento en
la liberacion de histamina, en ceélulas cebadas inducida por la testosterona, fue

dependiente del sexo.

*k*k

35
- i Basal
% 30 Sustancia P
£ 254 T 10 pM
g T 100 pM
® 20 T 10 nM
ﬁ T 100 nM
- 15 B
S
® i
| e

0

Machos Hembras

Figura 5. Efecto de la testosterona en la liberacion de histamina en CCP de ratas hembra y
macho. Las CCPR macho y hembra se incubaron con diferentes concentraciones de testosterona
(T), durante 30 minutos y se analizd el porcentaje de histamina liberada. La liberacién de
histamina de células cebadas sin estimulo (Basal) y estimuladas con SP (10 uM), fueron incluidas
como controles. Los valores son el promedio = DS de tres experimentos independientes hechos
por triplicado. *p<0.05, ***p<0.001 respecto al basal.
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Dihidrotestosterona

La DHT a las concentraciones 10 y 100 nM aumento la liberacion de histamina en CCP
de ratas hembra, con respecto a la liberacion basal. Sin embargo, en CCP de ratas macho,
la DHT no tuvo efecto en la liberacion de histamina a ninguna de las concentraciones

utilizadas (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la Dihidrotestosterona en la liberacion de histamina en CCP de ratas
macho y hembra. Las CCPR macho y hembra se incubaron con diferentes concentraciones de
dihidrotestosterona (DHT), durante 30 minutos y se analiz6 el porcentaje de histamina
liberada.La liberacidn de histamina de células cebadas sin estimulo (Basal) y estimuladas con SP
(10 pM), fueron incluidas como controles. Los valores son el promedio + DS de tres
experimentos independientes hechos por triplicado. ***p<0.001 respecto a la liberacion basal.
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17 p-Estradiol

El E; no tuvo un efecto significativo en la liberacion de histamina en CCP de ratas
macho, a ninguna de las concentraciones utilizadas (Figura 7). Sin embargo, en CCP de
ratas hembra a las concentraciones de 10 pM y 100 pM, aument6 la liberacion de

histamina de manera significativa, con respecto a la liberacion basal.

KKk

35
- asa
= 30 - Sustancia P
]
E 25 E2 10 pM
E E2 100 pM
w20 E2 10 nM
5 E2 100 nM
5 15
c
2 10 -
T)
[y
|
V] 5 4
=
3

0 \

Machos Hembras

Figura 7. Efecto del estradiol en la liberacién de histamina en CCP de ratas macho y
hembra. Las CCPR macho y hembra se incubaron con diferentes concentraciones de estradiol
(E2), durante 30 minutos y se analizd el porcentaje de histamina liberada.La liberacion de
histamina de células cebadas sin estimulo (Basal) y estimuladas con SP (10uM), fueron incluidas
como controles. Los valores son el promedio = DS de tres experimentos independientes hechos
por triplicado (*) p <0.05y (***) p <0.001 respecto a la liberacién basal.

8.2 Efecto de los esteroides sexuales en la liberacion de histamina inducida por
sustancia P, en CCPR hembra y macho

La liberacion basal en todos los experimentos fue igual o menor al 8% y la liberacion
inducida por la SP por si sola, fue de mas o menos 30%. El efecto de cada uno de los
esteroides en la liberacion de histamina inducida por SP, en las CCP de ratas hembra y

macho se muestra a continuacion:
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Efecto de la progesterona en la liberacidn de histamina inducida por sustancia P en

CCP de rata hembra y macho.

En CCP de ratas hembra la P4 tuvo un efecto inhibitorio en la liberacion de histamina,
inducida por SP, a todas las concentraciones utilizadas. Por el contrario, en CCP de ratas
macho la hormona no tuvo efecto en la liberacion de histamina, inducida por SP, a

ninguna de las concentraciones utilizadas (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la progesterona en la liberacion de histamina inducida por sustancia P,
en CCP de ratas macho y hembra. Las CCPR macho y hembra se preincubaron con diferentes
concentraciones de P4, durante 90 minutos y después se estimularon con SP durante 30 minutos
en presencia de la hormona. Se analiz6 el porcentaje de histamina liberada.La liberacién de
histamina de células cebadas sin estimulo (Basal) y estimuladas solo con SP (10uM), fueron
incluidas como controles. Los valores son el promedio £ DS de tres experimentos independientes
hechos por triplicado. (*) p <0.05y (***) p <0.001 respecto a la liberacion basal.
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Efecto de la testosterona en la liberacion de histamina inducida por sustancia P en

CCP de ratas hembra y macho.

La liberaciéon de histamina inducida por SP en CCPR hembra, fue inhibida de manera
significativa por el pretratamiento con testosterona a todas las concentraciones utilizadas.
Mientras que, en CCP de ratas macho el pretratamiento con la hormona no tuvo efecto

en la liberacion de histamina inducida por SP (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la testosterona en la liberacion de histamina inducida por sustancia P,
en CCP de ratas macho y hembra. Las CCPR macho y hembra se preincubaron con diferentes
concentraciones de T, durante 90 minutos y después se estimularon con SP durante 30 minutos en
presencia de la hormona. Se analiz6 el porcentaje de histamina liberada.La liberacion de
histamina de células cebadas sin estimulo (Basal) y estimuladas solo con SP (10uM), fueron
incluidas como controles. Los valores son el promedio £ DS de tres experimentos independientes
hechos por triplicado. (*) p <0.05y (***) p <0.001 respecto a la liberacion basal.

FES Zaragoza UNAM. “Efecto de los esteroides sexuales en las células cebadas”

27



Efecto de la dihidrotestosterona (DHT) en la liberacién de histamina inducida por

sustancia P en CCPR hembra y macho.

La DHT tuvo un efecto similar al observado con la testosterona ya que esta inhibio
significativamente la liberacion de histamina inducida por SP, en CCP de ratas hembra a
todas las concentraciones utilizadas. Mientras que, en CCP de ratas macho la DHT tuvo
un efecto significativo al aumentar la liberacion de histamina inducida por SP a las

concentraciones de 10 pMy 10 nM (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la dihidrotestosterona (DHT) en la liberacion de histamina inducida
por sustancia P en CCP de ratas macho y hembra. Las CCPR macho y hembra se
preincubaron con diferentes concentraciones de DHT, durante 90 minutos y después se
estimularon con SP durante 30 minutos en presencia de la hormona. Se analizo el porcentaje de
histamina liberada.La liberacion de histamina de células cebadas sin estimulo (Basal) y
estimuladas solo con SP (10uM), fueron incluidas como controles. Los valores son el promedio +
DS de tres experimentos independientes hechos por triplicado. (*) p <0.05 y (***) p <0.001
respecto a la liberacion basal.
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Efecto del estradiol en la liberacion de histamina inducida por sustancia P en CCP de
ratas macho y hembra.

El E; no tuvo un efecto significativo en la liberacion de histamina inducida por SP en
CCP de ratas macho, a ninguna de las concentraciones utilizadas. Mientras que, en CCP
de ratas hembra la hormona a las concentraciones de 10 pM, 100 pM y 10nM, inhibio de

manera significativa la liberacion de histamina inducida por SP (Figura 11).
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Figura 11. Efecto del estradiol en la liberacion de histamina inducida por sustancia P, en
CCP de ratas macho y hembra. Las CCPR macho y hembra se preincubaron con diferentes
concentraciones de estradiol (E,), durante 90 minutos y después se estimularon con SP durante 30
minutos en presencia del E,. Se analizd el porcentaje de histamina liberada.La liberacion de
histamina de células cebadas sin estimulo (Basal) y células cebadas estimuladas solo con SP
(10uM), fueron incluidas como controles. Los valores son el promedio + DS de tres experimentos
independientes hechos por triplicado. (*) p <0.05 y (***) p <0.001 con respecto a la liberacion
basal
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8.3 Efecto directo de los esteroides sexuales en la expresion del receptor FceRI en
CCP de ratas hembra y macho.

Para observar el efecto de cada hormona esteroide sexual en la expresion del receptor

FceR1 en las CCPR hembra y macho, estas se incubaron directamente con las distintas

concentraciones de esas hormonas (10 pM, 100 pM, 10nM y 100 nM), por separado,

durante 16 horas y la expresion del receptor se analizd por citometria de flujo. Como

controles se usaron células sin tratamiento: sin tefiir, con anticuerpo secundario-FITC y

con los 2 anticuerpos primario anti-FceR1 y secundario-FITC.

Efecto directo de la progesterona en la expresion del receptor FceR1 en CCP de ratas
hembra y macho.

La P4 no modifico la expresion del receptor FceRI en las CCPR, independientemente del
sexo y de las concentraciones de hormonas utilizadas. Tampoco se observé una
diferencia significativa en la media de fluorescencia de la expresion del receptorFceRI
de células estimuladas con la hormona comparado con la expresion en células sin

tratamiento o expresion basal (Figura 12).
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Efecto directo de la testosterona en la expresion del receptor FceR1 en CCP de ratas
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Figura 12. Efecto de la progesterona en la expresion del receptor FceRIl en CCP de ratas
hembra y macho. Las CCP de ratas hembra A) y macho B) se incubaron con diferentes
concentraciones de P,durante 16 horas. Se 6 la expresion del receptor FceRI en la membrana de
las células cebadas mediante citometria de flujo, usando un anticuerpo primario anti FceRI y un
secundario conjugado a FITC. Se incluyeron como controles células sin tratamiento: sin
tefiir m, con anticuerpo secundario-FITC m, y con primario anti-FceRI y secundario-
FITC (basal) m. Los datos son representativos de tres experimentos independientes.

hembra y macho.

La expresion del receptor FceRI, no se modifico por el tratamiento directo con
testosterona en CCPR independientemente del sexo. Como se puede observar en la
Figura 13, no existe una diferencia significativa entre la media de fluorescencia de células
sin tratamiento y células que si fueron tratadas con la hormona estos resultados se
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observan tanto en CCP de ratas hembra como en CCP de ratas macho (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de la testosterona en la expresion del receptor FceRIl en CCP de ratas
hembra y macho. Las CCP de ratas hembra a) y macho b) se incubaron de forma directa con
diferentes concentraciones de testosterona durante 16 horas. Se 6 la expresion del receptor FceRI
en la membrana de las células cebadas mediante citometria de flujo, usando un anticuerpo

primario anti FceRIl y un secundario conjugado a FITC. Se incluyeron como controles
células sin tratamiento: sin tefiir m, con anticuerpo secundario-FITC m, Yy con primario
anti-FceRIl y secundario-FITC (basal) =. Los datos son representativos de tres
experimentos independientes.

Efecto directo de la dihidrotestosterona en la expresion del receptor FceR1 en CCP de
ratas hembra y macho.

La DHT tampoco no la expresion del receptor FceRI de CCP de ratas hembra ni de ratas
macho. De manera similar a lo observado con P, no se observa un cambio en la
expresion del receptor entre las células sin tratamiento y las células tratadas con DHT
(Figural4).
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Figura 14. Efecto de la dihidrotestosterona (DHT) en la expresion del receptor FceRI en
CCP de ratas hembra y macho. Las CCP de ratas hembra A) y macho B) se incubaron de forma
directa con diferentes concentraciones de DHT durante 16 horas. Se 6 la expresion del receptor
FceRI en la membrana de las células cebadas mediante citometria de flujo, usando un anticuerpo
primario anti FceRIl y un secundario conjugado a FITC. Se incluyeron como controles
células sin tratamiento: sin tefiir m, con anticuerpo secundario-FITC m, y con primario
anti-FceRIl y secundario-FITC (basal) =. Los datos son representativos de tres
experimentos independientes.

Efecto directo del 17 - estradiol en la expresion del receptor FceRl en CCP de ratas
hembra y macho.

El E, no tuvo un efecto significativo en la expresion del receptor FceRI, ni en CCP de
ratas hembra ni en CCP de ratas macho, a ninguna de las concentraciones utilizadas
(Figura 15).

FES Zaragoza UNAM. “Efecto de los esteroides sexuales en las células cebadas” 33



A) B)

100 | 100
qi'l BE E2 100 nM B E2 100 nm
1 BE E2 10 nm BE E2 10nm
80 \ COH E2 100 pM 80 CH E2 100 pM
Il'l B Ez10pM O E2 10 pM
_ | EE Basal 60 IE Basal
g B0 Ac Sec 7] H acsec
2 'l. ¢ .
5 I||I BE sin teifiir B Sin teiiir
2 |
40
20
0 P ——r
100 10 102 103 10t 10° 10" 102 10° 10%
FceRI-FITC FceRI-FITC

Figura 15. Efecto del estradiol en la expresion del receptor FceRI en CCP de ratas hembra
y macho. Las CCP de ratas hembra A) y macho B) se incubaron con diferentes concentraciones
de Ejdurante 16 horas. Se 6 la expresion del receptor FceRI en la membrana de las células
cebadas mediante citometria de flujo, usando un anticuerpo primario anti FceRIl y un
secundario conjugado a FITC. Se incluyeron como controles células sin tratamiento: sin
tefiir m, con anticuerpo secundario-FITC m, y con primario anti-FceRI y secundario-
FITC (basal) m. Los datos son representativos de tres experimentos independientes.

8.4 Efecto de los esteroides sexuales en la expresion del receptor FceR1 en CCP de

ratas hembray macho sensibilizadas con IgE.

Los resultados obtenidos indican que los esteroides sexuales no tuvieron efecto en la
expresion del receptor FceRl a ninguna de las concentraciones utilizadas, en CCP

sensibilizadas con IgE, provenientes tanto de ratas hembra como macho (Figuras 16 y
17).
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Figura 16. Efecto de los esteroides sexuales en la expresion del receptor FceRI en CCP de
ratas hembra sensibilizadas con IgE. Las CCPR hembra se incubaron durante 16 horas con las
diferentes concentraciones de progesterona (P4), testosterona (T), dihidrotestosterona (DHT) y 17
B-estradiol (E;) en presencia de IgE (5ug/mL). Se 6 la expresion del receptor FceRI en la
membrana de las células cebadas mediante citometria de flujo, usando un anticuerpo primario
IgE y un secundario anti-IgE conjugado a FITC. Se incluyeron como controles células sin
tratamiento: sin tefiir m, con anticuerpo secundario-FITC m, y con primario IgE y
secundario anti IgE-FITC (basal) m.Los datos son representativos de tres experimentos
independientes.
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Figura 17. Efecto de los esteroides sexuales en la expresion del receptor FceRI en CCP de
ratas macho estimuladas con IgE.Las CCPR macho se incubaron durante 16 horas con las
diferentes concentraciones de progesterona(P,), testosterona (T) dihidrotestosterona (DHT), y 17
B-estradiol (E2), en presencia de IgE (5ug/mL). Se 6 la expresion del receptor FceRI en la
membrana de las células cebadas mediante citometria de flujo, usando un anticuerpo primario
IgE y un secundario anti-IgE conjugado a FITC. Se incluyeron como controles células sin
tratamiento: sin tefiir m, con anticuerpo secundario-FITC m, y con primario IgE y
secundario anti IgE-FITC (basal) m.Los datos son representativos de tres experimentos

independientes.
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9. ANALISIS DE RESULTADOS

En este estudio mostramos que los esteroides sexuales por si solos son capaces de
aumentar la liberacion de histamina Unicamente en células cebadas de peritoneo de ratas
hembra mientras que en ratas macho no tuvieron ningun efecto, observando por lo tanto
que existe una diferencia en el efecto de los esteroides sexuales dependiente del sexo en
la activacion de las células cebadas. Este resultado puede ser importante en vista de que
las células cebadas expresan receptores a progestagenos, androgenos y estrégenos, (Pang
et al., 1995; Zhao et al., 2001). Estos resultados concuerdan con estudios previos los
cuales demostraron que la testosterona y el E; no tienen un efecto directo en la liberacion
de histamina en células cebadas de peritoneo de rata macho (Vliagoftis et al., 1992). Otro
estudio se describi6 que la P4 tampoco tuvo efecto por si sola (De Oliveira et al., 2007).
Estos estudios a diferencia del nuestro, no evaluaron el efecto de los esteroides en células
cebadas provenientes de rata hembra, en las cuales nosotros si observamos un efecto
directo con todos los esteroides utilizados. Respecto a la DHT no existen estudios

previos que muestren su efecto en las células cebadas.

Las células cebadas pueden ser activadas via IgE o por estimulos no inmunoldgicos como
el compuesto 48/80, ionéforos de calcio y neuropéptidos como somatostatina y SP. En
particular, la activacion de las células cebadas por la SP ha sido implicada en una
variedad de patologias, incluyendo ciertos desérdenes neuro-inmuno-endocrinos (Church
et al., 1989; Goezl et al., 1990; Nieber et al., 1991).

Existe evidencia que los neuropéptidos tienen un efecto importante en enfermedades
alérgicas, ya que pueden modificar la permeabilidad microvascular y la funcién celular
inflamatoria en las vias aéreas (Boomsmay Said, 1992; Church et al., 1989). La SP es el
neuropéptido mas abundante en el pulmon y ejerce sus efectos via receptores especificos.
Su liberacion provoca una serie de cambios locales incluyendo la alteracion del flujo
sanguineo, la contraccion del masculo liso, la secrecion de moco, asi como la

degranulacién de las células cebadas (Boomsmay Said, 1992).
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Observamos que los esteroides sexuales son capaces de inhibir la liberacidn de histamina
en células cebadas de peritoneo de ratas hembra cuando la SP es utilizada como estimulo.
En células cebadas de ratas macho solo se observo el efecto de la dihidrotestosterona a
las concentraciones 10 pM y 10 nM al aumentar la liberacion de histamina inducida por
sustancia P. Un estudio previo demostro que el estradiol aumenta la liberacion de
serotonina inducida por la SP en células cebadas de peritoneo de rata (Vliagoftis et al.,
1992). Sin embargo, no existen estudios previos que muestren el efecto de los esteroides
sexuales en la liberacion de histamina inducida por SP. Por lo tanto, nuestros resultados
podrian marcar una pauta para que en estudios posteriores se evalle el efecto de los
esteroides en la liberacion de otros mediadores producidos por células cebadas y la
relacion que este efecto puede tener con el desarrollo de enfermedades.

Las células cebadas y la SP han sido implicados en una serie de procesos patofisiologicos
y los esteroides sexuales podrian ser utilizados con fines terapéuticos para la regulacion
inmune.

Por otra parte, durante una respuesta alérgica las células cebadas se activan debido a la
unién del alérgeno a la IgE especifica presente en la superficie de estas células. Esta
activacion se ve influenciada por el nivel de expresion del receptor para esta
inmunoglobulina. Algunos estudios han mostrado que el nivel de expresion del FceRI se
ve aumentado en presencia de concentraciones elevadas de IgE, tanto in vitro como in
vivo. Sin embargo, no se han identificado otros factores que podrian regular la expresion
de este receptor. Nuestros resultados demostraron que los esteroides sexuales no tienen
ningun efecto en la expresion del receptor FceRI en células cebadas tanto de forma
directa ni en células cebadas sensibilizadas con IgE. Lo anterior, sugiere que los
esteroides por si solos tienen mayor influencia en la liberacion de histamina y que su
participacion en las enfermedades alérgicas podria estar dada por un aumento en la
degranulacién de las células cebadas a través de sus receptores especificos. Esto tltimo es

apoyado por resultados anteriores que muestran que el E; no tuvo ningin efecto en la
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degranulacién de células cebadas sensibilizadas con IgE y estimuladas con anti-IgE, en

ratas de ambos sexos (Vliagoftis et al., 1992).

En conjunto los resultados de este estudio muestran que el efecto de los esteroides
sexuales testosterona, DHT, progesterona y estradiol en células cebadas es dependiente
del sexo ya que en células provenientes de ratas hembra por si solos son capaces de
aumentar la liberacion de histamina pero no en células cebadas de ratas macho.

Estos esteroides también son capaces de inhibir la activacion de estas células cuando la
liberacion de histamina es inducida por sustancia P El efecto de los esteroides sexuales

en la liberacion de histamina ocurrio de forma dosis dependiente

Sin embargo, es necesario tomar en cuenta que este estudio fue realizado in vitro y por lo
tanto no existe la participacion de otras moléculas las cuales podrian contribuir de manera

sinérgica a la activacion de las células cebadas.
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10. CONCLUSIONES

La progesterona, testosterona, dihidrotestosterona y el 17 pB-estradiol, aumentaron la
liberacion de histamina en CCP de ratas hembra, pero no tuvieron efecto en la liberacion

de histamina en CCP de ratas macho.

El efecto de la progesterona, testosterona, DTH y el 17 B-estradiol, en la liberacion de
histamina fue dependiente del sexo, lo cual muestra una diferencia entre sexos del efecto

de estos esteroides sexuales.

La testosterona tuvo un aumento significativo en la liberacion de histamina en CCP de
ratas hembra a las concentraciones de 100pM y 10 nM, mientras que en CCP de ratas
macho no se observd un aumento a ninguna concentracién probada, lo que muestra un

efecto dependiente de la concentracion y del sexo.

El 17 B-estradiol inhibi¢ la liberacion de histamina inducida por sustancia P en CCP de
ratas hembra a las concentraciones 10 pM, 100 pM y 10 nM. En CCP de ratas macho no

tuvo un efecto significativo en la liberacion de histamina inducida por sustancia P.

La progesterona tuvo un efecto inhibitorio en la liberacién de histamina inducida por
sustancia P en CCP de ratas hembra a las concentraciones 10pM, 100 pM ,10 nM y 100
nM. En CCP de ratas macho no tuvo ningun efecto significativo.

La testosterona al igual que la dihidrotestosterona inhibié la liberacion de histamina
inducida por sustancia P en CCP de ratas hembra a todas las concentraciones utilizadas,
mostrando una diferencia del efecto entre sexos ya que en CCP de ratas macho estas

hormonas no tuvieron ningun efecto significativo.
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Los esteroides sexuales por si solos no tuvieron un efecto en la expresion del receptor
FceR1 a ninguna de las concentraciones utilizadas, ni en CCP de ratas hembra ni en CCP

de ratas macho.

Las hormonas esteroides no participan en la expresion del receptor FceRI a ninguna

concentracion en CCPR hembra y macho estimuladas con IgE.
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