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RESUMEN 

El inicio de la respuesta inmune adaptativa depende de la interacción específica entre células T 
CD4+ naïve  y células presentadoras de antígenos (APCs). De todas las APCs, las células 
dendríticas (DCs) juegan un rol fundamental en la iniciación y regulación de la respuesta 
inmune adaptativa. Su función principal es la de capturar, procesar los antígenos y presentarlos 
a los linfocitos B y T para que éstos inicien la repuesta inmunológica. En este contexto, 
previamente nuestro grupo de investigación demostró que las DCs expresan el receptor de 
mineralocorticoides (MR), cuya activación por aldosterona induce la secreción de IL-6 y TGF-β, 
aumenta su capacidad para activar células CD8+ y promueve la polarización de las células T 
CD4+ hacia un perfil TH17 (rol pro-inflamatorio).   

Diversos estudios han evidenciado que productos del sistema nervioso y endocrino pueden 
tener efectos importantes sobre la función de las DCs. De este modo, se ha demostrado que la 
activación de MR por aldosterona genera una respuesta pro-inflamatoria y las activación del 
receptor de glucocorticoides (GR) por cortisol (corticosterona en modelo murino) genera una 
respuesta anti-inflamatoria. Sin embargo, la interacción entre estos receptores es más 
compleja, ya que cortisol puede unirse a MR con igual afinidad que aldosterona; no obstante, 
en algunos tejidos como el riñón existe una enzima que le confiere a MR selectividad por 
aldosterona denominada 11βhidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (11βHSD2), aunque en 
diversas células del sistema inmune se ha descrito la ausencia de esta enzima. 
Tradicionalmente, los glucocorticoides (GCs) han sido ampliamente utilizados en el tratamiento 
de enfermedades inflamatorias generando, a través de la activación de GR, una potente 
inhibición de la respuesta inmune. Pero, a pesar de los beneficios antiinflamatorios postulados, 
en pacientes que presentan  un exceso de GCs han sido observados efectos adversos como 
hipertensión y daño cardiovascular. En estos casos, se ha propuesto que un exceso de GCs 
podría promover la excesiva activación MR, aumentando la respuesta pro-inflamatoria.  

Recientemente, se ha descrito en células del músculo liso vascular (VSMCs) un nuevo receptor  
capaz de activarse por hormonas corticosteroidales: el Receptor Acoplado a Proteína G-30 
(GPR30), que en células endoteliales puede ser activado por estrógenos, aldosterona o 
cortisol, y cuya expresión no ha sido descrita en DCs. Por lo tanto, el efecto neto de 
aldosterona y cortisol dependerá de la concentración de cada ligando, el contexto celular y los 
niveles de expresión relativa de cada receptor en cada célula inmune, entre otros múltiples 
factores.  

Otro antecedente que centró nuestra atención fue que espinolactona (SPIRO), un antagonista 
competitivo de MR, sería capaz de inducir la expresión de hemo oxigenasa-1 (HO-1), enzima 
cuya actividad tiene efectos antioxidantes, anti-inflamatorios y anti-apoptóticos. Diversos 
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estudios demuestran que las DCs expresan HO-1 y que esta expresión disminuye 
drásticamente como resultado del proceso de maduración y que la sobreexpresión de HO-1 en 
DCs, inhibe la maduración y la función pro-inflamatoria inducida por LPS.  En este contexto, las 
DCs juegan un rol clave en la regulación de la inmunidad adaptativa y la activación de las 
células T, por lo tanto,  el efecto de la HO-1 sobre la regulación de la función de las DCs puede 
ser altamente relevante para modular la respuesta inmune adaptativa.  

Basándonos en estos antecedentes nuestra hipótesis central fue que "corticosterona, a través 
de la señalización de MR, aumenta la capacidad de las células dendríticas para activar células 
T”. En primer lugar, para caracterizar nuevos moduladores de la función de las DCs, 
determinamos la expresión relativa de MR, 11βHSD2, GPR30 y las dos isoformas de GR por 
qRT-PCR, observando que DCs derivadas de médula ósea (bm-DCs) presentan niveles 
detectables de ARNm para estas proteínas, los cuales aumentaron cuando se indujo la 
maduración con LPS, a excepción de la isoforma GRα, cuyos niveles no varían con el proceso 
de maduración. Posteriormente, nos propusimos detectar la expresión de ARNm de MR, 
11βHSD2 y GPR30 en otro tipo celular que cumple funciones de APC: los linfocitos B. 
Purificamos linfocitos B a partir de esplenocitos y mediante qRT-PCR determinamos los niveles 
de cada ARNm. Los datos obtenidos sugieren que los linfocitos B presentan niveles 
detectables de ARNm para GPR30 y MR, pero no para 11βHSD2. Como un objetivo adicional, 
nos propusimos determinar si espinolactona es capaz de aumentar los niveles de ARNm de 
HO-1 en bm-DCs, sin embargo, los datos que obtuvimos no son concluyentes, ya que solo se 
observó un ligero aumento en la expresión de HO-1. Por otro lado, centrándonos en nuestro 
objetivo principal, generamos bm-DCs y las estimulamos con corticosterona más RU486 
(antagonista de GR) para promover la unión a MR, y luego analizamos los cambios en su 
fenotipo. En este caso, los datos sugieren que los estímulos utilizados no afectan 
significativamente la viabilidad de las bm-DCs y que el tratamiento previo con RU486 y 
posteriormente con corticosterona, disminuye la expresión de PDL-1 y aumenta la expresión de 
CD40 en bm-DCs.   

Finalmente, los datos obtenidos en esta tesis no nos permiten concluir categóricamente que 
corticosterona es capaz de activar MR e inducir un fenotipo pro-inflamatorio en las DCs, pero la 
disminución en la expresión de PDL-1 y el aumento de CD40 sugieren que las DCs tienden a 
adquirir dicho fenotipo. De manera siginificativa, nuestros resultados sugieren que las DCs 
expresan 2 proteínas que no habían sido descritas en este tipo celular: GPR30 y 11βHSD2, las 
cuales abren una nueva posibilidad de regulación de la función de las DCs. 
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ABSTRACT 
 

The initiation of the adaptive immune response depends on the specific interaction between T 

cells naïve CD4+ and antigen presenting cells (APCs). Of all the APCs, dendritic cells (DCs) 

play a critical role in the initiation and regulation of adaptive immune response. Their main 

function is to capture and process antigens and present them to T and B lymphocytes to 

initiate these immune response. In this context, previously, our research group showed that 

the DCs express the mineralocorticoid receptor (MR), and that its activation by aldosterone 

induce the secretion of IL-6 and TGF-β, increases its ability to activate CD8+ T cells and 

promotes polarization of CD4+ T cells toward a Th17 profile (associated with the 
inflammatory role).  

 

Diverse studies have shown that products and processes of the nervous and endocrine 

systems can have significant effects on the function of DCs. Thus, it has been shown that 

activation of MR by aldosterone generates a pro-inflammatory response, and the activation of 

the glucocorticoid receptor (GR) by cortisol (corticosterone in murine model) generates an 

anti-inflammatory response. However, the interaction between these receptors is more 

complex because cortisol can bind to MR with equal affinity that aldosterone; nevertheless , 

in some tissues, such as kidney, exists an enzyme that confers selectivity to MR by 
aldosterone called 11-β-hidroxysteroid dehydrogenase type 2 (11βHSD2), although in various 

cells of the immune system has been described the absence of this enzyme. Traditionally, 

glucocorticoids (GCs) have been widely used in the treatment of inflammatory diseases by 

generating, through the activation of GR, a potent inhibition of the immune response. But 

despite the postulated anti-inflammatory benefits in patients, with an excess of GCs have 

been observed adverse effects such as hypertension and cardiovascular damage. In these 

cases, it is suggested that an excess of GCs may promote excessive activation MR, 

increasing the pro-inflammatory response. 

 
Recently, it has been described in vascular smooth muscle cells (VSMCs) a new receptor 

that can be activated by corticosteroids hormones: G -protein coupled receptor-30 (GPR30).  

In endothelial cells, this receptor can be activated by estrogen, aldosterone or cortisol, but its 

expression has not been described in DCs. Thus, the net effect of aldosterone and cortisol 

depend on the concentration of each ligand, the cellular context and the relative expression 

levels in each immune cell, among other factors. 

 

Other antecedent that focused our attention was that spinolactone (SPIRO), a competitive 
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antagonist of MR, would be capable of inducing the expression of heme oxygenase-1 (HO-1), 
an inducible enzyme by ligand and has antioxidant, anti-inflammatory and anti-apoptotic 

activity in kidney cells. Several studies show that DCs express HO-1, and that this expression 

decreases drastically as a result of the maturation process and that the overexpression of 

HO-1 in DCs inhibits maturation and pro-inflammatory function induced by LPS. In this 

context, DCs play a key role in the regulation of adaptive immunity and T cell activation, so 

the effect of HO-1 on the regulation of the function of the DCs may be highly relevant to 

modulate the adaptive immune response. 

 
Based on this background, our central hypothesis was that "corticosterone through MR 

signalling enhances the ability of dendritic cells to activate T cells”. First, to characterize in 

DCs novel modulators of the function expression, we determined the RNA relative levels of 

MR, 11βHSD2, GPR30 and the two isoforms of GR by qRT- PCR, observing that bone 

marrow-derived DCs (bm-DCs) have detectable levels of mRNA for these proteins, which are 

increased when maturation was induced by LPS, with the exception of GRα isoform, whose 

levels of expression does not change by this maturation process. Later, we decided to detect 

mRNA expression of MR, 11βHSD2 and GPR30 in another cell type which act as APCs: B-

lymphocytes. Our data suggest that B-lymphocytes have detectable RNAm levels for GPR30 
and MR, but not for 11βHSD2. As a further object, we wanted to determine if spironolactone 

is able to increase HO-1 mRNA levels in bm-DCs, however, we obtained inconclusive data, 

as only a slight increase was observed in the HO-1 mRNA levels. On the other hand, 

focusing on our main aim, we generated bm-DCs and stimulated them with corticosterone 

and RU486 (a GR antagonist) to promote binding to MR and then we analysed changes in 

phenotype. In this case, the data suggest that the stimuli does not significantly affect the 

viability of the bm-DCs and that pre-treatment with RU486 and subsequently with 

corticosterone, decreases the expression of PDL-1 and increases expression of CD40 in bm-

DCs. 
 

Finally, the data obtained in this thesis does not allow us to conclude categorically that 

corticosterone is able to activate of MR and induce a pro-inflammatory phenotype in DCs, but 

the decrease in expression of PDL-1 and increase in the CD40 levels suggests that DCs tend 

to acquire the pro-inflammatory phenotype. Significantly, our results suggest that DCs 

express two new proteins that had not been described in this cell type: GPR30 and 

11βHSD2, which open a new possibility for regulating the DCs function. 
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1.- INTRODUCCIÓN. 
 

El sistema inmune esta compuesto por diversos mecanismos implicados en la eliminación de 

patógenos invasores y en la prevención de ataque contra los tejidos propios, preservando la 

integridad del organismo a través de una red dinámica de diversas células y moléculas 

encargadas del proceso de reconocimiento altamente específico del antígeno que permite 

asegurar la destrucción de agentes peligrosos sin generar daños a los tejidos propios (1-3).  

Tradicionalmente, el sistema inmune se divide en dos: la respuesta inmune innata y la 

respuesta inmune adaptativa. Las células del sistema inmune innato, tales como células 

dendríticas (DCs), macrófagos y neutrófilos, responsables de iniciar la respuesta inmune de 

acción rápida, pueden reconocer una diversidad limitada de moléculas a través de patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs) conservados para un gran número de 

patógenos, incluido el lipopolisacárido (LPS), que son reconocidos por receptores 

específicos, como los Toll like Receptors (TLRs) y proteínas del sistema del complemento (3-

5). Sin embargo, debido la limitado número de moléculas que es capaz de reconocer, una 

respuesta eficiente contra los patógenos se logra mediante la combinación de la respuesta 

inmune innata y la respuesta inmune adaptativa.  

La inmunidad adaptativa tiene la ventaja de ser altamente específica y de generar memoria 

inmunológica (6-9). Está constituida por células especializadas, llamadas células 

presentadoras de antígeno (APCs), que son las encargadas de capturar y procesar a los 

patógenos, exponiendo los antígenos en moléculas superficiales especializadas, llamadas 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). De todas las APCs, las DCs juegan un rol 

fundamental, ya que tienen la capacidad única de activar células T naïve.  

Considerando el rol clave de las DCs en la generación de la respuesta inmune, diversas 

investigaciones se han centrado en la búsqueda de moléculas que puedan modular su 

función. Los agentes moduladores de la función de las DCs más estudiados son los 

glucocorticoides (GCs) y sus receptores, los cuales han sido involucrados en la etiología y 

progresión en enfermedades como la, inflamación, hipertensión y fibrosis cardíaca(10). Los 

GCs, como el cortisol, tienen efectos tanto inhibitorios como estimuladores sobre los diversos 

componentes de la respuesta inmune, a través de una gran variedad de mecanismos 

moleculares, por lo tanto, la respuesta de las células del sistema inmune a los GCs es 

altamente variable. Una posible explicación para estas acciones pleiotrópicas es que una alta 

concentración de cortisol podría saturar la enzima 11βHSD2, que en diversos tejidos esta 
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presente para proteger al receptor de mineralocorticoides (MR) de la activación por cortisol, 

promoviendo la excesiva activación de MR y el consecuente aumento en la respuesta pro-

inflamatoria(11, 12).  Adicionalmente, un nuevo receptor podría intervenir en la respuesta de 

las DCs frente a un estímulo con hormonas corticosteroidales: el receptor acoplado a 

proteína G-30 (GPR30), que puede ser activado por estrógenos, aldosterona o cortisol.  

Por lo tanto, el efecto neto sobre la respuesta inmune de aldosterona y cortisol dependerá de 

la concentración de cada ligando, el contexto celular y los niveles de expresión relativa de 

cada receptor en cada célula inmune, entre otros múltiples factores.  En este contexto, el 

objetivo de esta tesis es profundizar en la comprensión del papel de los receptores de 

corticosteroides en las DCs y su efecto sobre la respuesta inmune con un enfoque particular 

en el posible rol pro-inflmatorio de cortisol en las DCs. Esta propuesta  es relevante ya que la 

mayoría de los estudios sobre la interacción GR-MR se han realizado in vitro en macrófagos,  

utilizando moléculas sintéticas, las cuales fueron modificadas para tener mayor afinidad por 

estos receptores, alterando las condiciones fisiológicas en que éstos interactúan entre sí.  

 
 
 

 

 

 

 

Figura 1: Relación entre el sistema 
endocrino y el sistema inmune. 

El sistema inmune puede regular la 
respuesta endocrina mediante la 
secreción de citoquinas y viceversa a 
través de las hormonas. Un ejemplo 
son los glucocorticoides como el 
cortisol, cuyos altos niveles generan 
una potente respuesta anti-
inflamatoria, siendo la administración 
de GCs exógenos un tratamiento 
efectivo para diversas patologías. Sin 
embargo, la exposición a un exceso 
de GCs por largos períodos de tiempo 
generan efectos adversos como 
miopatías, hipertensión y daño 
endotelial. 
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1.1 Células Dendríticas (DCs). 

La respuesta inmune adaptativa es iniciada por APCs, como macrófagos, DCs o células B, 

que son las encargadas de capturar y procesar los antígenos exógenos para posteriormente, 

exponerlos en moléculas de MHC. Luego, estas células migran hacia los órganos linfoides 

secundarios para buscar células T naïve que respondan a los antígenos expuestos a través 

de la interacción especifica entre el receptor de células T (TCR) presente en la superficie de 

células T y el MHC de la APC. Una vez que se logra esta interacción, se desencadena la 

activación y expansión de esta población de células T específica (3). 

Las DCs son APCs especializadas con la capacidad única de activar células T naïve 

especificas e iniciar la respuesta inmune adaptativa (13-15). Las DCs presentes en tejidos 

periféricos exhiben un fenotipo inmaduro caracterizado por una alta capacidad fagocítica y 

baja expresión de moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80 y CD86 (16). Durante este 

fenotipo inmaduro, las DCs exponen antígenos propios en las moléculas MHC e inducen  

anergia en células T antígeno específicas; de esta forma, las DCs son importantes 

mediadores de la tolerancia y mantención de la homeostasis inmune (17).  

Una vez que las DCs inmaduras reconocen PAMPs, sufren un cambio fenotípico, conocido 

como la maduración, migración a los ganglios linfáticos secundarios y aumento en la 

eficiencia de procesamiento y presentación de antígenos en las moléculas MHC a células T 

näive CD8+ y CD4+, que luego de activarse, se  convertirán en  células T citotóxicas y 

células T helper (Th), respectivamente. Las DCs maduras presentan antígenos y expresan 

altos niveles de moléculas co-estimulatorias y moléculas de MHC, además de secretar varias 

citoquinas y quimioquinas que desencadenan la activación de las células T(18). Las DCs 

también pueden polarizar las células T CD4+ hacia una respuesta Th diferencial a través de 

la secreción de distintos patrones de citoquinas (15, 19). Las células T CD4+ pueden ser 

clasificadas en distintos subtipos de acuerdo al patrón de citoquinas secretado: células Th1 

secretan mayoritariamente IFN-γ, las células Th2 producen IL-4 e IL-10 (20) y las células 

Th17 se caracterizan por la producción de IL-17 (21, 22). 

Debido a este rol clave en la respuesta y la tolerancia inmune, la modulación de la función de 

las DCs ha sido altamente estudiada como mecanismo para evitar daños a causa de 

patologías  autoinmunes o inflamatorias (23). Diversas clases de agentes inmunosupresores 

han sido caracterizados, de ellos, los mas estudiados son los GCs, que a través de GR, son 

capaces de suprimir la diferenciación/ maduración de DCs in vitro (24-26).  Por otro lado,  
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entre los agentes inmuno-estimulantes se encuentra MR, cuya activación por aldosterona 

promueve un estado pro-inflamatorio (10).  

 

Figura 2: Estados de diferenciación de las DCs. 
Las DCs inmaduras presentan los antígenos endógenos y exógenos en moléculas de MHC y 
secretan citoquinas como IL-10, pero no expresan moléculas co-estimulatorias. Después de 
un estímulo con LPS, las DCs adquieren un fenotipo maduro, expresando altos niveles de 
moléculas co-estimuladoras como CD80 y secretando diversas citoquinas pro-inflamatorias 
como IL-12, que inducen la activación de células T e inician la respuesta inmune adaptativa. 
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1.2 Receptores Corticoesteroidales: Receptor de glucocorticoides (GR )  y receptor de 

mineralocorticoides (MR). 

Las hormonas corticosteroidales (glucocorticoides, mineralocorticoides) son sintetizadas a 

partir del colesterol en la corteza adrenal y ejercen sus efectos a través de la unión a 

receptores citoplasmáticos: GR y MR (27, 28).  Estos receptores son miembros de un 

subgrupo de la superfamilia de receptores nucleares de factores transcripcionales activados 

por ligando y son expresados en células inmunes como macrófagos, neutrófilos y DCs (29, 

30). Luego de su activación, estos receptores sufren un cambio conformacional, 

disociándose de las proteínas chaperonas y translocan hacia el núcleo, iniciando la 

transcripción de genes específicos mediante la interacción con co-activadores de la 

transcripción y la unión a los elementos de respuesta a hormonas (hormone-response 

elements, HRE) (31). El perfil de localización de estos dos receptores es distinto, reflejando 

su especificidad y frecuentes roles opuestos en la regulación de la respuesta inmune. Por 

ejemplo, el timo contiene una de las mayores concentraciones de GR, mientras que no 

expresa MR (32-36). En cambio, ambos receptores son expresados por las células del bazo, 

aunque los niveles de MR son muy bajos (37). El  patrón de expresión diferenciado que 

presentan GR y MR puede determinar la respuesta/sensibilidad de las células inmunes a las 

hormonas corticosteroidales (38).  

Recientemente, ha sido demostrado en células humanas un mecanismo de regulación post-

transcripcional de GR que consiste en un splicing alternativo que genera 2 ARN mensajeros 

(ARNm) distintos. El splicing del exón 9A genera la isoforma GRα, relacionada 

principalmente los efectos genómicos de los GCs, induciendo modificaciones 

transcripcionales de los genes blancos. En cambio, el splicing del exón 9B genera la 

isoforma GRβ  a la cual no se le ha identificado actividad transcripcional a pesar de su unión 

al ADN (39). Por lo tanto, GRβ podría actuar como dominante negativa (inhibición de la 

actividad) de GRα, formando heterodímeros sin actividad transcripcional (40). De acuerdo a 

Cao et.al, esta regulación post-transcripcional también existe en células murinas (41). 

Además, las distintas isoformas de GR son expresadas en DCs maduras e inmaduras para 

contribuir a la sensibilidad a los GCs de acuerdo al estado de maduración (41). Por ejemplo, 

las DCs maduras, pero no las inmaduras, son sensibles a la apoptosis inducida por GCs.  

Cortisol, principal glucocorticoide en humanos (corticosterona en ratones) ejerce  sus efectos 

a través de la activación de 2 receptores intracelulares: GR (de baja afinidad) y MR (de alta 
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afinidad) (42). En el núcleo, GR unido a cortisol regula la expresión génica mediante 2 

mecanismos: el primero involucra la unión de los homodímeros de GR a HREs en el 

promotor de los genes blancos, generando el subsecuente reclutamiento de co-activadores 

que inician el remodelado de la cromatina y facilitan la transcripción de los genes blancos. El 

segundo, es un mecanismo de regulación transcripcional independiente de la dimerización y 

la unión al ADN; los genes blancos son regulados negativamente mediante un mecanismo 

de trans-represión que en la mayoría de los casos involucra la interferencia negativa de GR 

con la actividad de otros factores de transcripción como NF-κB, IRF3, NFAT, STAT, T-Bet y 

GATA-3 (43-45). Diferentes mecanismos de GR en diferentes tipos celulares pueden ser 

requeridos para la completa actividad anti-inflamatoria de los GCs(42). 

Por otro lado, MR ha sido ampliamente estudiado en términos de su activación por 

aldosterona y el aumento en la reabsorción de sodio, la retención de agua y la pérdida de 

potasio y magnesio (efectos sobre el riñón), y en la regulación de la presión sanguínea (46-

49). El ARNm de MR humano codifica un polipéptido altamente homólogo al ARNm de GR 

humano, con un 57% de homología para el dominio de unión a ligando y 94% de homología 

para el dominio de unión a ADN (29). Así, la translocación de MR al núcleo también puede 

ser promovida por cortisol mientras que aldosterona se une específicamente a MR. Cortisol 

se une a MR con una afinidad equivalente a la que aldosterona se une a MR; sin embargo, 

en tejidos epiteliales (como los túbulos de los riñones) la enzima 11β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa tipo 2 (11βHSD2) permite la activación selectiva de MR por aldosterona, ya 

que es capaz de  convertir cortisol en cortisona,  forma inactiva capaz de unirse a MR pero 

incapaz de activarlo. La enzima 11βHSD2 usa como co-factor NAD+, cuya reducción a 

NADH cambia el estado redox intracelular y las afinidades de MR. Ha sido reportado que 

altos niveles de NADH induce la inactivación del complejo cortisol/MR pero no  inactiva el 

complejo aldosterona/MR (50). Por el contrario, cuando el estado redox intracelular cambia 

por inhibición de la enzima 11βHSD2, la producción de especies reactivas de oxigeno (ROS) 

favorece la unión de cortisol a MR (51, 52). Por lo tanto, la enzima 11βHSD2 no solo tiene un 

efecto directo, sino que el estado redox celular promueve la “selectividad de aldosterona 

para activar MR” (53). 

Se ha descrito que la ausencia de 11βHSD2 en monocitos/macrófagos permite que cortisol 

active a MR (54).  Se desconoce si las DCs expresan esta enzima pero se ha descrito que sí 

expresan la enzima 11βHSD1, que convierte cortisona en cortisol (55). 11βHSD1 tiene 

actividad bidireccional: puede catalizar la reducción o deshidrogenación de cortisol o 



 23 

cortisona,además, frente a altas concentraciones de GCs esta enzima es capaz de cumplir la 

función de la enzima 11βHSD2, deshidrogenando el cortisol para convertirlo en cortisona. 

Recapitulando, 11βHSD1 In vivo predominantemente reactiva los GCs, amplificando su 

acción, mientras que 11β-HSD2 inactiva a los GCs. En ausencia de 11β-HSD2, cortisol se 

une preferentemente a MR, ya que las concentraciones fisiológicas de aldosterona son al 

menos mil veces más bajas. Estudios recientes han demostrado la presencia de la enzima 

11βHSD1 pero no la de 11βHSD2 en macrófagos diferenciados (54), sin embargo, 11βHSD1 

no está presente en los monocitos circulantes, por lo tanto, su expresión parece ser inducida 

por el estado de diferenciación y activación de los monocitos (54, 56). Diversos estudios 

sugieren que MR es el receptor para cortisol en condiciones fisiológicas pero la activación de 

MR por cortisol puede depender de diversas condiciones intracelulares como el equilibrio de 

las actividades de las enzimas 11βHSD1/ 11βHSD2 y los estados redox.  

En este contexto, a pesar de los efectos anti-inflamatorios ampliamente descritos para los 

GCs, en estados de exceso como pacientes con el Síndrome de Cushing (CS), estrés 

crónico o con terapias de GCs exógenos se presentan efectos cardiovasculares adversos 

como hipertensión o daño endotelial (57-59). Recientemente, se ha propuesto que frente a 

altas concentraciones de cortisol, la enzima 11βHSD2 se puede saturar y dejar de conferir 

selectividad a MR por aldosterona, posibilitando la unión de cortisol a MR, cuya excesiva 

activación promovería la fibrosis, hipertensión y patologías vasculares inflamatorias(60). De 

acuerdo a la literatura, la prevalencia de la hipertensión en niños y adolescentes con CS 

endógeno es mayor al 60% y en adultos es de aproximadamente un 80% (58, 61). Pacientes 

con CS exógeno desarrollan hipertensión dependiendo de la duración y dosis de la 

administración de GCs. Sin embargo, el posible rol pro-inflamatorio de los GCs mediante la 

activación de MR en célula inmune aún es desconocido. 

 



 24 

 

Figura 3: Interacción entre GR, MR y sus ligandos. 
Cortisol se une a GR, generando una potente respuesta anti-inflamatoria. Sin embargo, 
también se puede unir a MR, el cual mediante la unión de aldosterona, genera una respuesta 
de tipo pro-inflamatoria. La selectividad por uno u otro ligando  está dada (entre otro factores) 
por 2 isoenzimas: 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (11β-HSD2) que convierte 
cortisol en cortisona (que bloquea a MR) y  11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1(11β-
HSD1) que realiza el paso inverso. Así, células que expresan 11βHSD2 serán células que 
responden  a aldosterona, como por ejemplo células del riñón, y células que no expresen 
esta enzima o expresen 11βHSD1 serán células que no responden  a aldosterona, como por 
ejemplo las células cardíacas. En las células respondedoras a aldosterona, a altas 
concentraciones de GCs se observan efectos tanto a través de GR como MR. Sin embargo, 
en células no respondedoras a aldosterona cortisol actúa a través de MR principalmente, 
existiendo la posibilidad de que se formen homodímeros cortisol/MR o que GR y MR unidos 
a cortisol heterodimericen, cuyos efectos no han sido descritos. Además, existen inhibidores 
farmacológicos para cada receptor: espironolactona para MR y RU486 para GR. 
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1.3 Efectos de las hormonas corticoesteroidales sobre el sistema inmune. 

En general, los GCs actúan sobre la APC para evitar que realice su funcción o en su mayoria 

lo hacen sobre los linfocitos, impidiendo su activación o proliferación (45, 62). Los subtipos 

de linfocitos T tienen distintas sensibilidades a los GCs, pero en general, conducen a una 

inhibición de la síntesis de IL-2 (63). Además, los GCs inhiben rápidamente la vía de 

señalización del TCR mediante un mecanismo no genómico y disminuyen la expresión del 

marcador CD4 en células T CD4+ no estimuladas y en las tratadas con anti-CD3/anti-CD28 

(63). Ademas, Leussink et al observaron en pacientes con esclerosis mútiple una 

sensibilidad significativa en las células T CD4+, una sensibilidad moderada en las células T 

CD8+ y resistencia en linfocitos B y células asesinas naturales (NK) a los efectos pro-

apoptóticos de los GCs (64).  

Adicionalmente, existen interacciones funcionales entre los GCs y transductores de señal y 

activadores de la transcripción (STATs) (65). La unión de las distintas citoquinas a sus 

receptores en células T CD4+ näive conduce a la activación de STATs específicos, lo que 

resulta en la diferenciación hacia un linaje Th determinado. Por ejemplo, STAT4, un 

transductor de señal de IL-12, se requiere para la generación de linfocitos Th1, mientras que 

STAT3 es el transductor de IL-6, IL-23 e IL-21, citoquinas implicadas en la generación de 

linfocitos Th17(63, 66). Con respecto a los efectos de los GCs sobre la población de 

linfocitos Th17, existe controversia ya que mientras algunos reportes sugieren que esta 

población aumenta, otros apuntan a una disminución (63). 

Por otro lado, durante un tratamiento crónico con GCs, los efectos predominantes en las 

células B son la reducción de su número en bazo y ganglios linfáticos, la atenuación de la 

proliferación de los progenitores tempranos, el aumento en la producción de IgE y la 

disminución en la producción de IgG (67). Altas dosis de GCs disminuyen los niveles 

circulantes de anticuerpos, inicialmente debido a un aumento del catabolismo de las 

inmunoglobulinas, seguido por la reducción de su síntesis, con un efecto máximo alcanzado 

después de 2-4 semanas (63). Además, se ha demostrado que altas dosis de dexametasona 

provoca una reducción significativa del ARNm y la proteína del factor de activación de 

células B (BAFF), capaz de regular la supervivencia y la maduración de linfocitos B, la 

producción de anticuerpos y la cambio de clase de inmunoglobulina circulante (68, 69).  
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Figura 4: Efectos de los glucocorticoides sobre las células del sistema inmune. 
El mecanismo de acción de los GCs involucra la supresión de la activación de la células T, la 
proliferación y la producción de citoquinas. Además, en macrófagos y DCs altera el tráfico 
vesicular, clearance viral, la generación, maduración y sus propiedades 
inmunoestimuladoras. 

 

La mayoría de los estudios existentes sobre los efectos de la activación de MR y GR han 

sido desarrollados en macrófagos. Diversos autores sugieren que la expresión de estos 

receptores en macrófagos depende de estímulos externos. Por ejemplo: la estimulación con 

LPS incrementa la expresión génica de GR 5 veces después de 4 horas de estímulo, 

mientras la expresión génica de MR fue totalmente suprimida en el mismo período de 

tiempo; en cambio, la estimulación de macrófagos con IFN-γ induce un incremento de 4 

veces en la expresión génica de tanto MR como de GR (70). Por otro lado, Lim et al. ha 

demostrado que bajas concentraciones de corticosterona aumenta las funciones inmunes de 

los macrófagos peritoneales, mientras que altas concentraciones son inmunosupresoras(71). 

Estos datos sugieren que los efectos de bajas concentraciones de GCs son mediados por 

MR mientras que los efectos de altas concentraciones son mediados por GR. Sin embargo, 

también existen estudios en macrófagos peritoneales que muestran un efecto opuesto 
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inducido por diferentes concentraciones de GCs (nM versus uM) mediados solo por GR a 

pesar de la presencia de MR (71). Además, la exposición de macrófagos murinos y humanos 

a GCs por 24 horas causa un incremento en la captación de cuerpos apoptóticos (72). En 

este contexto, la exposición de monocitos sanguíneos periféricos a GCs induce un fenotipo 

altamente fagocítico a través de cambios en los componentes intracelulares: reorganización 

del citoesqueleto seguida por cambios en la adhesión; sugiriendo que los GCs son capaces 

de re-programar la diferenciación de monocitos (72).  

La activación de MR en macrófagos induce estrés oxidativo a través de la activación de NF-

κB, generando un fenotipo pro-inflamatorio (M1), que es responsable de la amplificación de 

la inflamación de los tejidos y el subsecuente daño (73-76). En el modelo de hipertensión 

inducida por DOCA/sal, se sugiere que en los procesos de reparación y remodelado, el 

fenotipo M1 es reemplazado por un fenotipo pro-fibrótico (M2) probablemente en respuesta a 

señales de los tejidos o citoquinas producidas por células T (70 –72). Los macrófagos M2 

liberan factores pro-fibróticos involucrados en el remodelamiento cardíaco como TGF-β, el 

que  promueve la activación de fibroblastos y la deposición de colágeno (77). Un modulador 

importante de las  funciones de los macrófagos es la interacción con células T incluyendo la 

regulación directa de DCs estimuladas por aldosterona en la diferenciación de los linfocitos 

Th, así, Th1 y Th2 conducen a una diferenciación M1 y M2, respectivamente (12, 77-79). La 

administración de antagonistas de MR, como eplerenona o espironolactona, reduce la 

acumulación de macrófagos en modelos de fibrosis peritoneal [79], infarto de miocardio [80] 

e inflamación (80, 81).  

Figura 5: Efecto de la activación de MR sobre la diferenciación de macrófagos. 
Para estudiar los efectos de la activación de MR en macrófagos se ha utilizado el modelo de 
daño cardiovascular generado por hipertensión, sugiriendo que la activación de MR en 
monocitos genera la diferenciación hacia un fenotipo M1 de macrófagos, los cuales 
aumentan el daño cardiovascular; y que la inactivación de MR, un KO condicional, o el uso 
de antagonistas de MR genera una diferenciación hacia un fenotipo de AAM (activación 
alternativa de macrófagos), que contribuye a una disminución en el daño cardiovascular. 
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1.4 Efectos de los corticoesteroides sobre las DCs. 

Elftman et. al, demostró que corticosterona (CORT), GC murino endógeno  producido en 

altas concentraciones durante la respuesta al estrés, actúa mediante GR en las DCs, las 

cuales permanecen fenotípica y funcionalmente inmaduras después de la estimulación con 

LPS, mientras que la expresión de TLR-4 no disminuye, indicando que los efectos de CORT 

no son consecuencia de la reducción de la capacidad de las DCs para detectar el LPS (82, 

83). Además, el tratamiento con CORT generó una marcada reducción en la capacidad de la 

DCs para activar linfocitos CD8+ naïve in vivo. Interesantemente, a bajas dosis de CORT 

(10-9 M) aumenta la expresión de MHCII en respuesta al LPS, sin embargo, concentraciones 

de CORT>10-8M (saturantes de GR) bloquean la up-regulation of MHCII, B7.1 y B7.2 

inducida por LPS (83). Estas observaciones sugieren que  una concentración de CORT de  

10-9 M  podría activar MR pero no GR. 

Por otro lado, Moser et al. reportó que el tratamiento con GCs reduce la viabilidad de las DCs 

y down-regula la expresión de moléculas co-estimulatorias en DCs murinas viables 

cultivadas in vitro (24). Dexametasona (Dex), GC sintético, también down-regula la expresión 

de moléculas co-estimulatorias y la capacidad de bm-DCs murinas de activar células T in 

vitro (84). Además, en bm-DCs tratadas con Dex aumenta su capacidad de activación de las 

células T hacia células T reguladoras (Treg), caracterizadas por la producción de IFN-γ , IL-4 

e IL-10. En humanos, se han observado alteraciones en la capacidad activadora de las DCs 

derivadas de monocitos (Mo-DCs) tratadas con GCs durante su diferenciación (62, 85) y 

maduración, disminuyendo la producción de IL-12p70 y IL-6 y se incrementa la producción 

de IL-10 luego de un estímulo con GCs (62, 86, 87). Los GCs no solo suprimen la actividad 

de las DCs sino también inducen un fenotipo tolerogénico en las DCs caracterizado por la 

down-regulation de los marcadores de maduración, el aumento de la capacidad fagocítica y 

de la producción de IL-10 (62, 88-90).  

Por otro lado, nuestro grupo demostró en bm-DCs tratadas con aldosterona (agonista de 

MR) aumenta la secreción de IL-6 y TNF-α(12). Consistentemente con estos resultados, las 

bm-DCs expresan un MR funcional, posibilitando que aldosterona pueda modular la función 

de las DCs, incrementando su capacidad para activar linfocitos CD8+ y la polarización de 

linfocitos T CD4+ hacia un perfil Th17, a través de la secreción selectiva de IL-6 y TGF-β por 

las DCs (12). Estos efectos fueron prevenidos mediante el uso de eplerenona (antagonista 

selectivo para MR) y espironolactona (antagonista de MR e inhibidor de NFκB), pero ni 
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espironolactona ni eplerenona fueron capaces de inhibir la función de las DCs (12). En este 

contexto, la combinación de bloqueadores de MR con inmunomoduladores prodría ser usada 

como una terapia efectiva para modular la respuesta inmune adaptativa (91). Por ejemplo, en 

el modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), patología inflamatoria-

autoinmune caracterizada por una respuesta Th17 exacerbada, nuestro grupo observó un 

aumento significativo en la severidad del EAE y en la producción de IL-17 por células T CD4+ 

en los ratones tratados con acetato de deoxicorticosterona (DOCA: agonista más estable de 

MR), exacerbando los síntomas del EAE y sugiriéndose que la activación de MR promueve 

la inmunidad mediada por Th17 (12). 

 

Figura 6: Efectos de la activación de MR en macrófagos y DCs. 
La activación de MR promueve el reclutamiento y activación de macrófagos M1, los que 
secretan mayores niveles de citoquinas para amplificar y perpetuar la inflamación en una 
fase temprana. Una señal no identificada promueve el reclutamiento de macrófagos M2 y 
proliferación en respuesta a la activación continua de MR. La diferenciación hacia 
fibroblastos ocurre en respuesta a factores de crecimiento como TGF-β o CTGF. La 
presentación antigénica a células T CD4+ naïve en el contexto de moléculas co-
estimuladoras, TGF-β e IL-6 promueve la diferenciación hacia TH17. Además, la secreción 
de IL-23 o IL-1β por lo macrófagos, permite la expresión y secreción de IL- 17. 
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1.5 Activación de MR en DCs y su rol en el desarrollo de hipertensión. 

El rol de las hormonas corticosteroidales en la respuesta inmune ha sido ampliamente 

estudiado en modelos de hipertensión, demostrándose el rol de las células de la inmunidad 

innata en el desarrollo de ésta, aunque los mecanismos de respuesta en el daño 

cardiovascular inducido por la activación de MR en células inmunes no ha sido entendido. 

Inicialmente, estudios en macrófagos describieron que la activación de MR favorece la 

polarización clásica de los macrófagos, caracterizada por la secreción de IFN-γ y el aumento 

de la respuesta inflamatoria. En este contexto,  estudios recientes realizados en el modelo de 

knock out de MR (MR KO) condicional sugieren que la deficiencia de MR protege de los 

efectos dañinos de los cambios dependiente de Ang-II en la presión sanguínea, hipertrofia 

cardiaca, fibrosis y daño vascular in vivo (92).  

El primer dato que sugiere el rol de la respuesta inmune adaptativa en el desarrollo de 

hipertensión sugiere que ratones deficientes en el gen activador de la recombinasa (RAG-/-), 

que carecen tanto de linfocitos B como T, son resistentes al desarrollo de la respuesta 

hipertensiva inducida por DOCA/sal o Ang-II, y además, el fenotipo hipertensivo y el daño 

vascular fue restaurado solo cuando se transfirieron linfocitos T pero no cuando fueron 

transferidos linfocitos B (93).  En este contexto, ha sido reportado que ratones tratados con 

Ang-II presentan un incremento en el porcentaje de células T CD4+ T secretoras de IL-17 en 

la aorta media (94); en cambio, ratones IL-17-/- KO, que presentan una función vascular 

normal en condiciones basales, tratados con Ang II no desarrollan una hipertensión 

sostenida. Estos resultados indican que aunque IL-17 no está directamente involucrada en la 

generación de la hipertensión mediada por Ang-II (en ratones), está fuertemente relacionada 

con la mantención de la hipertensión y de las alteraciones vasculares (94). Además, existen 

estudios en ratón que demuestran que la transferencia adoptiva de células CD4+CD25+ T 

purificadas antes de inyectarles Ang-II previene el desarrollo de hipertensión, de estrés 

oxidativo vascular, de disfunción endotelial y de la infiltración de células inmunes 

(monocitos/macrófagos y células T) en los tejidos vasculares (95).  

Recientemente, Amador et al (2014) demostró que ratas tratadas con DOCA/sal (modelo de 

hipertensión) aumenta la expresión de RORγT (factor de transcripción que promueve la 

diferenciación hacia el fenotipo Th17) e IL-17 en células mononucleares de sangre 

periférica (PBMCs), bazo, corazón y riñones, y que esta inducción de IL-17 se correlaciona 

con la up-regulation de TGF-β1, IL-1β e IL-23p19 (citoquinas involucradas en la 
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polarización/mantención del fenotipo IL-17) (96).  Todos estos cambios fueron prevenidos 

mediante la administración de espironolactona,. Además, las ratas tratadas con DOCA/sal 

junto con el aumento en los niveles de IL-17, disminuyen los niveles del ARNm para Foxp3 

(factor regulador maestro de la transcripción que participa directamente en la función de las 

células Treg CD4+ )  y se reduce el % CD4+/Foxp3+ tanto en sangre como en bazo . Los 

experimentos anteriores sugieren que uno de los efectos de la activación de MR es la 

supresión de la función de los linfocitos Treg, por lo tanto, una posibilidad terapéutica 

importante a investigar es la utilización de fármacos que promuevan la generación de 

linfocitos Treg. 
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1.6 Efectos de la activación de MR y la expresión de HO-1. 

En la literatura se han descritos diversos mecanismos mediante los cuales es posible inducir 

la población de linfocitos Treg, sin embargo, nuestro grupo recientemente se ha interesado 

en las propiedades inductoras de Tregs de la enzima hemo-oxigenasa-1 (HO-1). HO-1 es 

una enzima inducible que está presente en células inmunes encargada de degradar el grupo 

hemo a monóxido de carbono, hierro y bilirrubina, (97, 98). Actualmente, existen compuestos 

que inducen la expresión de HO-1 como CoPP (protoporfirina de cobalto), que inhiben su 

expresión, como SnPP (protoporfirina de estaño) o que imitan su acción liberando CO, como 

CORM2 (moléculas liberadoras de CO) (99).   

Se ha descrito que bajos niveles de expresión y/o actividad de esta enzima generan 

disfunción inmune (99, 100). Por otro lado, la sobre expresión de HO-1 ha sido asociada con 

efectos cardio y renoprotectores, antioxidantes, antiinflamatorios y anti-apoptóticos, los 

cuales son opuestos a los efectos descritos para la activación de MR mediada por 

aldosterona (97). Recientemente, nuestro grupo publicó datos que sugieren que la inducción 

de la expresión de HO-1 en DCs tratadas con LPS puede inhibir su capacidad para presentar 

antígenos solubles a células T näive mediante el bloqueo de tráfico del antígeno a nivel de la 

fusión endosoma-lisosoma (99). Por lo tanto, se sugiere que al aumentar los niveles de HO-1 

aumenta la población de linfocitos Treg debido a que las DCs serían incapaces de activar 

linfocitos T naïve hacia linfocitos T efectores (Teff), conduciéndolos hacia un perfil Treg. 

Interesantemente, la expresión de HO-1 ha sido asociada con los efectos de aldosterona a 

través de MR, describiéndose que la sobreexpresión de HO-1 inhibe la síntesis de 

aldosterona y que en células renales aumenta la expresión de HO-1 y VEGF (factor de 

crecimiento endotelial vascular) en respuesta a espironolactona (antagonista de MR)  (101, 

102). Adicionalmente, diversos estudios han demostrado que el uso de hemina (inductor de 

la expresión de HO-1) disminuye la síntesis y niveles plasmáticos de aldosterona (97). En 

modelos de hipertensión inducida por exceso de aldosterona también se ha observado que 

la sobreexpresión de HO-1 reduce los niveles de aldosterona, disminuyendo los daños 

cardiovasculares inducidos por la activación de MR (97). Considerando estos antecedentes, 

nos preguntamos: si la sobreexpresión de HO-1 disminuye los niveles de síntesis y secreción 

de aldosterona ¿existirá feed back inverso? ¿la inducción de HO-1 en DCs podría inhibir los 

efectos de aldosterona?¿el aumento de la expresión de la HO-1 podría ser un mecanismo 

mediante el cual espironolactona induce cardioprotección? 
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1.7 Respuestas no genómicas en la vías de señalización de los corticoesteroides 

En las últimas décadas, se han descrito diversos efectos generados por aldosterona que no 

pueden ser evitados mediante el uso de antagonistas o bloqueadores de MR: el rápido 

incremento en los niveles de AMPc y de calcio intracelular, incluso, estos efectos han sido 

observados en  ratones MR KO constitutivo (este KO es letal, los ratones mueren a los 9 

días de vida)  (103). Estos datos sugieren la existencia de  otro receptor para aldosterona, el 

cual ha sido recientemente descrito en células del músculo liso vascular (VSMCs) e 

identificado como el receptor acoplado a proteína G numero 30 (GPR30), que es capaz de 

unirse a aldosterona, corticosterona y estrógenos (104).  

GPR30 fue inicialmente caracterizado como un receptor activado por estrógenos (E2) (105, 

106), ampliamente expresado en VSMCs recién aisladas (107-109), células endoteliales 

vasculares, corazón, arterias, tejido mamario, pulmones, sistema nervioso central y 

leucocitos (104, 107, 110). Diversos autores han propuesto un modelo en el que la activación 

de GPR30 por aldosterona ocurre mediante un mecanismo que involucra la trans-activación 

del receptor del factor de crecimiento (EGFRs) mediante una vía proteína G dependiente 

(111, 112). Esta transactivación incluye un corte mediado por metaloproteinasas (MPP) de el  

factor de crecimiento epidermal unido a pro-heparina (proHB-EGF), que inicia la activación 

de los EGFRs (111, 112).  Este mecanismo de activación de GPR30 por aldosterona ha sido 

observado en células mesangiales (donde induce proliferación) y en microarterias coronarias 

humanas (HCMAs) (113, 114). Se ha postulado que GPR30 es el responsable de los efectos 

no genómicos de aldosterona, incluyendo la activación de fosfoinositol 3-quinasas (PI3K) y 

de la activación de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (ERK1/2) en VSMCs 

(104). Estudios adicionales en células mesangiales demuestran que la activación de GPR30 

por aldosterona activa la vía de señalización ROS/EGFR/PI3K/Akt/ mTOR (115).  

Además, Gross et al. usando un cultivo primario de VSMCs de rata observaron que 

aldosterona altera la fosforilación de ERK (efecto que fue inhibido tanto por un antagonista 

de GPR30 como por un bloqueador de MR denominado eplerenona), la apoptosis, y la 

fosforilación/contracción de la cadena liviana de miosina a través de la vía PI3K en presencia 

o ausencia de GPR30 (104). Sin embargo, en ausencia de MR (knock down) los efectos de 

aldosterona fueron completamente dependientes de GPR30. En el modelo de VSMCs, los 

datos de estos autores sugieren que a concentraciones equivalentes de ligando libre, 

aldosterona sería la señal dominante en la activación de GPR30.  Por otro lado, Batenburg et 
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al. proponen que aldosterona puede tanto antagonizar como potenciar la respuesta a Ang-II 

de una manera dependiente de la concentración: la pre-incubación de HCMAs con 

aldosterona (10 nmol/L) aumenta los efectos contráctiles de Ang-II a través de una respuesta 

no genómica mediada por la activación de GPR30 (este efecto no fue bloqueado por 

antagonistas de MR)(114).  Además, observaron que la activación de GPR30 por cortisol (en 

presencia del antagonista de GR llamado RU486) genera un efecto similar al observado en 

el caso de aldosterona. 

 

Figura 7: Modelo de la interacción entre MR y GPR30 en VSMCs. 
MR es un factor de transcripción inducido por ligando (aldosterona o cortisol). El complejo 
ligando/MR, se transloca al núcleo y se une a HREs. Un mecanismo de especificidad es el 
reclutamiento selectivo de co-activadores o co-represores, como ELL, FAF-1 y PIA. En 
VSMCs, GPR30 es una vía común para aldosterona y estrógenos. La activación de GPR30 
por aldosterona se produce a través de un mecanismo que implica la transactivación de 
EGFR a través de AKT y la acción de metaloproteinasas (MMP) sobre proHB -EGF.  
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Finalmente, la expresión de GR y MR en DCs ha abierto una nueva ventana de posibilidades 

para la regulación endocrina del sistema inmune. Si  GR y MR promueven la inflamación, la 

remodelación o la resolución de la inflamación dependería de múltiples factores, incluyendo 

la concentración de ligando, el contexto celular y su nivel de expresión relativa dentro de las 

DCs. Aunque al parecer la señalización de MR y GR mediada por el cortisol tiene efectos 

opuestos, en DCs no han sido explorado los efectos de la activación MR por cortisol o la 

expresión relativa de GR  versus MR. También es importante destacar que no existen 

estudios sobre la expresión de la enzima 11βHSD2 o el receptor GPR30 en DCs, 

considerando que estas proteínas pueden ser importantes moduladores de la activación MR 

y por lo tanto, de la función de las DCs. Por otro lado, es clínicamente relevante describir un 

nuevo mecanismo de espironolactona relacionado con la inducción de HO-1 y el 

consecuente aumento en la población de linfocitos Treg. En consecuencia, espinolactona/ 

eplerenona (antagonistas de MR), RU486 (antagonista de GR) o anticuerpos anti-IL-17 

pueden ser una nueva alternativa  para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias. 
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2.-HIPÓTESIS 

 

Basado en la información obtenida en la literatura y nuestro trabajo previo, nosotros 

postulamos la siguiente hipótesis:  

 

“Corticosterona, a través de la señalización de MR, incrementa la capacidad de la 

células dendríticas para activar células T”. 

 

 

2.1 Objetivo general 

Evaluar el rol de la activación de MR dependiente de corticosterona en la función de las DCs.  

 

2.2  Objetivos específicos 

1) Estandarizar la generación de células dendríticas derivadas de médula ósea (bm-DCs). 

2) Determinar  los niveles de ARNm de 11βHSD2, MR, GPR-30 y GRs en bm-DCs. 

3) Determinar  los niveles de ARNm de 11βHSD2, MR y GPR-30 en linfocitos B. 

4) Determinar  los niveles de ARNm de HO-1 en bm-DCs estimuladas con 

espironolactona. 

5) Determinar  los niveles de expresión de CD86, CD40, MHC-II y PDL-1 en bm-DCs 

estimuladas con corticosterona o corticosterona/RU486. 
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3.- MATERIALES  

3.1 Equipamiento 

• Incubadora de células Forma Scientific modelo 3110.  

• Gabinete de bioseguridad Biosafetyhood SterilGard Hood from The Baker Company.  

• Microcentrífuga Eppendorf 5415R.  

• Centrifuga Eppendorf 5702R.  

• Microscopio invertido Olympus, modelo CKX41.  

• Freezer -80°C REVCO modelo Ultima III.  

• Citómetro de flujo BD modelo FACSCanto.   

• Baño termorregulado LP/BX . 

• Medidor de pH Hanna HI 9321PH con electrodo Corning 476086. 

• Vortex Labnet International, modelo VX100.   

• Balanza analítica Adam, modelo AFA-180LC.  

• Cámara de Neubauer.   

• Cámara de electroforesis modelo Mini Protean II. 

• Fuente de poder modelo 200/2.0, Bio-Rad.  

• Axygen Maxygene Thermocycler. 

• Real-Time PCR System Applied Biosystem Step OneTM. 

• Transiluminador UVP, 302 nm, 15 W lamp.  

3.2 Reactivos de cultivo celular  

• Azul de Tripán 0.4%  

• Trizol Reagent, Invitrogen.  

• Medio de cultivo celular RPMI 1640, Gibco 

• Suero fetal bovino (FBS), Biological Industries, Israel. 

• Suplementos para cultivo celular eucariótico (Hyclone): aminoácido no esenciales, 

glutamina, piruvato, solución HEPES, β-mercaptoetanol, penicilina 100 U/ml, 

estreptomicina 100mg/ml, Gentamicina 50 mg/ml.  

• GM- CSF (Preprotech). 

3.3 Reactivos químicos   

• Saponina (Sigma),  



 38 

• Etanol 100% (Merck).  

• Aldosterona stock (Sigma). 

• Espironolactona (Sigma).  

• Corticosterona (Sigma). 

• RU486 (Sigma). 

3.4 Anticuerpos  

• Rat anti class II MHC (IA/IE), clone M5/114.15.2, BD Bioscience.  

• Monoclonal anti-mouse CD40-PE (Pharmingen, clone 44986).  

• Monoclonal anti-mouse CD86-PE (Pharmingen, clone GL1).  

• Monoclonal anti-mouse CD11c-APC (clone HL3; BD Pharmingen).  

• Monoclonal anti-mouse PD-L1-PE (clone MIH5; BD Pharmingen). 

3.5 Buffers 

• PBS: NaCl 0.14 M, KH2PO4 1.47 mM, Na2HPO4 7.81 mM, KCl 2.68 mM.  

• Buffers para anticuerpos y proteínas: PBS, PBS-BSA 1%, PBS-FBS 1%, PBS- Tween20 

0.02%, PBS-azida 0.02%, PBS-fat-free milk 1%, PBS-Formaldehído 1%. 

• ACK: Cloruro de amonio 0.17 M, bicarbonate de potasio 10 mM,  EDTA 0.1 mM, pH 7.2.  

• Buffer de permeabilización: 0.5% saponina y 3% suero de albumina bovina BSA en PBS.  

3.6 Implementos de plástico   

Tubos de centrifuga de 15 ml y 50 ml (Falcon), placas de cultivo de 6, 24 y 96 pocillos 

(Orange Scientific), Tubos de FACS de 5 ml FACS (Falcon), Tubos eppendorf de 0,2, 0,6 y 

1,5 mL (Falcon), Micropipetas de 1000uL, 200uL, 20uL and 2uL (Gilson and Rainin). 

3.7 Software 

Los datos de FACS fueron analizados con FlowJo versión 8.7 para Macintosh.  La 

graficación de los datos fue desarrollada con GraphPad Prism versión 6 para Macintosh. 

3.8 Animales 

Los ratones C57BL/6 fueron obtenidos desde The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, 

USA) y fueron mantenidos en la Pontificia Universidad Católica de Chile (Santiago, Chile). 

Todo el trabajo con animales fue desarrollado de acuerdo a las guías internacionales. 
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4.- METODOLOGÍA 

4.1 Animales 

Ratones C57BL/6 wild type (machos)  de más de 8 semanas de edad, obtenidos inicialmente 

en The Jackson Lab(Bar Harbor, ME) y mantenidos por la veterinaria del Bioterio Central en 

instalaciones libres de patógenos de la Pontificia Universidad Católica de Chile (Santiago, 

Chile). Todo el trabajo con animales se realizó de acuerdo con las guías institucionales y 

supervisado por un veterinario.   

4.2 Cultivo primario de células dendríticas derivadas de médula ósea (bm-DCs) 

Las DCs fueron diferenciadas a partir de la médula ósea (bm-DCs) de ratones C57BL/6, 

como se describió previamente (116). A grandes rasgos, la tibia y el fémur fueron retirados 

de ratones C57BL/6  de 6 a 8 semanas de edad y la médula ósea se perfundió con 

abundante PBS estéril usando una jeringa. La médula ósea se homogeneizó y se centrifugó 

durante 10 min a 300×g a 4°C. El sedimento se resuspendió en 10 ml de tampón de lisis 

ACK, se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó durante 10 

minutos a 300×g a 4°C. Finalmente, el sedimento se lavó dos veces con PBS estéril y se 

resuspendió a 1×106 células/ml en medio RPMI 1640 suplementado con 10 % de suero 

bovino fetal, glutamina 2 mM , 1 mM de aminoácidos no esenciales , piruvato 1 mM, 1 mM 

HEPES, 50 mM β-mercaptoetanol y 10 ng/ml de GM-CSF murino recombinante (Peprotech, 

NJ, EE.UU) . A continuación, las células se sembraron en placas de 24 pocillos (1 ml de 

suspensión de células por pocillo ) y se incubaron a 37°C y 5% de CO2 . El medio de cultivo 

fue reemplazado cada dos días y los DC se usaron durante el día 6 para todos los 

experimentos. La maduración de las DCs fue inducida por la adición de 1 ug/ml de LPS 

(Sigma Aldrich) durante el día 5. La eficiencia de la diferenciación de las bm-DCs se 

determinó mediante el análisis de la expresión específica de superficie del marcador CD11c, 

por citometría de flujo. Normalmente, se obtuvieron altos porcentajes de células CD11c 

positivas (>70%) mediante este protocolo de cultivo.  

4.3 Extracción de ARN total, generación de ADNc y qPCR. 

El ARN total fue aislado de los tejidos utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen Life 

Technologies, Carlsbad, CA) según las instrucciones del fabricante. Cinco microgramos de 

este ARN total se transcribió de forma inversa en ADNc utilizando oligo-DT y el kit de 

sistema de transcripción inversa ImProm-II (Promega).  Para la ejecución de los qPCRs se 
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utilizó β-actina como house keeping (gen de referencia) cuya longitud del amplicón es de 142 

pb. El qPCR se llevó a cabo en un termociclador StepOnePlus ™. El análisis de los datos de 

expresión génica relativa se realizaron utilizando el método de ciclo umbral comparativo. 

Para confirmar la especificidad de la amplificación, los productos del qPCR se sometieron a 

un programa de curva de fusión (durante el qPCR) y luego fueron observados en un gel de 

electroforesis. 

4.4 Expresión de marcadores de maduración y moléculas co-estimulatorias. 

Las bm-DCs fueron tratadas con vehículo, corticosterona, corticosterona/RU486 y 

corticosterona RU486/espironolactona durante 24 horas, y luego se tiñeron con anticuerpos 

específicos: anti-CD11c mAb  conjugado a APC(HL3 clon; BD Pharmingen), anti-CD80 mAb  

(clon 16-10A1; BD Pharmingen) o anti-CD86 mAb (clon GL1; BD Pharmingen) conjugado a 

FITC, y anti-PD-L1 (clon MIH5; BD Pharmingen) conjugado a PE. La tinción se realizó en 

200 uL de PBS 1X al 2% de FBS con una dilución de anticuerpos 1/1000 durante 30 minutos. 

Luego, las células se lavaron con 1 mL PBS 1X al 2% de FBS dos veces y se fijaron con 

paraformaldehído al 1% en PBS. Posteriormente, se analizaron por FACS.  

4.5 Análisis de datos. 

Los datos de FACS fueron analizados con el programa FlowJo versión 8.2. Los datos 

gráficos fueron analizados y generados con el programa GraphPad Prism versión 6 para 

Mac. Los datos de los ensayos de qPCR fueron analizados con el software Step One 2.2. 
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5.- RESULTADOS 

 

5.1 Estandarización de la generación de células dendríticas derivadas de médula ósea.  

Como controles experimentales iniciales, nos propusimos estandarizar nuestros métodos 

para obtener células dendríticas derivadas de médula ósea (bm-DCs). Células precursoras 

se obtuvieron a partir de médula ósea de ratones C57BL/6 y se cultivaron con GM-CSF por 5 

días (Figura 8). Se obtuvieron aproximadamente un total de 4x107 precursores de médula 

ósea por cada ratón sacrificado. 

 
Figura 8. Obtención de bm-DCs a partir de progenitores derivados de médula ósea. 

Las bm-DCs se obtuvieron a partir de médula ósea recuperada de la tibia y el fémur de 
ratones C57BL/6. Luego, las células se incubaron a 37°C y 5% de CO2 por 5 días en medio 
RPMI 1640 completo más GM-CSF a una concentración de 10 ng/mL. 
 

La diferenciación de los progenitores hacia bm-DCs se controló mediante la forma, el tamaño 

y la expresión de marcadores moleculares específicos de la membrana celular externa de las 

bm-DCs. A medida que los progenitores comenzaron su diferenciación aumentaron su 

tamaño y adquirieron una forma irregular caracterizada por la aparición de dendritas que 

surgen a partir de la membrana extracelular (117). Un subconjunto representativo de las 

células cultivadas en placas de 24 pocillos se recuperó en el día 5, las cuales fueron 

marcadas con anticuerpos específicos contra proteínas de membrana y analizadas por 

citometría de flujo (FACS) (figura 10). Las células fueron seleccionadas mediante las 

características de tamaño (FSC) y granularidad o complejidad celular (SSC) durante la 

adquisición de los datos (figura 11). Se definió una región arbitraria (denominada gate) y las 

células dentro de este gate se separaron de los residuos celulares. Este gate fue analizado 

mediante un marcador característico de DCs conocido como CD11c. En cada experimento, 

siempre se analizó el porcentaje de células CD11c+, el que osciló entre 70% y 80%.  
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 Figura 9. Caracterización de las bm-DCs por FACS. 
Las bm-DCs cultivadas con GM-CSF se recuperaron durante el día 5 y se transfirieron a 
tubos eppendorf donde se realizaron las tinciones específicas para cada molécula. Las 
células recuperadas fueron teñidas con anti-CD11c-APC, anti-CD86-FITC y anti-PDL-1-PE y 
analizadas en un citómetro de flujo de BD modelo FACS Canto. 

 

Además, observamos que alrededor del 75% de las células son positivas para CD11c+, el 

20% de las DCs inmaduras expresa CD86 y el 54% expresa PDL-1, aumentando a casi un 

60% y 75% luego de un estímulo de 24 horas con LPS. El aumento en la expresión de estas 

moléculas implica que nuestras bm-DCs generadas son funcionales. En conclusión, nuestros 

métodos para producir DCs a partir de precursores de la médula ósea de ratones C57BL/6 

son eficaces. Nuestro protocolo garantiza al menos el 70% de células CD11c+.  
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Figura 10. Caracterización molecular de las bm-DCs durante el día 5. 
Las bm-DCs se identificaron mediante la inmunotinción con anti-CD11c-APC (~ 70% de las 
células fueron siempre positivas). La presencia de moléculas de CD86 y PDL-1 se evaluó en 
la población CD11c+. 
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5.2 La estimulación con LPS aumenta los niveles de ARNm de 11βHSD2, MR, GPR30 y 
GRβ en bm-DCs. 

Mediante el protocolo anterior fueron cultivadas bm-DCs a partir de progenitores derivados 

de médula ósea. De acuerdo a la literatura, las DCs pueden tener dos estados de 

diferenciación: inmaduras, caracterizadas por una baja expresión de moléculas co-

estimulatorias y una alta capacidad fagocítica, y DCs maduras, caracterizadas por la alta 

expresión de moléculas co-estimulatorias, la baja capacidad fagocitica y la secreción de 

citoquinas (62). La maduración de las DCs puede ser inducida por diversas moléculas, en 

este caso nosotros utilizamos LPS de Salmonella tiphymurium. Durante el día 5, la 

maduración de las bm-DCs fue inducida mediante la adición de 1 µg/ml de LPS; 24 horas 

después, (durante el día 6) tanto las bm-DCs inmaduras como maduras fueron recuperadas 

y se extrajo  ARN total mediante el reactivo TRIZOL. Posteriormente, 5 microgramos de ARN 

total fueron retrotranscritos a ADNc utilizando oligo-DT y el kit de sistema de transcripción 

inversa ImProm-II, obteniendo un ADNc equivalente al ARNm de las bm-DCs (figura 11).  

Las bm-DCs cultivadas con GM-CSF se recuperaron durante el día 5 y se transfirieron a 

tubos eppendorf. Usando TRIZOL se extrajo el ARN total y se retro-transcribió  a ADNc. 

Posteriormente, se realizó un qPCR para cada gen blanco usando β-actina  como house 

keeping y un equipo Real-Time PCR. 

 

Figura 11: Determinación de los niveles de ARNm de MR, GPR30, 11βHSD2, GRα y 
GRβ. 
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Con el ADNc obtenido se realizó un PCR convencional con primers específicos para GPR30 

y 11βHSD2. Los productos de esta reacción fueron observados mediante electroforesis en 

un gel de agarosa al 2%. De acuerdo a las fotografías de la figura 12, se observó que bm-

DCs con o sin estímulo de LPS presentan niveles detectables para ambos transcritos. Como 

control, se utilizaron primers específicos para β-actina  (figura 14).  

Figura 12: bm-DCs estimuladas y no estimuladas con LPS presentan niveles 
detectables de ARNm de GRPR30 y 11βHSD2. 

A partir del ARNm extraído de bm-DCs estimuladas (UT) y no estimuladas con LPS (LPS) se 
generó el ADNc respectivo. Con este ADNc se realizó un PCR convencional con primers 
específicos para GPR30 y 11βHSD2. Los productos de esta reacción fueron observados 
mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 2%. Como control se utilizó β-actina. 

 

Una vez corroborado que nuestras bm-DCs expresan tanto GRPR30 como11βHSD2, el 

mismo ADNc se utilizó para la cuantificación relativa mediante un PCR cuantitativo en tiempo 

real (qPCR, StepOne Applied Biosystems) utilizando β-actina (longitud del amplicón de 142 

pb)  como gen de referencia, el ARN del riñón como control positivo del ARNm de 11βHSD2, 

el ARN de una línea de macrófagos murinos (RAW) control positivo del ARNm de GPR30 en 

células inmunes y la línea celular de melanoma (B16,) como control negativo. El qPCR se 

llevó a cabo en un termociclador StepOnePlus ™ y para el análisis de datos de expresión 

génica relativa se utilizó el método de ciclo umbral comparativo. Para confirmar la 

β-ACTINA 
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especificidad de la amplificación, los productos PCR se sometieron a un programa de curva 

de fusión. Los datos obtenidos de 3 experimentos independientes con sus respectivos 

triplicados sugieren que la estimulación de bm-DCs con LPS induce un ligero aumento en los 

niveles de ARNm de GPR30 con respecto a las DCs inmaduras (sin estímulo con LPS) 

(figura 13). 

Figura 13: LPS aumenta levemente los niveles de ARNm de GPR30 pero no los de 
11βHSD2 en bm-DCs. 

Utilizando el ADNc de la figura anterior se realizó un qPCR para determinar los niveles 
relativos de GPR30 y de 11βHSD2 en bm-DCs estimuladas y no estimuladas con LPS por 24 
horas. Se utilizó como house keeping β-actina, como control positivo de expresión de GPR30 
se utilizó el ARNm de la línea de macrófagos murinos (RAW) y como control positivo de la 
expresión de 11βHSD2 se utilizó ARNm de riñón. 

 

Para mejorar los resultados obtenidos anteriormente, decidimos purificar las bm-DCs 

obtenidas mediante el sistema de separación por citometría de flujo (FACS ARIA II cell 

sorting) usando el marcador CD11c. De esta manera, las bm-DCs alcanzaron ≥ 95% de 

pureza (figura 14). Además, se analizaron los niveles de expresión de IA/IE (MHC-II en 

ratones) y CD86 en estas células, tanto en condiciones basales como tras la estimulación 

con LPS (figura 15). Los resultados obtenidos demuestran que la bm-DCs generadas, luego 

del cell sorting mantienen su fenotipo característico, tanto en el caso de las bm-DCs 

inmaduras (baja expresión de CD86 y población mayoritariamente IA/IE low ) como en el caso 

de las bm-DCs maduras  (alta expresión de CD86 y población mayoritariamente IA/IE high). 
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Figura 14: La selección de bm-DCs por cell sorting enriqueció la población CD11c +. 

Las bm-DCs al día 5 se estimularon con 1 ng/mL de LPS durante 24 horas, fueron 
recuperadas durante el día 6 y teñidas con anticuerpos específicos contra CD11c, CD86 y 
MHC-II.  Posteriormente fueron separadas mediante cell sorting en el equipo FACS ARIA.  
 

 
Figura 15: LPS incrementa la expresión de CD86 e IA/IE en bm-DCs purificadas 

mediante cell sorting. 
Luego de ser seleccionadas por cell sorting, las bm-DCs fueron analizadas mediante los 
marcadores de maduración IA/IE y CD86.  
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Luego de la purificación por cell sorting, se extrajo el ARN de estas bm-DCs y se obtuvo el 

ADNc correspondiente. Los datos obtenidos, que corresponden a 1 experimento (con sus 

triplicados), sugieren que el estímulo de bm-DCs con LPS aumenta los niveles del ARNm de 

11βHSD2, MR y GPR30 con respecto a las células no estimuladas (figura 16). 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 16: El estímulo con LPS 
incrementa los niveles de ARNm de 

11βHSD2, MR y de GPR30 en bm-DCs 
purificadas mediante cell sorting. 

Se extrajo el ARN total a partir de las bm-
DCs purificadas por cell sorting. Luego se 
generó el ADNc correspondiente y se 
determinaron los niveles relativos de 
ARNm utilizando β-actina como gen de 
referencia. 
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De acuerdo con la literatura, cortisol puede unirse tanto al receptor de glucocorticoides (GR) 

como a MR y GPR30, por lo tanto, era importante determinar el nivel de expresión de cada 

uno de estos receptores en nuestros cultivos de bm-DCs; además, fue necesario considerar 

que GR puede presentarse en dos formas moleculares diferentes (isoformas α y β) (118, 

119). La posibilidad de que un aumento en la presencia del GRβ pueda actuar como potente 

inhibidor de la isoforma activa α, y con ello reducir la eficacia de los GC, ha generado un 

debate científico acerca del papel que la isoforma β del GR podría ejercer realmente en la 

respuesta a los GCs.  Por lo tanto, como primer paso, se procedió a corroborar la expresión 

GRα en las bm-DCs mediante un PCR convencional. Observando, mediante un gel de 

agarosa, que las bm-DCs estimuladas y no estimuladas con LPS  expresan la isoforma del 

receptor GRα (figura 17). 

Figura 17: bm-DCs estimuladas y no estimuladas con LPS presentan niveles 
detectables de ARNm para GRα. 

La expresión GRα en bm-DCs se corroboró mediante PCR convencional. La imagen muestra 
un gel de agarosa en el que las bm-DCs estimuladas y no estimuladas con LPS  presentan 
niveles de ARNm detectables para GRα. 

Posteriormente, utilizando el mismo ADNc del experimento anterior, se realizó un qPCR con 

primers específicos para GRα y GRβ. Los datos obtenido sugieren que la estimulación con 

LPS no aumenta los niveles de ARNm de la isoforma  GRα (forma activa de GR), pero si 

aumenta los niveles de ARN de la isoforma GRβ (receptor que actúa como dominante 

negativa de GRα) (figura 18). Los productos de qPCR se observaron en un gel de agarosa 

como un control de la especificidad de los productos de qPCR (figura 19). Estos resultados 

sugieren que la estimulación con LPS aumenta la respuesta del cortisol a través de aumento 

en lo niveles de ARNm de MR y/o GPR30.  
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Figura 18: El estímulo con LPS aumenta los niveles de ARNm de GRβ pero no los de 
GRα en bm-DCs. 

Utilizando el mismo ADNc de la figura 17, se determinaron los niveles relativos de ARNm de 
GRα  y GRβ, utilizando β-actina como gen de referencia. 

 

 

 

Figura 19: Los productos de qPCR de β-actina, MR, GPR-30, 11βHSD2, GRα y GRβ son 
específicos. 

La imagen muestra un gel de agarosa como un control de la especificidad de los qPCR 
realizados. 
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5.3 Linfocitos B presentan niveles detectables de ARNm para MR y GPR30 pero no 
para 11βHSD2. 

A pesar de que esta tesis se centra en caracterizar posibles moléculas que modulen las 

funciones de las DCs, también nos interesa describir la expresión de estos receptores en 

otra APC: los linfocitos B. Pese a que la función principal de los linfocitos B es la producción 

de anticuerpos, en los últimos años se ha reconocido su importante papel como APCs. Las 

interacciones antígeno especificas entre células T y B requieren que la célula B internalice el 

antígeno unido a sus receptores BCR, lo procese, lo asocie a moléculas de MHC-II y lo 

presente a los linfocitos T CD4+ (120). Los estudios de depleción de linfocitos B en modelos 

animales han demostrado que las células B son esenciales para una óptima activación de los 

linfocitos T CD4+ en la respuesta inmune a antígenos extraños en dosis bajas y 

autoantígenos compartiendo esta función con las DCs (121). 

 A partir de un bazo de un ratón wild type se obtuvieron esplenocitos totales, que fueron 

teñidos con anticuerpos específicos anti-B220 y anti-CD19 y luego seleccionados mediante 

cell sorting utilizando el equipo FACS ARIA. Luego de la selección, se analizó la pureza de la 

fracción de linfocitos B mediante los mismos marcadores utilizados para el cell sorting. 

Luego, se extrajo el ARN total y se generó el ADNc respectivo. El qPCR fue realizado 

utilizando β-actina como house keeping y ARN de riñón como control positivo de la expresión 

de 11βHSD2, MR y GPR-30 (figura 20). 

Figura 20: Determinación de los niveles de ARNm de 11βHSD2, MR y GPR-30 en 
linfocitos B. 
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Los resultados obtenidos (figura 21), correspondientes a 2 experimentos independientes y 

determinaciones por triplicados, sugieren que los linfocitos B presentan niveles detectables 

de ARNm tanto MR como GPR30 pero no expresan la enzima 11βHSD2. 

Figura 21: Linfocitos B purificados por cell sorting presentan niveles detectables de 
ARNm para MR y GPR30. 

A partir de esplenocitos totales fueron purificados linfocitos B mediante cell sorting usando 
como marcadores CD19 y B220. En los dot plots se muestra la expresión de B220 luego del 
cell sorting. Se le extrajo el ARN total y se realizó un qRT-PCR para MR, 11βHSD2 y 
GPR30. Se utilizó β-actina como house keeping y ARNm de riñón como control positivo de la 
expresión de estos genes (N=2 con sus respectivos triplicados). 
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5.4 Espironolactona aumenta levemente la expresión de HO-1 en bm-DCs. 

Como parte de un proyecto planteado a realizar durante una estadía en Francia (que 

finalmente no se concretó), y con el objetivo de caracterizar mejor la regulación que ejerce 

MR sobre la función de la DCs decidimos profundizar en los la efectos de la activación de 

MR y la expresión de la enzima hemooxigenasa (HO-1). Diversos estudios sugieren que la 

actividad de las DCs puede ser modulada por la actividad de la HO-1 (100, 122). Su efecto 

protector se ha evidenciado en modelos de  trasplante de órganos y autoinmunidad en los 

cuales la inducción de HO-1 mediante drogas, tales como la protoporfirina cobalto (CoPP) y 

hemina contribuye a reducir el daño inflamatorio generado por respuestas inmunes 

anómalas, que por lo general se desencadenan luego de la activación de DCs (123-125). Por 

otro lado, se ha descrito que en células renales aumenta la expresión de HO-1 en respuesta 

a espironolactona (antagonista de MR e inhibidor de NF-KB) (102).  

Figura 22: Determinación de la expresión de HO-1 en bm-DCs estimuladas con 
espironolactona. 

 

Se realizaron 2 experimentos (EXP1 y EXP2), en los cuales bm-DCs diferenciadas a partir 

de médula ósea (como de describió anteriormente) fueron estimuladas por 24 horas con 2 

concentraciones de espironolactona (SPIRO): 1 y 10 uM, en el caso de EXP1; y, con SPIRO 

10uM y SPIRO 1uM+aldosterona 100nM, en el caso de EXP2. Además, como controles se 

utilizaron bm-DCs sin tratamiento, tratadas con vehículo, con LPS para verificar la 

funcionalidad de las bm-DCs generadas y con CoPP, un inductor de la expresión de HO-1, 

con el cual las bm-DCs fueron estimuladas durante 2 horas (figura 22).  
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Posteriormente, se recolectaron las bm-DCs y se extrajo su ARN total, se obtuvo el ADNc y 

se realizó el qPCR respectivo, utilizando triplicados y β-actina como house keeping. En la 

figura 21 se muestran los resultados correspondientes a 2 experimentos independientes, en 

los cuales podemos observar que en el caso de EXP1, no se observa una inducción de HO-1 

a las 2 concentraciones de SPIRO utilizadas. Además, la inducción de la expresión de HO-1 

utilizada como control (CoPP) es baja en comparación con las células sin tratamiento o 

tratadas con el vehículo en el cual fue disuelta SPIRO (etanol), indicando que ocurrió un 

error en la manipulación del cultivo o el procesamiento de las muestras  (figura 23). 

Por otro lado, los datos para el EXP2 sugieren que SPIRO a una concentración 10uM induce 

un incremento de 0,5 veces y las células tratadas con SPIRO (10uM) por 2 horas y 

posteriormente con aldosterona (100nM) una disminución de 0,5 veces en la expresión de 

HO-1 respecto a las células sin tratamiento y al vehículo. Además, en este experimento se 

observa claramente el efecto inductor de CoPP en la expresión de HO-1 (más de 40 veces) 

respecto a los controles. Sin embargo, el ligero aumento observado en la expresión de HO-1 

en respuesta a un estímulo con SPIRO no es significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
       

Figura 23: Espironolactona aumenta levemente la expresión de HO-1 en bm-DCs. 
Las bm-DCs fueron cultivadas con GM-CSF y durante el día 5 fueron estimuladas con COPP 
(inductor de la expresión de HO-1) por 2 horas y con LPS,  espironolactona (1 y 10 uM) y 
aldosterona (100 nM) por 24 horas. Luego las células fueron recuperadas y se les extrajo el 
ARN (N= 2 con sus respectivos triplicados). 
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5.5 El tratamiento con corticosterona/RU486 disminuye la expresión de PDL-1 y 
aumenta la expresión de CD40 en bm-DCs. 

El efecto modulador de corticosterona sobre la función de las DCs se analizó a través de los 

niveles de expresión de marcadores de maduración y moléculas co-estimuladoras. Las bm-

DCs durante el día 5 se trataron con vehículo, corticosterona, corticosterona /RU486 o 

corticosterona/RU486/ espironolactona durante 24 horas. Durante el día 6, se recuperaron 

las células, se tiñeron con anti-CD11c mAb, anti-CD IA/IE mAb, anti-PDL1 y anti-CD40,  y se 

analizaron mediante FACS (figura 24).  

 

Figura 24: Determinación de CD86, CD40, IA/IE y PDL-1 en bm-DCs estimuladas con 
corticosterona o corticosterona/RU486. 

 

En dos experimentos iniciales, se observó que corticosterona/RU486 disminuyen el 

porcentaje de células que expresan PDL-1  a las concentraciones evaluadas (10-7 o 10-8 M), 

similar a la disminución observada en respuesta al estímulo con aldosterona a las mismas 

concentraciones (figura 25). Era importante evaluar los cambios en la expresión de PDL1 ya 

que es una molécula, presente en la superficie de las DCs, que proporciona señales 

inhibitorias para la activación de las células T CD8+ .  
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Figura 25: Corticosterona disminuye la expresión de PDL-1 en bm-DCs. 
Determinación por FACS de PDL-1 y CD11c en bm-DCs estimuladas con 2 concentraciones 
de aldosterona: A-7 (10-7M) and A-8 (10-8M); SPIRO (5x10-6M); CORT: C-7(10-7M) y C-8 (10-

8M); LPS y RU486 (10-6M). La imagen muestra dot plots e histogramas (población CD11c+)  
representativos y un gráfico del %CD11c+PDL-1+ (N=2 con sus respectivos duplicados). 



 57 

Para descartar que los tratamientos farmacológicos puedan afectar  la viabilidad de las bm-

DCs, se realizó un experimento para medir la apoptosis y la necrosis en respuesta a los 

diversos estímulos. Se utilizó Anexina V-FITC y ioduro de propidio como marcadores para 

apoptosis y la necrosis, respectivamente. Los datos obtenidos sugieren que corticosterona 

(100nM), RU486(5uM), espironolactona(5uM) por separado o corticosterona/RU486/ 

espironolactona no inducen un cambio significativo sobre la apoptosis y la necrosis en 

nuestros cultivos de  bm-DCs (figura 26). 

 

 

Figure 26: El tratamiento con corticosterona y/o RU486 /SPIRO no afecta la viabilidad 
de las bm-DCs. 

Determinación por FACS de anexina V FITC y  ioduro de propidio en bm-DCs estimuladas 
con SPIRO (5x10-6M); corticosterona (10-7M), LPS,  RU486 (10-6M) y SPIRO/RU486. La 
imagen muestra los controles positivos (dot plots e histogramas) y los histogramas 
representativos de la población CD11c+ de las bm-DCs con los diversos tratamientos.  
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En el siguiente experimento, las bm-DCs recibieron el mismo tratamiento descrito 

anteriormente pero esta vez se determinaron los niveles de expresión de CD40, CD86, IA/IE 

y PDL-1 mediante FACS. Los resultado obtenidos, que corresponden a un experimento con 

sus respectivos duplicados, sugieren que el estímulo de corticosterona (1nM)/RU486(5uM) 

aumenta el porcentaje de células CD11c+CD40+ en comparación con las células tratadas 

con corticosterona/RU486/espironolactona o las tratadas solo con corticosterona, lo que 

sugiere que este efecto fue a través de la activación de MR por corticosterona. Sin embargo, 

al analizar los datos por MFI (nos dice cuantas moléculas de nuestro marcador son 

expresadas por célula) no se observaron cambios (figura 11).  

En el caso de los niveles de los marcadores CD86 (figura 11), PDL-1 e IA/IE (figura 12) no se 

detectaron cambios en los porcentajes de la población doble positiva, pero al analizar los 

datos por MFI, en el caso del estímulo de corticosterona/RU486 observamos dos 

poblaciones en el histograma de IA/IE: una población de alta expresión (presente en todas 

las condiciones de estímulos) y una nueva población de baja expresión de IA/IE. A pesar de 

los datos para CD86, PDL-1 e IA/IE, el aumento de la expresión de CD40 podría sugerir que 

los estímulos con corticosterona incrementan la capacidad de pro-inflamatoria de bm-DCs 

través de la activación MR. Sin embargo, es necesario  realizar un mayor número de 

experimentos para corroborar estos datos.  
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Figure 27: El tratamiento con corticosterona/RU486 aumenta los niveles de expresión 
de CD40 pero no los de CD86 en bm-DCs. 

bm-DCs estimuladas con SPIRO (5x10-6M); CORT: (10-9M), LPS y RU486 (10-6M). La 
imagen muestra dot plots e histogramas de MFI (población CD11c+) representativos de cada 
condición y un gráfico del porcentaje de células CD11c+CD40+ y CD11c+CD86+ (N= 2 con 
sus respectivos duplicados). 
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Figura 28: El tratamiento con corticosterona/RU486 no altera los niveles de expresión  
de los marcadores PDL-1 e IA/IE  en bm-DCs. 

Determinación por FACS de PDL-1, IA/IE y CD11c en bm-DCs estimuladas con SPIRO(5x10-

6M); corticosterona: (10-9M), LPS y RU486 (10-6M). La imagen muestra dot plots e 
histogramas de MFI (población CD11c+) representativos de cada condición y un grafico del 
porcentaje de células CD11c+PDL-1+ y CD11c+IA/IE+ (N= 2 con sus respectivos 
duplicados).  
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6.- DISCUSIÓN 
 

Las células dendríticas (DCs) son células presentadoras de antígenos profesionales (APCs) 

que están especializadas en la captación de antígenos y su transporte desde los tejidos 

periféricos hacia los órganos linfoides (126). Debido a su capacidad para estimular células T 

naïve, las DCs tienen un rol central en la iniciación de la respuesta inmune primaria y son 

consideradas como herramientas promisorias para la inmunoterapia (126). Por lo tanto, los 

esfuerzos se han dirigido hacia modular la función de las DCs  para prevenir el daño 

autoinmune y/o inflamatorio (127-129).  

6.1 Estandarización de la generación de células dendríticas derivadas de médula ósea 
(bm-DCs). 

Nuestros métodos para producir DCs a partir de precursores de la médula ósea de ratones 

C57BL/6 son eficaces al garantizar al menos el 70% de células CD11c+ (molécula 

característica de las bm-DCs), ya que todas las células no lo expresan o lo expresan en una 

baja proporción. Se ha descrito que las DCs expresan diferentes niveles de este marcador 

dependiendo de la cepa de ratón de la cual fueron generada, lo mismo sucede con el 

rendimiento obtenido (130). Los datos obtenidos se encuentran dentro de los rangos 

normales de cultivo generados en nuestro laboratorio. 

6.2 La estimulación con LPS aumenta los niveles de ARNm de 11βHSD2, MR, GPR30 y 
GRβ en bm-DCs. 

Durante el inicio de esta tesis, evaluamos la presencia en bm-DCs de dos moléculas 

relacionadas con los hormonas corticoesteroidales (aldosterona y cortisol): 11βHSD2 y 

GPR30. Los resultados obtenidos en tres PCR convencionales independientes, sugieren que 

las bm-DCs expresan 11βHSD2 y GPR30. Además, sugieren que un estímulo con LPS 

aumenta ligeramente la expresión de GPR30 en cultivos primarios de bm-DCs (3 qPCRs 

independientes). Este resultado no signficativo podría explicarse ya que en un cultivo 

primario no todos los progenitores de la médula ósea se diferenciaron hacia bm-DCs, 

obteniéndose un porcentaje de diferenciación cercano al 75%; para mejorar estos resultados, 

decidimos  purificar los cultivos primarios de bm-DCs mediante cell sorting, marcando con 

anticuerpos específicos anti-CD11c. Luego de esta purificación, el porcentaje de la población 

CD11c+ aumentó de 70% al 95% aproximadamente. Con el ARN de estas células decidimos 

realizar un nuevo qRT-PCR, cuyos datos (correspondientes a un qPCR con sus respectivos 
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triplicados) sugieren que el estímulo con LPS aumenta la expresión de 11βHSD2 en 11 

veces, y  de GPR30 en 13 veces con respecto a las bm-DCs sin estímulo.  De acuerdo con 

la literatura, el cortisol se puede unir tanto a GR como a MR y GPR30, por lo tanto, era 

importante determinar el nivel de expresión de cada uno de estos receptores en nuestros 

cultivos de bm-DCs. En el caso de MR, los datos obtenidos sugieren que se repite la 

tendencia de que el estímulo con LPS aumenta los niveles de su ARNm en 6 veces. 

En 2011 Gros et al. informó de la participación de GPR30 en efectos rápidos de aldosterona 

en VSMCs (104). Ellos demostraron que la activación de GPR30 dependiente de aldosterona 

aumenta la fosforilación de la vía ERK1/2, la apoptosis, y la fosforilación de la  cadena ligera 

de la miosina(131). GPR30 fue originalmente postulado como un receptor que involucrado en 

las respuestas rápidas de los estrógenos (105), pero existen discrepancias sobre las 

características GPR30 entre los diferentes grupos de trabajo. Interesantemente, se necesitan 

concentraciones suprafisiológicas de estrógeno para inducir efectos medibles in vitro sobre la 

fosforilación de ERK1/2 en VSMCSs (104), en cambio, en el caso de aldosterona y cortisol 

tales efectos se pudieron detectar incluso a concentraciones fisiológicas (104). Estudios 

previos ya habían demostrado que aldosterona parece ser el agonista fisiológico de GPR30, 

generando un rápido incremento en el AMPc en VSMCs(132). En consecuencia, la posible 

expresión de GPR30 en bm-DCs podría explicar diversos efectos generados por aldosterona 

que no pueden ser bloqueados mediante el uso de antagonistas de MR.  

Uno de los debates científicos generado durante los últimos años,  intenta determinar 

algunas de las razones que justifiquen la variabilidad en la respuesta clínica a los GCs, 

centrándose en los mecanismos que regulan la unión, síntesis y acción de GR al que los 

GCs se unen para poder realizar posteriormente su acción en la regulación intranuclear de la 

síntesis de moléculas implicadas en la inflamación. En este contexto, recientemente se 

describieron dos isoformas (α y β) para GR . La isoforma β, producto de una maduración 

alternativa del ARNm, podría actuar en contraposición a la α, que es la biológicamente 

activa, y con ello ejercer un efecto represor global sobre los GCs. Por lo tanto, nuestro 

siguiente paso fue determinar la expresión las isoformas de GR en nuestras bm-DCs 

purificadas. Los datos que obtuvimos mediante qPCR (con sus respectivos triplicados) 

sugieren que ambas isoformas son expresadas en bm-DCs, sin embargo, solo la isoforma 

GRβ aumenta (más de 5 veces) sus niveles de ARNm en respuesta al LPS, mientras que los 

niveles para la isoforma GRα no se ven alterados.  
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De acuerdo a la literatura, De Castro et al usando técnicas de Western blot e 

inmunocitoquímica encontraron que en los neutrófilos GRβ es expresado en valores 

equiparables a los del GRα (118). Por el contrario, Webster et al encontraron valores 

elevados de GRβ en células HeLa-S3 estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias como 

TNF-α o IL-1 (133). Sin embargo, la posibilidad de que un aumento en la presencia del GRβ 

pueda actuar como potente inhibidor de GRα, y con ello reducir la eficacia de los GCs, ha 

generado un  gran debate científico. Así, han surgido trabajos que demuestran la influencia 

negativa que GRβ puede ejercer en la actividad antiinflamatoria del GRα, al comprobarse 

que un aumento de GRβ es capaz de reducir la potencia GRα para disminuir la actividad del 

factor de transcripción NF-κB, un potente agente pro inflamatorio (134).  

Recientemente, se ha sugerido que el posible efecto represor podría ser de tipo célula 

específico, o incluso que una sobreexpresión del GRβ sería consecuencia de la misma 

respuesta inflamatoria(135). Aunque los mecanismos que modificarían el proceso 

de splicing alternativo aún son desconocidos, diversos trabajos relacionan la presencia del 

GRβ con la respuesta inflamatoria. En diferentes estudios se demuestra una relación entre la 

presencia de marcadores inflamatorios como la IL-2 o la IL-4, la existencia del GRβ y el 

grado de respuesta a los GCs(136-139). Asimismo, se ha podido demostrar que la 

intervención mediante estímulos pro-inflamatorios, como diversas citoquinas o antígenos 

microbianos, es capaz de inducir una disminución de la acción de los GCs sobre las células 

y, paralelamente, un incremento en la detección de GRβ (140, 141). Por lo tanto, nuestros 

datos están de acuerdo con la  descripción de la expresión de estas isoformas en otros tipos 

celulares, ya que LPS es un potente estímulo pro-inflamatorio. De esta forma, a partir de 

nuestros datos podríamos sugerir que un estímulo pro-inflamatorio como LPS, que induce la 

maduración de las DCs, podría aumentar la expresión de GRβ disminuyendo los efectos 

antiinflamatorios del cortisol, favoreciendo su unión a MR y sus consecuentes efectos pro-

inflamatorios. 

6.3 Linfocitos B presentan niveles detectables de ARNm para MR y GPR30 pero no 
para 11βHSD2. 

Como segundo paso, quisimos establecer si otras células que cumplen con el rol de APCs 

presentan niveles de ARNm para 11βHSD2, MR y GPR30, para este propósito, purificamos 

linfocitos B a partir de esplenocitos.  Nuestros resultados, que corresponden a 2 qPCRs 

independientes con sus respectivos triplicados, sugieren que los linfocitos B expresan ARNm 

para MR y GPR30 pero no para11βHSD2. Al buscar en la literatura, sólo existe un estudio 
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que sugiere que los linfocitos B expresan MR pero fue realizado en 1988 utilizando ligandos 

marcados y gráficos de scartchard, en los cuales se definía el número de moléculas de MR 

mediante el desplazamiento en la marca radiactiva por el ligando sin marcar (32), por lo 

tanto, con el desarrollo de la tecnología era importante corroborar este reporte. La expresión 

de MR y GPR30 en linfocitos B y la caracterización de sus efectos,  puede abrir un nuevo 

enfoque terapéutico para las enfermedades cuyo componente patológico principal son los 

linfocitos B, como el caso de algunas enfermedades autoinmunes. Tradicionalmente, la 

importancia otorgada a los linfocitos B radica en la presentación de antígenos por células B 

autorreactivas (que unen selectivamente antígenos propios) que los presentan a los linfocitos 

T autorreactivos aportándoles señales de co-estimulación, que permitirán la activación y 

diferenciación en células T efectoras autorreactivas que iniciarán la inflamación en respuesta 

a autoantígenos (120).  

6.4 Espironolactona aumenta levemente los niveles de ARNm de HO-1 en bm-DCs. 

El eje central de esta tesis es MR y sus efectos sobre las funciones de las DCs, en este 

contexto, nos pareció interesante la posible relación entre un antagonista competitivo de MR 

y la expresión de una enzima inmunoreguladora como HO-1. De esta forma, realizamos 2 

experimentos independientes  en los cuales cultivamos bm-DCs y las estimulamos por 24 

horas con 2 concentraciones de espironolactona (SPIRO): 1 y 10uM, en el caso de EXP1; y 

con SPIRO10uM y SPIRO1uM+aldosterona 100nM, en el caso de EXP2. Además, como 

controles se utilizaron bm-DCs sin tratamiento, tratadas con vehículo, con LPS para verificar 

la funcionalidad de las bm-DCs generadas y con COPP, un inductor de la expresión de HO-

1, con el cual las bm-DCs fueron estimuladas durante las 2 últimas horas.  

En el caso de EXP1, nuestros datos sugieren que existió una inducción de HO-1 a ninguna 

de las 2 concentraciones de SPIRO utilizadas. Además, que la inducción de la expresión de 

HO-1 generada por CoPP es baja (sólo 10 veces) en comparación con las células sin 

tratamiento o tratadas solo con el vehículo en el cual fue disuelta la SPIRO (etanol al 100%).  

Esto podría indicar que en algún paso del experimento hubo un error en la manipulación del 

cultivo celular  o en el procesamiento de las muestras. Por otro lado, los datos para EXP2 

sugieren que SPIRO a una concentración 10uM induce un incremento de 0,5 veces y que en 

el caso de las células que se trataron con SPIRO (1uM) por 2 horas y luego se agregó 

aldosterona (100nM), una disminución de 0,5 veces en la expresión de HO-1 respecto a los 

controles. Además, en este experimento se observa claramente el efecto inductor de CoPP 

sobre la expresión de HO-1 (más de 40 veces) respecto a los controles. Sin embargo, a 
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pesar de observar este ligero aumento en la expresión de HO-1 en respuesta a un estímulo 

con SPIRO,  este no es significativo. Nosotros creemos que esto se debe a que los cultivos 

primarios de bm-DCs utilizados no fueron purificados, por lo tanto, es posible que al purificar 

las células mediante el marcador CD11c+ este cambio en la expresión del ARNm de HO-1 

sea más significativo, tal como ocurrió en el caso de 11βHSD2 y GPR30.  

En el caso de que a futuro se vuelva a repetir este experimento con bm-DCs purificadas y 

que se logre apreciar una inducción significativa de los niveles de ARNm de HO-1 mediante 

un estímulo con espironolactona, posibilitaría un nuevo enfoque terapéutico en el tratamiento 

de las patologías del sistema inmune. HO-1 es expresada en todas las células en niveles 

bajos pero es altamente inducible principalmente como respuesta a su sustrato, el grupo 

hemo, y también por agentes involucrados en el estrés oxidativo, como radicales libres 

derivados de oxigeno, citoquinas pro-inflamatorias y estímulos inflamatorios, demostrándose 

su efecto protector en diversos modelos inflamatorios experimentales (100, 122, 124, 142).  

Además, ha sido descrito que la expresión de HO-1 en DCs disminuye drásticamente como 

resultado del proceso de maduración (125, 143, 144) y que la sobreexpresión de HO-1 en 

DCs, de humanos y ratas, inhibe la maduración y la función pro-inflamatoria inducida por 

LPS (122). Además, este posible nuevo efecto de espironolactona sobre la expresión de HO-

1 se relaciona con una solicitud de  sobre el “uso de una composición en base a 

espironolactona, que presenta una acción inhibitoria de la activación de linfocitos T útil para 

prevenir y/o tratar esclerosis múltiple” (145). De esta forma, se podrían explicar algunos 

efectos de espironolactona y se le podrían asignar  otros usos clínicos.  

6.5 El tratamiento con corticosterona/RU486 disminuye la expresión de PDL-1 y 
aumenta la expresión de CD40 en bm-DCs. 

Retomando el eje central de esta tesis, nos propusimos determinar los efectos que tiene la 

activación de MR por corticosterona. La mayoría de los estudios que examinan los efectos 

de los GCs sobre la función de las DCs han utilizado un glucocorticoides sintético 

farmacológico: dexametasona (63). En cambio, en nuestros experimentos se utilizó el 

glucocorticoide producido naturalmente en modelos murinos: corticosterona (CORT), que en 

nuestra opinión es más apropiado para examinar los efectos de las interacciones 

neuroendocrinos sobre la función inmunológica. 

El efecto modulador de corticosterona sobre la función de las DCs se analizó a través de los 

niveles de expresión de marcadores de maduración y moléculas co-estimuladoras. Las        

bm-DCs durante el día 5 se trataron con vehículo, corticosterona, corticosterona/RU486 o 
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corticosterona/RU486/espironolactona durante 24 horas. En dos experimentos iniciales, se 

observó que en bm-DCs tratadas previamente con RU486 y luego con corticosterona 

disminuye el porcentaje de células que expresan PDL-1  a las concentraciones evaluadas 

(10-7 o 10-8 M), similar a la disminución observada en respuesta al estímulo con aldosterona 

a las mismas concentraciones. Con el objetivo de descartar el efecto diferencial de los 

tratamientos farmacológicos sobre la viabilidad de las bm-DCs, se realizó un experimento 

para medir la apoptosis y la necrosis en respuesta a los diversos estímulos. Los datos 

obtenidos sugieren que corticosterona (100nM), RU486 (5uM), espironolactona (5uM) por 

separado o  en conjunto no inducen un cambio significativo sobre la apoptosis y la necrosis 

(figura 26). 

En el siguiente experimento, las bm-DCs recibieron el mismo tratamiento descrito 

anteriormente y se determinó la expresión de moléculas co-estimulatorias. Los resultados 

obtenidos, que corresponden a un experimento con sus respectivos duplicados, sugieren que 

el estímulo de CORT(1nM)/ RU486(5uM) aumenta el la población doble positiva para los 

marcadores CD11c y CD40 en comparación a las células tratadas con CORT/RU486/SPIRO 

o las tratadas solo con CORT, sugiriendo que este efecto fue a través de la activación de MR 

por corticosterona, ya que al usar un antagonista de GR más un antagonista de MR no se 

observa el mismo efecto. Sin embargo, al analizar los datos por MFI no se observaron 

cambios (figura 11). En el caso de los niveles de los marcadores CD86 (figura 11), PDL-1 e 

IA/IE (figura 12) no se detectaron cambios en los porcentajes de la población doble positiva. 

Una posible explicación para el efecto no detectable de corticosterona además de RU486 en 

PDL-1 de expresión es las concentraciones de corticosterona por lo que, el primer 

experimento se utilizó 10-7 o 10–8M y en el segundo, se utilizó 10–9M, por lo tanto, es posible 

que la concentración de corticosterona no fue suficiente para estimular bm-DCs. Sin 

embargo, al analizar los datos por MFI, en el caso del estímulo de corticosterona más 

RU486, observamos dos poblaciones en el histograma de IA/IE: una población de alta 

expresión (presente en todas las condiciones de estímulos) y una nueva población de baja 

expresión de IA/IE.  

De acuerdo a la literatura, la maduración de DCs y la activación de células T näive es crucial 

en la iniciación de una respuesta inmunitaria adaptativa contra agentes patógenos (83).  

Estudios realizados en bm-DCs tratadas con CORT demostraron que estas células  eran 

deficientes en la regulación de las moléculas co-estimuladoras: CD86 y PDL-1 (molécula que 

proporciona señales inhibitorias para la activación de las células T CD8+)(83). Las DCs 
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inmaduras expresan bajos niveles de moléculas co-estimuladoras, haciéndolos ineficaces 

para la activación de células T (146).  Después de la maduración, DC normalmente 

aumentan la expresión de moléculas co-estimulatorias para proporcionar la señal co-

estimuladora necesaria para las células T a través de CD28. La falta de co-estimulación 

puede conducir a anergia de células T y podría causar la deficiencia en la activación de 

células T específicas CD8+ antígeno especificas (147). Los datos de este estudio sugieren 

que elevada concentraciones de CORT, encontradas in vivo durante una respuesta de 

estrés, probablemente contribuyen a la generación ineficiente de la inmunidad mediada por 

CTL.  Sin embargo, la up-regulación de moléculas co-estimuladoras no es insuficiente para 

la activación de  células T, así,  las DCs maduras también secretan muchas citoquinas pro-

inflamatorias como IL-6 , IL-12 y TNF-α (148). A pesar de los datos para CD86, PDL-1 e 

IA/IE, el aumento de la expresión de CD40 podría sugerir que los estímulos de corticosterona 

incrementan la capacidad de pro-inflamatoria de bm-DCs través de la activación MR. Sin 

embargo, es necesario para llevar a cabo el mayor número de experimentos para corroborar 

estos datos. 

Por último, es importante destacar que a futuro, esta tesis puede promover una mejor 

caracterización de los efectos de 11βHSD2, GPR30, MR, GRα, GRβ y la activación de MR 

por una molécula anti-inflamatoria como cortisol sobre la función de las DCs. De esta forma, 

sería interesante que próximamente se determinara la expresión de 11βHSD2 y 11HSD1 en 

bm-DCs tratadas con corticosterona+RU486, y que además, se correlacionaran los efectos 

de LPS sobre los niveles del ARNm de 11βHSD2, GPR30, MR, GRα y GRβ con los niveles 

de expresión de sus proteínas. 
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7.- CONCLUSIONES 

 

Los datos obtenidos en esta tesis sugieren que: 

• bm-DCs con o sin estímulo de LPS presentan niveles detectables de ARNm de GPR30 y 

11βHSD2. 

• La estimulación con LPS aumenta los niveles de ARNm de 11βHSD2, MR, GPR30 y 

GRβ en bm-DCs. 

• La estimulación con LPS no cambia los niveles de ARNm GRα en DCs. 

• Los linfocitos B presentan niveles detectables de ARNm de MR y GPR30, pero no de 

11βHSD2. 

• Espironolactona induce un ligero aumento en la expresión de HO-1 en bm-DCs. 

• Los estímulos farmacológicos con corticosterona, espironolactona y/o RU486 no cambia 

significativamente la viabilidad de las bm-DCs DCs. 

• El tratamiento con corticosterona/RU486 disminuye la expresión de PDL-1 y aumenta la 

expresión de  CD40 en bm-DCs. 

 

La base terapéutica de un gran número de enfermedades, desde un punto patogénico, son 

los agentes antiinflamatorios, especialmente los GCs. Ha sido ampliamente descrito que la 

respuesta a los GCs es variable de unos individuos a otros y existen algunos pacientes con 

una respuesta pobre o nula a estos agentes. Por lo tanto, es necesario produndizar en las 

múltiples y diferenciales formas de regulación de la función de las DCs, las cuales podrían 

contribuir a explicar los efectos pleiotrópicos de los GCs e ilustran el efecto sustancial que 

los productos de los sistemas nervioso y endocrino tienen sobre la función inmune, y 

subrayan la importancia de considerar los procesos neuroendocrinos que pueden influir en el 

resultado de una respuesta inmune. 

Sin embargo, con respecto a nuestra hipótesis inicial en la que proponíamos que 

"corticosterona, a través de la señalización de MR, aumenta la capacidad de las células 

dendríticas para activar las células T” creemos que nuestros datos sugieren que la hipótesis 

es correcta, sin embargo, son necesarios algunos experimentos indispensables que nos 

permitan evaluar la capacidad presentadora de antígenos de nuestras bm-DCs tratadas con 

corticosterona, por ejemplo: realizar co-cultivos entre bm-DCs cargadas con antígenos 

(péptidos de ovoalbúmina) estimuladas con  corticosterona o corticosterona/RU486 y células 
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T de ratones transgénicos OT-I y OT-II, con el objetivo de determinar marcadores de 

activación (IL-2, CD69 y CD71) y el patrón de citoquinas secretadas (IFN- ɣ IL17, IL-4, IL-10).   

Finalmente, podemos decir que los datos obtenidos en el desarrollo de esta tesis no nos 

permiten concluir categóricamente que corticosterona es capaz de activar MR e inducir un 

fenotipo pro-inflamatorio en las DCs, pero la disminución en la expresión de PDL-1 y el 

aumento de CD40 sugieren que las DCs tienden a adquirir dicho fenotipo. Por otro lado, es 

importante destacar hasta el momento,  no existen estudios sobre la expresión de la enzima 

11βHSD2 o el receptor GPR30 en DCs, pero nuestros resultados sugieren que las DCs 

expresan 2 nuevas moléculas involucradas en la respuesta a hormonas corticoesteroidales, 

las cuales abren una nueva posibilidad de regulación de la función de las DCs. 
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