UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

DIMORFISMO SEXUAL EN EL RECLUTAMIENTO DE MACROFAGOS Y EXPRESION
DE MOLECULAS ACCESORIAS DURANTE LA CISTICERCOSIS EXPERIMENTAL
MURINA POR TAENIA CRASSICEPS

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA:
CRISTIAN TOGNO PEIRCE

DIRECTOR DE TESIS

DR. JORGE MORALES MONTOR

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS,
UNAM
COMITE TUTOR
DR. ABRAHAM LANDA PIEDRA
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
DR. LUIS IGNACIO TERRAZAS VALDEZ

UNIDAD DE INVESTIGACION EN BIOMEDICINA, FACULTAD DE ESTUDIOS

SUPERIORES IZTACALA, UNAM

MEXICO, D. F. MAYO DE 2014



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






Este proyecto fue realizado en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
Nacional Autéonoma de México, con el soporte del Programa de Apoyo a Proyectos de
Investigacion e Inovacion Tecnoldgica (PAPIIT), de la Direccion General de Asuntos del
Personal Académico (DGAPA), mediante el donativo nimero IN214011. Cristian Togno
Peirce recibid apoyo del Programa de Becas de la de la Coordinacion de Estudios de
Postgrado de la UNAM, asi como del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia.



Agradecimientos

Quiero agradecer de manera especial al Dr. Jorge Morales Montor, mi tutor durante

el doctorado por su confianza, apoyo y amistad extraordinarios.

A los miembros de mi comité tutor, el Dr. Abraham Landa y el Dr. Luis I. Terrazas

por su orientacion y apoyo en el desarrollo de mi doctorado.

A los miembros de mi jurado, el Dr. Marco A. Cerbon, el Dr. Pedro Ostoa, la Dra.
Miriam Rodrigues, el Dr. Fernando Alba y el Dr. Javier Ambrosio, por el tiempo y la

atencion que dedicaron a este trabajo y por sus valiosos comentarios.

A la Universidad Nacional Autonoma de México y el Instituto de Investigaciones
Biomédicas, constituidos por el trabajo de personas extraordinarias, que me han formado

durante el doctorado.
A Cinthi, mi compaiiera, por las alegrias, el apoyo y la paciencia incansables.

A mis padres, Monica y Francisco, mi hermano Francisco y mi tia Virginia por su

importante apoyo.

A la Dra. Karen Nava, el Dr. German Aleman, el Dr. Guillermo Goémez, la Dra.
Evelyn Rivera, la Biol. Lorena Loépez, el M.C. Carlos Castellanos, la M.V.Z. Georgina
Diaz, el M.V.Z. Jorge, el Lic. Carlos Martinez y a Azucena Ayala, por su ayuda y

orientacion durante el desarrollo de mi proyecto.

Al Biol. Javier Montoya, Héctor Jiménez, Claudia Fulgencio, mi hermana Brenda y
mi primo Jorge por las cosas extraordinarias que han hecho. También a mis amigos en el
centro de Tlalpan y el café de la selva, por el espacio y la motivacion durante la escritura de

esta tesis.



’ [ ]

Indice

F N o) (4 110 1 N

RESUMEN o

L INtrodUCCION. . ..
1.1, EL SIStema iNMUNE .....ooutitii it eeeae s
L1, Inmunidad innata ...
1111, LOoS MacTOfagos ...o.vvieiiii i e
1.iv. Inmunidad adaptativa ... e
i.v. Activacion de los linfocitos T virgenes por células presentadoras de
ANTIZENO ottt
i.vi. La familia B7 de moléculas coestimuladoras y supresoras...................
1.vii. La cisticercosis murina por 7aenia crassiceps ............cc.uveeeeueennnann.
1.viil. La respuesta inmune en la CiStiCercosis  .ooviiiiiiiiiiiiiiiiiaienn..
1.ix. Los macrdfagos en la cisticercosis por 7. crassiceps —........................
1.x. Factores bioldgicos del hospedero que afectan la resistencia a la
68 R T61C) (o7 13
1.xi. Dimorfismo sexual inmune ...
i.xii. Interacciones inmuno-endocrinas en la cistiCercosis .......................

IL JUSHIfICACION .o et

L B 03T 1513 T

L 0 o) 1= 5 17

V. Diseo experimental ... e

VI. Materiales y MmEtod0S  ..ouiiniieiiii e
vi. 1. Declaracion de principios €tiCOS. ..ocviiiiiiiiiiiii e
VI 1L ANIMAles
vi. iii. Preparacion de antigenos de 7. crassiceps e infeccion experimental.....
vi. iv. Obtencioén de células de exudado peritoneal (CEP) .......................
vi. v. Evaluacién de la carga parasitaria — ..........coociiiiiiiiiiiiie

vi. vi. Obtencion y cultivo de macrofagos —.......ocovviiiiiiiiiiiiiiiiiinenn.

10
11
11
12
16

19
20
25
25
31

35
36
37
40
42
44
46
49
50
50

51
51
52



vi. vii. Tratamientos hormonales y con antigenos de T. crassiceps in vitro ....
vi. viii. Analisis de la expresion de marcadores en la superficie de los
MACTO AZOS ittt e

V1. 1X. ANALISIS €StAdISTICO  cevntteett ettt e,

VIL Resultados  cooiiiiii

vii. 1. Las cargas parasitarias no variaron entre los sexos durante la primera
semana de CiStiCercosis por 7. CraSSICEPS.  ....uueiiueeie i eiieeieeinaannnns

vii. ii. El reclutamiento de células al peritoneo durante la primera semana de

no vario entre los sexos, pero el numero total fue mayor en las hembras

vii. iv. El sexo no afecto la expresion del MHC-II en los macrofagos
reclutados durante la primera semana de cisticercosis por T. crassiceps .....
vii. v. La infeccion por 7. crassiceps alter6 la expresion de las moléculas
coestimuladoras en los macréfagos, pero no hubo diferencias asociadas al
sexo en la expresion de CD80 0 CD86.  ...ooiiiiiiiiiiiiiieieieeeees
vii. vi. La infeccion por 7. crassiceps indujo la expresion de moléculas
supresoras PD-L1 y PD-L2 en los macrofagos de ambos sexos. ..............
vii. vii. La expresion de las moléculas del MHC-II en los macréfagos no fue
alterada por el sexo, los esteroides sexuales E2 y DHT o por el ExTc in vitro.
vii. viii. La expresion de CD80 en los macréfagos cultivados, no fue afectada
por el sexo, el E2 0 la DHT, ni por el EXTC. .....ccoooiiiiiiiiiiiiii,
vii. ix. La expresion de CD86 no fue alterada por el sexo, el E2 o la DHT,
pero si por el ExTc en los macrofagos cultivados  .........cooooveiiiiiiiia...
vii. X. La expresion de PD-L1 no vari6 entre los sexo o los tratamientos con
E2 y DHT, ni fue inducida en los macrdéfagos por el ExTc in vitro ..............
vii. xi. La expresion de PD-L2 no fue afectada por el sexo o los esteroides
sexuales E2 y DHT, tampoco fue inducida por el ExTc en los macrofagos

77 11 o 2

VIIL DISCUSION .« vvettttett e e e

IX . COnCIUSIONES oo

52

53

54

55

56

58

58

59

60

62

64

65

66

67

68

69
76



XL RETETENCIAS oottt e

XL APENAICES ..ttt et

Indice de figuras y tablas

Tabla 1. Marcadores del tipo de activacion de los macrofagos. ......ccc.evevviiieiiiiiiiniin..,
Figura 1. Las primeras 8 semanas de la cisticercosis murina por 7. crassiceps...................
Figura 2. Diseflo de 10S €Xperimentos 71 VEVO........o.veuieuiiiie ittt aeieaeeneenannennennens
Figura 3. Disefo de 10S eXperimentos i7 VIFO..........ouvueieeiniiiiiiiaateeteeente s ieeneenaenenas
Figura 4. Cargas parasitarias obtenidas de hembras y machos.................c.cooceiiiiiinn. .
Figura 5. Cinética de las células de exudado peritoneal (CEP) recuperadas del peritoneo tras
6 dias de INfecCiON CON T, CTASSICOPS . ... .onue ettt et et eee e
Figura 6. Caracterizacion de la expresion de moléculas del MHC-II en los macrofagos
recuperados del peritoneo después de 6 dias de infeccion con 7. crassiceps..............co......
Figura 7. Caracterizacion de CD80 y CD86 en macrofagos recuperados del peritoneo de
ratones iNfectados CON T, CHASSICOPS. ... ..ouueer e e e
Figura 8. Caracterizacion de PD-L1 y PD-L2 en macréfagos recuperados del peritoneo
durante la cisticercosis aguda por 7. CHASSICEPS. ... ..uueuuii et eaaeens
Figura 9: Analisis de la expresion del MCH-II en macrofagos cultivados con antigenos y
distintos tratamientos hormonales. ..............ooooiiiiii i
Figura 10: Efecto del sexo y el ambiente hormonal sobre la expresion de CD80 en
macrofagos cultivados en presenciade EXTC........oooveiiiiiiiiiiiiiieen

Figura 11: Analisis de la expresion de CD86 en macrofagos cultivados con estrogenos o
androgenos y estimulados con EXTC..........cooovviviiiiiiiiiiiieiieen,

Figura 12: Expresion de PD-L1 en macrofagos cultivados con E2 o DHT y ExTec...............
Figura 13: Caracterizacion de PD-L2 en macrofagos cultivados con E2 o DHT y expuestos a

10s antigenos de T. CTASSICEDS ... .unu et ettt

57

63

64

65

66
67



Abreviaturas

ADN:
Arg:
Argl:
ARN:
CCly:
CDA40L:
CDx:

células NK:
CEP:
CpG:

CTLA4:

DHEA:
DHT:
DMEM:

E2:
EDTA:

ERKx

ExTec:
FIZ71:

LP.
ICOS:
ICOSL:
IDO:
IFN-y:
IgC:
IgE:
IgG:
IgV:
IL-4Ro:
IL-x:
iNOS:

ITIM:
ITSM:
L-NAME:
LPS:
MHC:
MHC-I:

MHC-II:
MIF:

Acido desoxirribonucleico.

Arginina.

Enzima arginasa 1.

Acido ribonucleico.

Tetracloruro de carbono.

Ligando del receptor CD40.

Molécula x (en donde x es un niimero) del conjunto de diferenciacion, por las siglas de
Cluster of Differentiation.

Células asesinas naturales, por las siglas de Natural Killer.

Células de exudado peritoneal.

Oligodeoxinucledtidos que contienen trifosfato de citosina y trifostafo de guanina
unidos por enlaces de fosfodiéster.

Antigeno 4 de los linfocitos T citotdxicos, por las siglas de Cytotoxic T Lymphocyte
Antigen 4.

Dehidroepiandrosterona.

Dihidrotestosterona.

Medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco , por las siglas de Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium.

17-beta-Estradiol.

Acido etilendiaminotetraacético, por la abreviacion de Ethylenediaminetetraacetic
acid.

Cinasa reguladas por sefial extracelular x (en donde x es un numero). Por las siglas de
Extracellular signal Regulated Kinase x.

Extracto total soluble de Taenia crassicepes.

Proteina encontrada en la zona inflamatoria 1, por las siglas en inglés de Found in
Inflammatory Zone.

Intra peritoenal.

Coestimulador inducible de linfocitos T, del inglés Inducible t cell COStimulator.
Ligando de ICOS.

Enzima Indoleamina 2,3-dioxigenasa.

Interferon gamma.

Dominio Constante de inmunoglobulina.

Inmunoglobulina E.

Inmunoglobulina G.

Dominio Variable de inmunoglobulina.

Receptor alfa de la interleucina 4.

Interleucina x (en donde x es un nimero).

Enzima 6xido nitrico sintasa inducible (también llamada, 6xido nitrico sitetasa 2), por
las siglas de Inducible Nitric Oxide Synthase.

Motivo inhibidor basado en tirosina de receptor inmune, por las siglas de
Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif.

Motivo interruptor basado en tirosina de receptor inmune, por las siglas de
Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif.

Ester metilico de NG-nitro-L-arginina

Lipopolisacaridos.

Moléculas del complejo principal de histocompatibilidad, por las siglas en inglés de
Major Histocompatibility Complex.

Moléculas de la clase i del MHC.

Moléculas de la clase ii del MHC.

Factor inhibidor de la migracion de macrofagos, por las siglas de macrophage
Migration Inhibitory Factor.



MR:
MyDS88:

Moaa:
Méac:
NF-«xB:

NO:
OX40L:
P4.
PBS:
PD-1:

PD-L1:
PD-L2:

RELMaoa.:
RRP:

SFB:
SHP-2

STATx:

T. crassiceps:
T. solium:
T4:

TcES:

TCR:
TGF-B:

TH:
THl .
Ty2:

TLR-x:

TNEF:
TREMx:
Vo

/-

v

Dok

brillante

tenue

y :

o-y:

Receptor de manosa, por las siglas de Mannose Receptor.

Proteina adaptadora llamada Gen de respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88,
por las siglas de Myeloid differentiation primary response gene 88.

Macréfagos activados alternativamente.

Macrofagos activados cladsicamente.

Factor nuclear de transcripcion potenciador de las cadenas ligeras kappa de los
linfocitos B activados, por las siglas en inglés de Nuclear Factor Kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells.

Oxido Nitrico, por su formula quimica y por las siglas en inglés de Nitric Oxide.
Ligando del receptor OX40.

Progesterona.

Solucioén amortiguadora de fosfatos.

Receptor 1 de muerte celular programada, por las siglas en inglés de Programmed cell
Death-1.

Ligando 1 del receptor PD-1, por las siglas en inglés de Programmed Cell Death
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Growth Factor beta.

Linfocito T coadyuvador, por las siglas en inglés de T Helper.

Linfocitos T coadyuvadores en el perfil 1 de activacion.

Linfocitos T coadyuvadores en el perfil 2 de activacion.

Receptor semejante a Toll nimero x (en donde x es un numero), por las siglas en inglés
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Los macrofagos son células pertenecientes al sistema inmune, distribuidos en todos
los tejidos que poseen proliferacion activa. Cumplen varias funciones en el mantenimiento
de la homeostasis, como la remocion de células senescentes y detritos del espacio
intersticial. Durante las infecciones los macrofagos tienen una amplia participacion,
detectan la presencia de agentes infecciosos, a los que pueden fagocitar, promueven la
inflamacién y ademas pueden servir como cé€lulas presentadoras de antigenos. Las células
presentadoras de antigenos se caracterizan por activar linfocitos T mediante la expresion de
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) y
de moléculas coestimuladoras como, CD80 y CD86. Por otro lado, los macréfagos pueden
presentar distintos perfiles de activacion. Por ejemplo, los macréfagos activados
clasicamente promueven el desarrollo de inflamacion, producen 6xido nitrico contra los
agentes infecciosos y activan a la respuesta inmune celular. Los macrofagos también
pueden presentar un perfil asociado a la cicatrizacion, llamado activacion alternativa. Estos
macroéfagos limitan el desarrollo de inflamacion, participan en la remodelacion de la matriz
extracelular y suprimen la respuesta inmune celular.

Durante la cisticercosis murina por Taenia crassiceps (T. crassiceps), los
macréfagos tienen una participacion central en el establecimiento o eliminacion del
parasito. Los macrdéfagos activados clasicamente limitan el desarrollo del parasito mediante
la produccion de oxido nitrico y la produccion de interleucina-12, una citocina que
promueve la activacion de la respuesta inmune celular y el perfil Tyl de los linfocitos. Sin
embargo, al progresar la infeccion, los macrofagos activados clasicamente son sustituidos
por macrofagos activados alternativamente que favorecen el crecimiento de las cargas
parasitarias. Durante la cisticercosis, los macrofagos activados alternativamente suprimen
la activaciéon de los linfocitos T mediante la ruta de sefalizacion de muerte celular
programada-1 (PD-1, por la nomenclatura en inglés) expresando los ligandos de PD-1, PD-
L1 y PD-L2. Las células presentadoras de antigenos de las cepas de ratdn resistentes a la
cisticercosis presentan mayor expresion de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en
comparacion a las cepas susceptibles, mientras que en la cepa susceptible, la expresion de
PD-L1 y PD-L2 es mayor.

En la cisticercosis por 7. crassiceps, también se ha reportado una fuerte relacion

entre el sexo del hospedero y la resistencia a la infeccion: las hembras desarrollan cargas



parasitarias mayores en comparacion a los machos. Las diferencias en el desarrollo de las
cargas parasitarias alcanzan significancia estadistica entre la segunda y cuarta semana de
infeccion. Durante este periodo, la respuesta inmune protectora Tyl es sustituida por una
respuesta T2 que resulta inocua al parasito. Las diferencias en resistencia entre los sexos
dependen de los esteroides sexuales producidos por las gonadas del hospedero, el estradiol
y la progesterona favorecen el crecimiento de las cargas parasitarias, mientras que los
androgenos testosterona y dihidrotestosterona confieren resistencia al hospedero. Los
esteroides sexuales tienen efectos directos sobre el parasito, sin embargo, las diferencias en
la resistencia asociadas al sexo del hospedero dependen del sistema inmune. En la
cisticercosis, el tratamiento con andrégenos promueve la respuesta inmune Tyl, mientras
que el tratamiento con estradiol acentta la supresion de la respuesta inmune protectora. A
pesar de que la cisticercosis ha sido ampliamente estudiada, no se conocen los mecanismos
que generan las diferencias en la respuesta inmune Tyl entre los sexos.

En este trabajo, se estudi6 la relacion entre el sexo del hospedero y la expresion de
las moléculas del MHC-II, CD80, CD86, PD-L1 y PD-L2 en macréfagos peritoneales
F4/80" de ratones BALB/cAnN infectados con T. crassiceps o reclutados por los antigenos
del parasito durante la primera semana de infeccion. Asi mismo, se analizo6 el efecto in vitro
de los esteroides sexuales 17-beta-estradiol, testosterona y dihidrotestosterona sobre la
expresion de las moléculas del MHC-II, coestimuladoras (CD80 y CD86) y accesorias
supresoras (PD-L2 y PD-L2) en los macréfagos cultivados en presencia del extracto total
soluble del cisticerco de T. crassiceps. El fenotipo de los macrofagos se analizd mediante
citometria de flujo. Encontramos que el reclutamiento de células al peritoneo de las
hembras durante el sexto dia de infeccion fue mayor en comparacién a los machos. El
numero total de macréfagos también fue mayor en las hembras en comparacion a los
machos, sin embargo no observamos diferencias entre los sexos de la composicion de las
poblaciones celulares. No encontramos diferencia asociadas al sexo en el porcentaje o la
densidad de expresion del MCH-II, CD80, CD86, PD-L1 o PD-L2. Si embargo, las
hembras presentaron un mayor niumero de macréfagos expresando estas moléculas. La
infeccion aumentd el porcentaje de macréfagos CD80" y PD-L2" en ambos sexos. La
infeccion también disminuy6 el porcentaje de macréfagos CD86" y aument6 el de PD-L17,

pero estas diferencias solo alcanzaron significancia en los machos.



A pesar de que las diferencias en significancia apuntan a posibles diferencias en la
expresion de moléculas coestimuladoras y supresoras entre los sexos en tiempos mas
avanzados de la infeccion, nuestros resultados sugieren que durante la primera semana de
infeccion no hay diferencias en la expresion de moléculas del MHC-II, coestimuladoras o
accesorias supresoras en los macrofagos y que la expresion de estas moléculas no es
regulada por los esteroides sexuales. Sin embargo, estos hallazgos sugieren que las
diferencias en el reclutamiento de macréfagos durante la etapa aguda de la cisticercosis por
T. crassiceps, podria ser uno de los mecanismos involucrados en las diferencias en la

resistencia a la infeccion observadas entre los sexos.
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i.i. El sistema inmune

El sistema inmune estd conformado por tejidos, células y moléculas especializadas
en la defensa del organismo, al que protege contra la invasiéon o el dano causado por
microorganismos, parasitos y células del cuerpo que han perdido su homeostasis (1).

Muchas de las funciones del sistema inmune dependen de los leucocitos, que son
células producidas en la médula 6sea y liberadas a la circulacion. Los leucocitos son un
grupo heterogéneo constituido por linfocitos, monocitos y células polimorfonucleares. Cada
tipo de leucocito posee funciones especializadas y dependiendo del tipo se pueden
encontrar en distintos tejidos o en la circulacion (1).

La inmunidad se puede dividir en dos categorias: la inmunidad innata y la
inmunidad adaptativa. Ambas categorias distinguen al organismo propio de lo ajeno, pero
poseen mecanismos distintos para ello. El reconocimiento de elementos extrafios, como
agentes infecciosos o sus moléculas, desencadena una respuesta inmune. La inmunidad
innata es la primera en responder, si la infeccion no es resuelta en el transcurso de minutos
u horas, el sistema inmune innato y los antigenos del patdégeno activaran a la inmunidad
adaptativa, que idealmente eliminara a la infeccidon y generara memoria inmune, la cual

conferird proteccion contra infecciones por el mismo patéogeno (1).

i.ii. Inmunidad innata

La inmunidad innata esta conformada por las barreras fisicas y quimicas, como la
piel y el moco, por células como los macrofagos, neutréfilos y eosinédfilos y por moléculas
como el sistema de complemento. Cuando un agente infeccioso atraviesa las barreras del
organismo, es confrontado por las moléculas y células de la inmunidad innata. Las
moléculas como el sistema de complemento tienen la capacidad de matar microorganismos,
ademas de activar sefiales de peligro que causan el reclutamiento de células como los
neutrofilos y los macréfagos, que a su vez poseen mecanismos para eliminar agentes
invasores y sus productos (1).

Las moléculas que reconocen agentes extrafios en la inmunidad innata son llamados
receptores de reconocimiento de patrones (RRP), como su nombre indica, reconocen
patrones moleculares que corresponden a organismos de Phyla o reinos distintos al propio,

como las bacterias, hongos, pardsitos protistas y helmintos. Estas moléculas estan
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presentes desde el nacimiento y son heredadas a la descendencia. Algunos de los monocitos
como las células dendriticas y los macrofagos sirven de interfase entre la inmunidad innata
y la adaptativa, reconociendo la presencia de agentes infecciosos y confiriendo sefiales de

activacion a los linfocitos de la inmunidad adaptativa (1).

i.iii. Los macroéfagos

Los macrofagos son células fagociticas que se diferencian en los tejidos a partir de
monocitos derivados de la médula 6sea (2). Estan presentes en todos los tejidos que poseen
proliferacion celular, en donde participan activamente en el mantenimiento de la
homeostasis. Algunos autores definen a los macréfagos como “células de limpieza”, cuya
funcion principal es la remocion de materiales extrafios del espacio intersticial (3).

Los macrofagos cuentan con RRP como los receptores semejantes a TOLL (TLR,
por sus siglas en inglés) que son receptores especializados en el reconocimiento de patrones
moleculares que no se corresponden al propio organismo, y que se asocian a patdogenos,
como el ARN de doble cadena que distingue a algunos virus, o los lipopolisacaridos (LPS)
presentes en las bacterias Gram positivo. El reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patdgenos por los TLR inicia cascadas de sefializacion, que conducen a la
activacion de las células de la inmunidad innata (4).

Ademas de los TLR, los macréfagos cuentan con otros RRP como los receptores
Scavenger (en inglés, carrofiero) y el receptor de manosa mediante los cuales reconocen
sefales de alteracion en los tejidos, como células muertas, patdogenos y sus productos o
complejos inmunes, a los que fagocitan manteniendo las condiciones homeostaticas (2 y 3).

Algunas poblaciones de macrofagos proliferan in situ, y se considera que de esta
manera renuevan a las poblaciones residentes en los tejidos, particularmente en ausencia de

inflamacion (5).

Funciones biologicas de los macréfagos

Fagocitosis: captura de células muertas o moribundas, microorganismos como
bacterias y hongos, virus, complejos inmunes, toxinas y alergenos (2).

Mantenimiento de la tolerancia inmune: Los macrofagos en estado basal tienden

a ser supresores. Por ejemplo, los macréfagos del intestino mantienen la tolerancia a la flora
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intestinal. Otro ejemplo son los macrdéfagos de la zona marginal del bazo que mantienen la
tolerancia a las células apoptoticas (2).

Resolucion de la inflamacion: Cuando se ha desarrollado una respuesta inmune
contra un patéogeno y la infeccion ha sido controlada, los macrofagos producen citocinas
anti-inflamatorias o reguladoras como la interleucina-10 (IL-10) y el factor transformante
de crecimiento beta (TGF-f3, por sus siglas en inglés) que promueven la resolucion de la
inflamacion y el regreso a la homeostasis del tejido afectado (2).

Cicatrizacion de heridas: Algunos macrofagos secretan factores de crecimiento
como el TGF-B y otros productos como la ornitina, que promueve la diferenciacion de
fibroblastos a miofibroblastos y la sintesis de coldgenos fibrilares intersticiales e

inhibidores de las metaloproteasas (2).

Activacion clasica de macrofagos

Los estimulos en el ambiente del macrofago, como algunas citocinas y ligandos de
los TLR pueden alterar el comportamiento de los macréfagos, induciendo la expresion de
moléculas que caracterizan distintos perfiles funcionales o estados de activacion.

La activacion clasica fue descrita originalmente estimulando macrofagos con las
citocinas factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y). Sin embargo,
la activacion de la ruta de sefalizacion intracelular mediada por la molécula “Gen de
respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88” (MyD88, por sus siglas en inglés), puede
estimular la produccion de TNF-a y satisfacer de manera autocrina el requerimiento de esta
citocina para la activacion de los macrofagos. Las sefales de activacion por los TLR y del
receptor de IL-1 convergen sobre MyD88, por esta razon, algunos agonistas de los TLR
pueden sustituir a TNF-a en la activacion clésica de los macrofagos (3, 6 y 7).

Los macrofagos activados clasicamente se caracterizan por la expresion de la
enzima 6xido nitrico sintasa inducible (también llamada Oxido Nitrico Sintasa 2 o iNOS)
que produce grandes cantidades de 6xido nitrico (NO) (8). Otra caracteristica importante de
la activacion clasica de los macréfagos es la secrecion de IL-12 (Tabla 1), esta citocina
promueve la polarizacion hacia Tyl de los linfocitos T (que explicaremos mas adelante) y

la produccion de IFN-y por las células NK, que a su vez promueve la activacion cléasica de
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los macrofagos. Vale la pena mencionar, que el IFN-y promueve la expresion de moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (MCH, por sus siglas en inglés).

Los macrdfagos activados clasicamente, pueden producir otros mediadores inflamatorios
como IL-1, IL-6 y TNF-a y participan en la eliminacién de bacterias y citotoxicidad a
tumores, pero también en la patologia de enfermedades autoinmunes e inflamatorias, como

la artritis reumatoide (2, 3 y 6).

Activacion alternativa de macrofagos

Aunque el término “activacion alternativa” no es satisfactorio para todos los
autores, pues sugiere que solo hay dos formas de activacion (clésica y alternativa), cuando
en realidad se han descrito varios tipos funcionales de macrofagos que responden a
estimulos distintos (3 y 6), en este trabajo nos referiremos a la activacion alternativa de los
macrofagos, como aquella que es inducida por IL-4, IL-13 y azlicares de los helmintos, ya
que esta nomenclatura ha sido empleada en los estudios realizados en la cisticercosis y otras
infecciones por helmintos (9 a 11).

Los macrofagos activados alternativamente se caracterizan por la expresion del
receptor de manosa, de quitinasas y de moléculas semejantes, como Fizzl y YMI. El
receptor de manosa participa en la fagocitosis, mientras que las quitinasas Fizzl y YM1
participan en la remodelacion de la matriz extracelular. IL-4 también promueve la
expresion de la enzima arginasa 1 (Argl), que metaboliza L-arginina en urea y ornitina, un
precursor de las poli-aminas y del coldgeno (Tabla 1), contribuyendo a la cicatrizacion de
heridas a la vez que compite con iNOS por la arginina (3 y 6).

Los macrofagos activados alternativamente promueven la diferenciacion de
linfocitos T2 (que explicaremos mas adelante), que secretan IL-4 e IL-13. Los macréfagos
activados alternativamente también pueden secretar IL-10 que suprime la actividad de los

linfocitos Tyl, promoviendo la resolucion de la inflamacion y el regreso a la homeostasis

Q).
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Caracteristicas Activacion clasica Activacion alternativa
Citocinas secretadas 1L-12 L-10
Genes caracteristicos Nos2 Argl, Yml, Fissl
Productos metabélicos de Arg NO Urea y ornitina
Moléculas de membrana MMR y PD-L2

Tabla 1. Marcadores del tipo de activacion de los macrofagos. En la tabla se muestran algunos
de los marcadores utilizados con mayor frecuencia para identificar el tipo de activacion de los
macrofagos. Cabe mencionar que dependiendo del contexto, los macrofagos pueden expresar
distintas combinaciones de marcadores. Por ejemplo, macrofagos activados alternativamente que

expresan el gen de la arginasa 1 Argly producen urea, pero no secretan IL-10.

Caracterizacion de los macrofagos

El micro ambiente tiene un profundo efecto sobre el fenotipo de los macrofagos (5),
dependiendo del tejido en el que se encuentren, se pueden reconocer distintos tipos de
macrofagos con funciones especializadas. Por ejemplo, los osteoclastos en los huesos que
participan en la remodelacion 6sea, o los macrofagos de la ldmina propia que son muy
eficientes en la eliminacion de bacterias, pero secretan pocas citocinas pro-inflamatorias (2
y 5).

Los macréfagos al igual que las células dendriticas son células presentadoras de
antigenos y comparten la capacidad de expresar moléculas del MHC y moléculas
coestimuladoras (12). Aunado a esto, el empleo de algunas moléculas de membrana para
caracterizar a los macrofagos, como CDI11b que se expresa en todas las células del linaje
mieloide, o el empleo de MAC2 que se expresa en a otros monocitos (2), ha generado
confusion. Los macréfagos son células sumamente plasticas y expresan una amplia gama
de receptores, varios de los cuales también son expresados por las células dendriticas, como
CDI1byCDllc (2,5y 13).

A pesar de las similitudes entre macrofagos y células dendriticas, se ha propuesto
que en el adulto, las células dendriticas provienen de un precursor distinto al que genera a
los monocitos y a los macréfagos (13 y 14). La mayoria de los macréfagos se pueden

reconocer por la expresion de la molécula F4/80, que ha pesar de expresarse en algunos
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monicitos y células dendriticas, presenta una expresion distinguiblemente mas densa en los
macrofagos.

Los macrofagos peritoneales se caracterizan por una alta expresion de F4/80 y baja
o nula expresion del marcador Grl (Ly6C/Ly6G) (13). Ademas de F4/80, la expresion del

factor de transcripcion PU.1 también puede ayudar a distinguir a los macréfagos (7).

i.iv. Inmunidad adaptativa

Los receptores que caracterizan a la inmunidad adaptativa son llamados receptores
de antigeno, y son producidos por la recombinacion de genes durante el desarrollo de los
linfocitos. Cada linfocito posee un receptor con la capacidad de reconocer especificamente
a un antigeno. A diferencia de los RRP, los receptores de antigeno no son heredados a la
descendencia. Otra diferencia entre la inmunidad innata y la adaptativa consiste en la
generacion de memoria por la inmunidad adaptativa. La memoria inmune confiere
proteccion a un individuo que ha resuelto una infeccién contra infecciones posteriores por
el mismo patdgeno (1).

La respuesta inmune adaptativa depende de dos tipos celulares, los linfocitos B y los
linfocitos T. El receptor de antigenos de los linfocitos B es una inmunoglobulina y puede
ser secretada en forma de anticuerpo. Los anticuerpos pueden reconocer varios tipos de
moléculas, como proteinas, ADN o azucares. Ademas, las inmunoglobulinas reconocen
antigenos en solucion. En contraste con el receptor de los linfocitos B, el receptor de los
linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés) no es secretado ni reconoce antigenos en
solucion. El TCR reconoce la superficie formada por un péptido montado en una “surco” en
las moléculas del MHC. Los péptidos presentados por las moléculas del MHC son

derivados de la degradacion de una proteina (1).

Inmunidad celular e inmunidad humoral

Historicamente, la inmunidad fue dividida en dos clases, la inmunidad celular y la
inmunidad humoral. La parte adaptativa de la inmunidad celular depende de los linfocitos T
especificos contra el antigeno al que se dirige la respuesta inmune, comprende las formas
de inmunidad especifica que no pueden ser transferidas por el suero. En contraste, la

inmunidad humoral no requiere la transferencia de células para dar proteccion, es
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transferida por el suero. La parte adaptativa de la inmunidad humoral depende de los

anticuerpos producidos por los linfocitos B (1).

Los linfocitos T

Los linfocitos T pasan la mayor parte de su desarrollo en el timo, en donde son
seleccionados los linfocitos que pueden interactuar con moléculas del MHC, pero que no
reaccionan contra péptidos derivados de proteinas propias del organismo. Durante este
proceso de seleccion los linfocitos T se diferencian en dos tipos, los linfocitos T CD8" y los
linfocitos T CD4". Los linfocitos CD8" también llamados citotoxicos, participan en la lisis
de células infectadas por virus o por pardsitos intracelulares y reconocen péptidos
presentados por moléculas de la clase i del MHC (MHC-I). En contraste, los linfocitos T
CD4" también llamados linfocitos T coadyuvadores (Ty, por las siglas en inglés T helper)
reconocen péptidos presentados en el MHC-II y participan en la gran mayoria de las
respuestas inmunes regulando las funciones de otras células. Por ejemplo, cooperan con los
linfocitos B para que produzcan anticuerpos, también incrementan la actividad citotoxica de
los linfocitos CD8" y activan a las células de la inmunidad innata, como los macréfagos a

los que pueden activar clasicamente o alternativamente (1).

Perfiles de linfocitos coadyuvadores (Tg)

Los linfocitos Ty activan o inactivan a otras células mediante la secrecion de
moléculas llamadas citocinas. Las citocinas son mensajeros quimicos del sistema inmune
que al unirse a sus receptores, inducen la proliferacion, diferenciacion o muerte de la célula
diana, es decir la célula que posee receptores para la citocina en cuestion. Los linfocitos Ty
se pueden diferenciar en varios perfiles funcionales, cada perfil confiere proteccion contra
distintas infecciones. Los primeros perfiles en ser descritos fueron los linfocitos Tyl y los

linfocitos Ty2, estos perfiles se pueden reconocer por las citocinas que secretan (1).

Linfocitos Tx1
La activacion de los linfocitos Tyl es inducida por las citocinas IFN-y e IL-12, que
requieren de los factores de transcripcion STAT1 y STAT4 para transducir las sefiales de

los receptores al nucleo. Los linfocitos Tyl se caracterizan por secretar las citocinas IL-2 e
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IFN-y, IL-2 es un factor de crecimiento que actua de manera autocrina en el linfocito y
permite su proliferacion. El IFN-y es una citocina que tiene varios efectos sobre el
organismo, estimula la expresion de moléculas del MHC, induce actividades anti-virales en
las células del cuerpo y participa en la activacion clasica de los macrofagos, en los que
promueve la expresion de iNOS y la produccion de NO (1).

El perfil Tyl se ha relacionado a la proteccion contra infecciones por bacterias que
se establecen en vesiculas intracelulares, como Mycobacterium leprae que puede persistir
en los macréfagos hasta que los macrofagos son activados por los linfocitos Tyl, lo que
resulta en la eliminacion de las bacterias. Ademas de participar en el control de
microorganismos que persisten en vesiculas intracelulares, los linfocitos Tyl pueden
participar de manera importante en el control de parasitos extracelulares grandes, como los
helmintos, ya que la produccién de mediadores toxicos como las especies reactivas de

oxigeno y NO por los macrofagos pueden dafiar a los parasitos (1).

Linfocitos T2

La citocina IL-4, a través del factor de transcripcion STAT6, promueve la
diferenciacion de los linfocitos Ty2, que a su vez se distinguen por la produccion de las
citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. Los linfocitos Ty2 participan en la inmunidad contra
patogenos extracelulares y en la defensa de las mucosas, las citocinas que producen son
necesarias para la produccion de inmunoglobulina E (IgE) por los linfocitos B. IL-4 e IL-13
estimulan la produccion de moco por las células caliciformes. Mediante la secrecion de IL-
5 e IL-9 reclutan eosinodfilos y basofilos a los sitios de inflamacion, estas células responden
a los complejos inmunes formados por IgE liberando sus granulos que causan el
reclutamiento de otras células, aumento de la permeabilidad vascular y el aumento de la
contractibilidad del musculo liso (15). Estos mecanismos son importantes en la expulsion
de parésitos intestinales y en las alergias. Vale la pena mencionar que los linfocitos Ty2

antagonizan la diferenciacion de los linfocitos Tyl y viceversa (1).
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i.v. Activacion de los linfocitos Ty virgenes por las células presentadoras

de antigenos.

Los linfocitos T que han terminado su diferenciacion en el timo, salen a la
circulacion sin estar activados, estos linfocitos son “virgenes” y requieren condiciones
especiales para su activacion. Durante una respuesta inmune, la activacion de los linfocitos
Ty depende las células presentadoras de antigenos. Las células presentadoras de antigenos
capturan moléculas a las que procesan, es decir, degradan a las proteinas capturadas
generando péptidos, los cuales presentan a los linfocitos T montados en las moléculas del
MHC. Las células presentadoras de antigenos, como las células dendriticas y los
macrofagos, pueden activar, modular y desactivar a los linfocitos T (16 y 17).

La activacion de los linfocitos T virgenes requiere al menos dos sefiales, la primera
consiste en el reconocimiento del antigeno mediante el TCR, la segunda sefial es conferida
por moléculas coestimuladoras expresadas en la membrana de la célula presentadora de
antigenos (16 y 17). Como mencionamos antes, el antigeno reconocido por el TCR es un
complejo formado por un péptido que se encuentra montado en una molécula del MCH.
Los linfocitos citotoxicos reconocen péptidos presentados en el MHC-I, la mayoria de estos
péptidos son derivados de la degradacion de proteinas presentes en el citosol celular y
corresponden a las proteinas sintetizadas por la propia célula o proteinas derivadas de
parésitos intracelulares. Todas las células del organismo que sintetizan proteinas expresan
moléculas del MHC-I. En contraste, los linfocitos Ty estan restringidos a reconocer
péptidos en moléculas del MHC-II. Los péptidos presentados en el MHC-II provienen del
espacio extracelular y pueden derivar de células del organismo, bacterias o parasitos
extracelulares como los helmintos. La expresion de moléculas del MHC-II, junto con la de
moléculas coestimuladoras se limita a las células presentadoras de antigenos, entre las que
se incluye a las células dendriticas, los linfocitos B y los macrofagos (16 y 17).

Las coestimulacion necesaria para la activacion de los linfocitos Ty virgenes es

conferida por la expresion de moléculas pertenecientes a la familia B7.
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i.vi. La familia B7de moléculas coestimuladoras y supresoras.

La familia B7 esta constituida por moléculas de membrana que participan en la
comunicacion entre las células presentadoras de antigenos y los linfocitos T. De manera
general, las moléculas de la familia B7 se expresan en las células presentadoras de
antigenos y sus receptores en los linfocitos, los receptores de las moléculas de la familia B7
pertenecen a la familia de CD28. Ambas familias pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas, cuyas moléculas se caracterizan por estar conformadas por laminas beta
(18 y 19).

La interaccion de las moléculas accesorias de la familia B7 con sus receptores puede
activar, modular, atenuar o terminar las respuestas inmunes. Las moléculas que promueven
la activacion de los linfocitos son llamadas coestimuladoras y las que suprimen la
activacion son llamadas supresoras. De manera general, las moléculas coestimuladoras de
la familia B7 son CD80 (también llamada B7.1), CD86 (conocido como B7.2) e ICOSL,
mientras que las moléculas supresoras de esta familia son PD-L1, PD-L2 y B7-H4. Sin
embargo, dependiendo del receptor al que se unan, algunas de estas moléculas pueden tener
papeles activadores o supresores, como es el caso de CD80, CD86 y B7-H3.

Ademas de la familia B7 de moléculas accesorias y la familia de CD28 de
receptores, hay otras moléculas coestimuladoras y receptores que pertenecen a la familia
del factor de necrosis tumoral (TNF, por la nomenclatura en inglés), como CD40 y su
ligando (CD40L). En conjunto, las moléculas de las familias B7, CD28 y TNF forman una
red de comunicacion entre las células del sistema inmune y las células somaticas que
coordina varias funciones del sistema inmune, las cuales van de la activacion de los
linfocitos T, de los linfocitos B y de los macréfagos, a la modulacion, terminacion de la

respuesta inmune y el mantenimiento de la tolerancia (16 a 20).

Las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86

Los linfocitos T virgenes requieren al menos dos sefiales para ser activados, la
primera sefial consiste en el reconocimiento del antigeno por el TCR, la segunda sefial es
conferida mediante la expresion de moléculas coestimuladoras en la membrana de la célula

presentadora de antigenos. Las moléculas coestimuladoras son reconocidas por receptores
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en los linfocitos T, principalmente CD28. Los ligandos de CD28 expresados por las células
presentadoras de antigenos son CD80 y CD86.

Segun la teoria de las dos sefiales, el reconocimiento del antigeno por el linfocito T
virgen en ausencia de una segunda sefal, llamada coestimuladora, causa la anergia o la
muerte del linfocito y es un mecanismo para mantener la tolerancia (16).

A pesar de que existen otras moléculas coestimuladoras como ICOSL, CD80 y
CD86 son las principales moléculas coestimuladoras en la activacion de los linfocitos T
virgenes, pues los linfocitos T virgenes expresan constitutivamente CD28 y la expresion de
otros receptores para moléculas coestimuladoras como ICOS, es estimulada tras las
interacciones de CD80 y CD86 con CD28 (16).

En las células presentadoras de antigenos la expresion de CD80 y CD86 es inducida
o incrementada por el reconocimiento de sefiales de peligro, como la activacion de los TLR
(18).

CD80 y CD86 son moléculas homologas y sus genes comparten aproximadamente
el 25% de similitud (21). La porcion extracelular de ambas moléculas estd conformada por
un dominio IgV, un dominio IgC y ambas moléculas se anclan a la membrana mediante un
dominio de anclaje transmembranal. CD80 y CD86 se unen a los receptores CD28 y
CTLAA4 (de las siglas en inglés de, antigeno 4 de los linfocitos T citotoxicos) expresados en
los linfocitos T. La afinidad de CD80 y CD86 por CTLA4 es mayor en comparacion a
CD28. A pesar de las similitudes, existen algunas diferencias entre CD80 y CD86. Primero,
la afinidad de CD80 por ambos receptores es mayor en comparacion a CD86, sin embargo
durante la interaccion entre linfocitos T y células presentadoras de antigenos, CD86 parece
tener preferencia por CD28, mientras que CD80 por CTLA4 (21). Por otro lado, la mayoria
de las moléculas CD80 en la membrana celular se encuentra en forma de homodimeros,
mientras que CD86 se mantiene en forma de mondmero. Sin embargo, el entrecruzamiento
de CD86 puede transducir senales a la célula en la que se expresa aumentando la
traslocacion al nucleo del factor de transcripcion NFk-B (20).

CDS86 se expresa de manera constitutiva en las células presentadoras de antigenos,
mientras que la expresion CD80 es inducida gradualmente y es mas estable. Las diferencias
en la expresion de ambas moléculas se asocian a diferencias funcionales. /n vitro CD80

favorece la diferenciacion de linfocitos Ty1, mientras que CD86 promueve el perfil Ty2. En
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linea con lo anterior, CD86 promueve la produccion de IgE por los linfocitos B, un
anticuerpo asociado al perfil T2 (21).

Las diferencias funcionales entre CD80 y CD86 también se observan in vivo. En el
modelo murino de diabetes autoinmune. En este caso, el bloqueo de CD86 disminuye el
desarrollo de diabetes, mientras que el bloqueo de CD80 lo incrementa (21).

Ademas de su participacion en la activacion de los linfocitos, CD80 y CD86
también estdn involucradas en la regulacion de la respuesta inmune, participan en el
desarrollo de linfocitos T reguladores y en su funcion. Asimismo, CD86 transduce sefiales
al interior de la célula presentadora de antigenos que inducen la expresion de la enzima
idoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO), una enzima que suprime la activacion de los linfocitos T
(16 y 20). De manera importante, CD80 y CD86 son ligandos del receptor inhibitorio
CTLA4 que antagoniza las sefiales de activacion conferidas por el TCR y CD28. CTLA4 se
expresa en los linfocitos T después de haber sido activados y es requerido para regular la
respuesta inmune, ya que la pérdida de funcionalidad de CTLA4 causa una condicién letal
caracterizada por la proliferacion descontrolada e infiltracion de linfocitos T en varios
organos (16).

Se ha propuesto que CTLA4 es mas proclive a interactuar con CD80 y CD28 con
CD86. De manera interesante, hay diferencias temporales en la expresion de CD80 y CDS6,
en las células dendriticas CD86 se expresa constitutivamente y la expresion de CD80
ocurre después, en los linfocitos T, CD28 se expresa constitutivamente y CTLA4 es
inducido durante la activacion, de manera que la interaccién temprana y mayor afinidad de
CD28 por CD86 promueven la activacion de los linfocitos T, mientras que la expresion

tardia de CTLA4 y CD80 favorecen la supresion del linfocito T (18).

Las moléculas supresoras PD-L1y PD-L2

Los macréfagos y las células dendriticas cuentan con varios mecanismos para
modular la activacion de los linfocitos T, como la secrecion de citocinas reguladoras como
IL-10 y TGF-B y la expresion de moléculas de membrana, entre las que se incluye la ruta
de comunicacion de PD-1 (de las siglas de programmed cell death-1, también llamado

CD279).
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PD-1 es un receptor perteneciente a la familia de CD28 y se expresa en los
linfocitos T, los ligandos de PD-1 son PD-L1 (CD274) y PD-L2 (CD273). A pesar de su
nombre, las interacciones entre PD-1 y sus ligandos no necesariamente conducen a la
muerte celular, sino al arresto del ciclo celular en G; (16).

PD-L1 y PD-L2 regulan la intensidad y duracion de la respuesta inmune, también
participan en la generacion de tolerancia. Las alteraciones en esta ruta de regulacion causan
esplenomegalia y agravan el desarrollo de enfermedades inflamatorias y autoinmunes como
la esclerosis multiple y la encefalitis experimental autoinmune (19). Asi mismo, se puede
observar el desarrollo espontdneo de distintas formas de autoinmunidad dependiendo del
fondo genético. Por ejemplo, los ratones PD-17" de la cepa C57BL/6 desarrollan artritis y
glomerulonefritis, mientras que los ratones de la cepa BALB/cAnN desarrollan
cardiomiopatia (16).

PD-1 estd conformada por un dominio extracelular IgV, un dominio
transmembranal y un dominio intracelular que sefializa mediante dos motivos basados en
tirosina, un motivo inmuno inhibidor (ITIM, por sus siglas en inglés) y un motivo inmuno
“interruptor” (ITSM, por sus siglas en inglés) (19 y 16).

En ausencia de activacion del TCR, el entrecruzamiento de PD-1 no parece causar la
transduccion de sefiales en los linfocitos T. Sin embargo, cuando PD-1 es activado junto
con el TCR, el entrecruzamiento de PD-1 por la interaccién con sus ligandos, causa la
fosforilacion de las tirosinas en el dominio intracelular de PD-1 y el reclutamiento de la
fosfatasa de tirosina SHP-2 (de la abreviacion en inglés de, proteina 2 con domino NH2
terminal homologo de Src y domino fosfatasa de tirosina C terminal), que resulta en la
inhibicion de las enzimas fosfolipaza Cy2, ERK1 y ERK2 (del inglés, cinasa reguladas por
sefal extracelular) y de la fostatidilinositol-3-cinasa, que participan en la transduccion de
senales del TCR y CD28 (16 y 19).

PD-L1 tiene un peso de 40 kDa y posee una porcion extracelular conformado por un
dominio IgV y un dominio IgC ademés de un dominio de anclaje transmembranal, pero no
posee dominio de sefalizacion intracelular. En comparacion, PD-L2 es mas pequeia, pero
también estd conformada por un dominio IgV y un dominio IgC extracelulares y un
dominio transmembranal de anclaje. PD-L1 se expresa de manera constitutiva en

macrofagos y células dendriticas, también en la placenta y en células del epitelio
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microvascular, su expresion puede ser inducida en otras células somaticas. En contraste, la
expresion de PD-L2 se limita a monocitos y células dendriticas. A diferencia de PD-L1,
PD-L2 no se expresa de manera constitutiva en los macroéfagos y se ha propuesto que su
expresion se relaciona a la activacion alternativa de los macrofagos. En los monocitos, la
expresion de PD-L1 y PD-L2 es inducida por la activacion y el IFN-y (19 y 16).

Ademas de interactuar con PD-1, PD-L1 también puede interactuar con CD80
estimulando la expresion de receptores y la produccion de citocinas en la célula
presentadora de antigenos (19).

La interaccion de PD-1 con PD-L1 o PD-L2 inhibe la respuesta proliferativa y
produccion de citocinas por los linfocitos T previamente activados, atin en presencia de
sefiales coestimuladoras por CD80 o CD86. Los efectos de la interaccion de PD-1 con sus
ligandos dependen de la concentracion del antigeno, en concentraciones de antigenos bajas,
los efectos son mas marcados, mientras que en concentraciones de antigeno elevadas PD-1
inhibe la produccién de citocinas, pero no proliferacion de los linfocitos (16).

In vitro, la proliferacion inhibida por la ruta de sefializacion PD-1/PD-Ls se puede
recuperar afiadiendo IL-2 a los cultivos de linfocitos citotoxicos, pero no mediante la
estimulacion de CD28. En contraste, los linfocitos T colaboradores pueden proliferar a

pesar de la sefializacion a través de PD-1 si CD28 es fuertemente estimulado (16).
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i.vil. La cisticercosis murina por Taenia crassiceps

T. crassiceps es un parasito perteneciente a la clase Cestoidea del Phylum
Platihelmintos. El ciclo de vida de este parasito transcurre en dos hospederos, el primero es
un roedor, en el que se desarrolla la fase larvaria del parasito, llamada cisticerco. El
segundo hospedero es un canino, que adquiere al parasito por consumir a un roedor
infectado. La fase adulta del parasito, llamada tenia se desarrolla en el intestino del canino.
La tenia es hermafrodita y se autofecunda, produciendo huevos que son liberados con las
heces. Cuando los roedores ingieren los huevos de 7. crassiceps, estos liberan una
oncosfera, que atraviesa el intestino y a través de la circulacion se aloja en los tejidos del
roedor dando lugar a un cisticerco, de esta manera se completa el ciclo de vida del parasito
(22).

Los cisticercos de 7. crassiceps, particularmente de la cepa mutada ORF, pueden
reproducirse por gemacion en el hospedero intermediario. Esta caracteristica tiene varias
ventajas, por un lado, permite realizar la infeccion experimental, inyectando cisticercos en
el peritoneo del hospedero, sin necesidad del desarrollo de la tenia en el hospedero
definitivo. Por otro lado, el numero de los parasitos que se desarrollan en el peritoneo
(carga parasitaria), permite evaluar los factores de la resistencia del hospedero (23 y 22). La
infeccion experimental por 7. crassiceps ha sido 1til en el estudio de la biologia de los
Taeniidos (22). T. crassiceps posee semejanzas con otros cestodos de interés clinico y
veterinario como Taenia solium, causante de la cisticercosis porcina y de la
neurocisticercosis humana, un problema de salud que persiste en México (24 a 30). Ambos
parasitos comparten antigenos, que han sido empleados en el desarrollo de vacunas contra
la cisticercosis porcina y de métodos de diagnostico para la neurocisticercosis (31 a 39).
Ademas de la similitud antigénica, entre 7. crassiceps y T. solium, hay semejanza en los

mecanismos de resistencia de sus respectivos hospederos (26, 40 y 41).

i.viii. La respuesta inmune en la cisticercosis
Tuly T2 en la cisticercosis

La defensa del hospedero requiere mecanismos dependientes del timo, es decir,
linfocitos T para ser eficiente en el control de la cisticercosis causada por 7. crassiceps (42

y 43). Aunque la inmunidad humoral podria participar en la defensa del hospedero
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bloqueando funciones bioldgicas del parasito (44), la inmunidad celular tiene un papel
central en la resistencia contra la cisticercosis (42). En linea con lo anterior, la resistencia
del hospedero depende de una respuesta inmune tipo Tyl (41 y 45). El desarrollo de la
respuesta inmune Tyl contra el cisticerco depende de la produccion de IL-12 y el factor de
transcripcion STAT4, que transduce las sefiales de IL-12 al nucleo de los linfocitos T
activando su diferenciacion hacia el perfil Tyl (45 a 48). Los linfocitos Tyl se caracterizan
por secretar IL-2 que es un factor de crecimiento necesario para su proliferacion, y por
secretar IFN-y, una citocina que causa la activacion clasica de los macrofagos, promueve la
produccion de NO y la expresion de moléculas del MHC. La produccion de IL-2 e IFN-y
por las células del bazo estan relacionadas al control de la cisticercosis (45 y 46). De hecho,
la proteccion conferida por las vacunas se asocia al desarrollo de una respuesta Tyl en el
raton (40) y en el cerdo (41).

A diferencia de otras infecciones por helmintos, en la cisticercosis la respuesta
inmune Ty2 aumenta la susceptibilidad del hospedero (49), pues bloquea la respuesta
inmune Tyl (50). Los linfocitos Ty2 se caracterizan por producir IL-4 e IL-13. En el ratén,
estas citocinas inducen el cambio de isotipo a IgG1 e IgE, y participan en la activacion
alternativa de los macréfagos (10). STAT6 es un factor de transcripcion necesario para la
transduccion de las sefiales de IL-4 al nucleo de las células y para la diferenciacion de
linfocitos T2 (51). Los ratones deficientes de este factor de trascripcion (STAT6'/ ) son
sumamente resistentes a la cisticercosis (48 y 50). El aumento de la secrecion de citocinas

TH2 (IL-4 e IL-13) se asocia al aumento de la carga parasitaria (52).

Supresion de la respuesta proliferativa de linfocitos T

La cisticercosis por 7. crassiceps causa anergia en los linfocitos T (53 y 54). Las
células del bazo de los animales infectados pierden la respuesta proliferativa ante estimulos
policlonales, como la concanavaliana A y el entrecruzamiento del TCR por anticuerpos -
CD3 (53). La supresion de las células del bazo, se puede observar desde la primera semana
de infeccion (54) y difiere entre las cepas susceptibles y resistentes. Las cepas resistentes
recuperan la respuesta proliferativa durante la segunda semana de infeccion, mientras que
en la cepa susceptible, la supresion se acentua (54). Se ha propuesto que en la cisticercosis,

la supresion de los linfocitos Tyl promueve la polarizacion de la respuesta inmune hacia el
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perfil Ty2 (53). De hecho, en distintos contextos se puede observar que durante el
transcurso de la infeccion, el patrén de produccion de IL-4 por las células del bazo

corresponde al patréon de pérdida de la respuesta proliferativa de estas células (45, 50 y 52).

Cambio de Tyl a Ty2

La respuesta inmune inicial contra el cisticerco de 7. crassiceps es Tyl (49), o una
mezcla de Tyl y Ty2 (55), durante la infeccion cronica los niveles de IL-4 producidos por
las células del bazo aumentan y los de IFN-y disminuyen (49 y 55). Vale la pena mencionar
que el perfil de citocinas que se define durante la cisticercosis cronica (entre la cuarta y
octava semana de infeccion), varia entre las cepas resistentes y las susceptibles. Las cepas
resistentes, como la BALB/cJ y C57BL/6, mantienen la produccion de IFN-y por las células
del bazo a pesar de que los niveles de IL-4 aumentan (56 y 57), mientras que las células del
bazo de los ratones BALB/cAnN producen mas IL-4 e IL-13 y menos IFN-y en
comparacion a las cepas resistentes (58). El cambio del perfil de la respuesta inmune
observado en el bazo se relaciona a cambios en el reclutamiento de células al sitio de
infeccion. El incremento de las citocinas Ty2 estd acompafiado por un aumento en el

porcentaje de macrofagos alternativamente activados y eosinofilos en el peritoneo (Figura

1) (45).

27



Factores que promueven el cambio de Tyl a T2

A pesar de que aun no se definen los mecanismos que causan el cambio del perfil de
Tyl a Ty2 durante la cisticercosis murina, se han identificado varios factores que afectan
este balance. Por ejemplo, el tamafio de las cargas parasitarias se relaciona a la produccion
de IL-4 e IFN-y por los linfocitos T (59). Por otra parte, algunos oligosacaridos presentes en
los helmintos tienen la facultad de polarizar las respuestas inmunes hacia Ty2, como es el
caso de la Lacto-N-neotetraosa producida por Schistosoma. Este oligosacarido recluta una
poblacion de células supresoras derivadas de células mieloides (CD11b'/F4/80"/Gr-1%) con
actividad supresora e inductores de la produccion de IL-13 por los linfocitos T (9). T.
crassiceps también posee carbohidratos con la capacidad de promover la produccion de IL-

4 e IgE (60).

Mecanismos efectores relacionados a la eliminacion del parasito

Muchos de los mecanismos de resistencia mediados por la inmunidad adaptativa
dependen de la inmunidad innata para ejercer su efecto sobre el parasito. Por ejemplo, la
secrecion de IFN-y por los linfocitos Tyl estimula la activacion clasica de los macrofagos y
la expresion de la enzima iNOS. iNOS produce NO empleando L-arginina como sustrato.
La produccion de NO es el mecanismo efector de resistencia mejor descrito en la
cisticercosis (47). La inhibicion de la enzima iNOS empleando éster metilico de NG-nitro-
L-arginina (L-NAME), resulta en un notorio aumento de las cargas parasitarias en los
ratones BALB/cAnN vy causa la pérdida de la resistencia en los ratones STAT6” (58). De
manera interesante, la inhibicion de la sintesis de NO anula completamente la proteccion
asociada a la produccion de IFN-y por las células del bazo (58).

Ademas del NO, se ha demostrado que los péptidos antimicrobianos pueden dafar
al cisticerco, aunque no se sabe si estos participan en la respuesta inmune montada por el
raton contra 7. crassiceps (61). También, se ha propuesto que la encapsulacion del

cisticerco por células del hospedero participa la eliminacion del parasito (62).
La activacion del TLR2 participa en la resistencia contra la cisticercosis murina

La activacion de los TLR promueve la resistencia contra la cisticercosis (63 y 64),

en particular, el TLR2 participa en la respuesta inmune del hospedero contra el cisticerco
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de T. crassiceps (64). Los ratones C57BL/6 a los que se les suprime la expresion de este
receptor (TLR27”) pierden la resistencia a la infeccién, mientras que sus contrapartes
silvestres eliminan la infeccion al cabo de unas semanas (64).

La pérdida de la resistencia en los ratones TLR2” se relaciona a el desarrollo de una
respuesta inmune T2, en donde se observa un incremento de los niveles IL-4 en el suero,
también en la produccion de esta citocina por las células del bazo estimuladas con
antigenos del parasito (64). Asi mismo, la deficiencia del TLR2 acentta la supresion de la
respuesta proliferativa, y disminuye la produccién de IL-12, una citocina que promueve la
activacion de los linfocitos Tyl mediante STAT4 (64). De manera semejante, el tratamiento
con oligodeoxinucle6tidos CpG no metilados (que emulan el DNA de bacterias y activa al
TLR9), aumenta la resistencia del hospedero a la cisticercosis. De manera interesante, el
tratamiento con CpG le confiere mas resistencia a los machos que a las hembras. En los
machos aumenta el reclutamiento de macrofagos al peritoneo y de la expresion de iNOS,

mientras que en las hembras, se reclutan mas neutréfilos (63).

Células supresoras reclutadas por el cisticerco

Los helmintos pueden reclutar distintas poblaciones de células supresoras, como las
células supresoras derivadas de mieloides y los macréfagos alternativamente activados (9).
T. crassiceps posee moléculas inmuno-moduladoras que reclutan una poblacion de células
supresoras Grl'/F4/80", esta poblacion llega a su pico 24 horas después de la inyeccion de
los extractos del cisticerco al peritoneo (65). Las células Gr1/F4/80" suprimen la respuesta
proliferativa de las células del bazo y se ha propuesto que participan en el establecimiento
del parasito (65). Otros estudios presentan una relacion entre la resistencia a la infeccion y
la disminucion del reclutamiento de células Grl™ (Ly6c) (63). Ademas de las células
supresoras Grl'/F4/80", en periodos mas avanzados de la infeccion se reclutan macrofagos
activados alternativamente que también son supresores y promueven el establecimiento del
perfil Ty2 (56).

Las células supresoras Grl/F4/80" se pueden distinguir de los macréfagos por que
los macréfagos peritoneales presentan una expresion baja o nula de Grl, y una expresion

claramente mayor de F4/80 en comparacion a cualquier otra poblacion (66). A diferencia
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de los macréfagos alternativamente activados, el reclutamiento de las células Grl'/F4/80" y

su actividad supresora son independientes del la sefializacion por STAT6 (65).

Infeccion aguda

En el desarrollo de la cisticercosis murina, se observa una sucesion de poblaciones
celulares que se asocian a cambios en los perfiles Tyl y T2 y a cambios en el desarrollo de
las cargas parasitarias (9, 10 y 63). Durante las primeras horas de infeccion, hay un

0" en el peritoneo, estas

aumento en el numero de eosindfilos y de células Grl'/F4/8
células son gradualmente sustituidas por macrofagos (F4/80°*™¢/Gr1"™) entre el tercer y
séptimo dia de infeccion (65 y 67). Los macrdéfagos reclutados durante la primera semana
de infeccion son activados clasicamente y secretan NO e IL-12 (10). Los macréfagos
activados clasicamente promueven proliferacion de linfocitos y la diferenciacion del perfil
Tyl (10). En linea con lo anterior, durante las primeras 2 semanas de infeccion, las células
del bazo presentan un perfil Tyl o una combinacion Tyl/Ty2 (quizds un perfil TyO,
caracterizados por producir una combinacion de citocinas de distintos perfiles) y proliferan
en respuesta a los antigenos de 7. crassiceps. En este periodo la carga parasitaria tiene un
crecimiento lento (49, 55 y 67). De manera interesante, durante la infeccion aguda el
porcentaje de macrofagos que expresan las moléculas PD-L1 y PD-L2, dos moléculas que

estan involucradas en la actividad supresora de los macrofagos, alcanza sus valores

maximos (67).

Infeccion cronica

Durante la cuarta semana de infeccion, el patron de respuesta cambia de Tyl a Ty2,
caracterizado por una marcada disminucion de la secrecion de IFN-y y un aumento de la
produccion de IL-4 por las células del bazo, que también dejan de proliferar en respuesta a
antigenos del parasito o estimulos policlonales (49 y 68). Hay muchos ejemplos en la
literatura en los que se muestra que si la infeccion no fue controlada antes de este periodo,
el crecimiento de la carga parasitaria se dispara, llegando a ser el equivalente a la masa
corporal del hospedero (10, 23, 49 y 64).

En el peritoneo se observan cambios en las funciones de los macréfagos. Dejan de

secretar IL-12 y de producir NO, pero aumentan la secrecion de IL-6 y de prostaglandinas
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(10). A partir de este periodo, en los macréfagos aumenta la expresion de los marcadores de
activacion alternativa Argl, Yml, TREM2 y RELMa, ademas de la expresion de las
moléculas supresoras PD-L1 y PD-L2 (10, 50, 59 y 67). Durante la infecciéon cronica, los
macrofagos peritoneales son inductores del perfil Ty2 y supresores de la respuesta

proliferativa de los linfocitos T (10).

i.ix. Los macrofagos en la cisticercosis por Taenia crassiceps.

Los macréfagos afectan de manera relevante la resistencia del hospedero a la
cisticercosis, dependiendo de su estado de activacion promueven o limitan el crecimiento
de la carga parasitaria. Por un lado, los macréfagos activados clésicamente limitan el
desarrollo del parasito mediante la produccion de NO y la secrecion de IL-12. En contraste,
los macréfagos activados alternativamente se relacionan al cambio del perfil Tyl a Ty2 y al

establecimiento del parasito (10, 58 y 67).

Macrofagos activados clasicamente

De manera interesante, los ratones cuyos linfocitos producen IFN-y, pero sus células
peritoneales no producen NO son susceptibles a la cisticercosis, mientras que los ratones
cuyos linfocitos no parecen producir IFN-y, pero cuyas células peritoneales producen NO
son resistentes a la infeccion (47), esto sugiere que los mecanismos de resistencia
estimulados por el IFN-y dependen, o al menos involucran, la produccion de NO (58).

Las células del bazo de los ratones STAT6” no pierden la respuesta proliferativa y
mantienen un perfil Tyl, es decir, proliferan en respuesta a los antigenos del parasito y
secretan IFN-y, a diferencia de sus contrapartes silvestres, cuyas células del bazo no
proliferan, pero secretan IL-4 ¢ IL-13. Los macréfagos de los ratones STAT6” producen
mas NO e IL-12, y menos IL-6 (50). Los macrofagos peritoneales de los ratones STAT4™"
infectados producen menos IL-1B, IL-12, TNF-a y NO en comparacién a los ratones
silvestres (45). En comparacion, los macréfagos de los ratones STAT6™ recuperados del
peritoneo de ratones con 8 semanas de infeccion, producen NO y secretan IL-12, mientras
que en los macrofagos de ratones silvestres se observa una marcada disminucion de la
secrecion de IL-12 y NO y mayor secrecion de IL-6 (50). Los macrofagos de los ratones a

los que se les suprimi6 la expresion del factor inhibidor de la migracion de macrofagos
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(MIF") infectados presentan un patron de respuesta distinto al de los ratones silvestres al
ser estimulados con IFN-y y LPS, los macréfagos MIF™" secretan menos IL-12, NO y TNF-
a, pero producen mas IL-6 en comparacién a los macrofagos de animales silvestres
infectados (69). Durante la infeccion, la secrecion de IL-12 y produccion de NO es mayor
en los macrofagos de los ratones C57BL/6 en comparacion al los BALB/cAnN (56). En
linea con lo anterior, tras 8 semanas de infeccidon, los macréfagos de los ratones
BALB/cAnN son mas supresores de la respuesta proliferativa de linfocitos T en

comparacion a los macréfagos de los ratones C57BL/6 (56).

Macrofagos alternativamente activados

Los carbohidratos de 7. crassiceps podrian estar involucrados en la activacion
alternativa de los macrofagos y el cambio de Tyl a T2 (60). Sin embargo, la activacion
alternativa de los macrofagos en la cisticercosis murina requiere la sefalizacion a través de
STAT6, lo que sugiere que en la cisticercosis, los macrofagos son activados
alternativamente por IL-4 (10). La eliminacion de los macréfagos peritoneales antes de la
tercera semana de infeccion previene el cambio de Tyl a Ty2 y reduce notablemente las
cargas parasitarias (67). La cisticercosis murina causa la activacion alternativa de los
macrofagos peritoneales, caracterizada por un aumento de la transcripcion de los genes
mencionados previamente y del receptor de manosa, asi como de la disminucion de la
sintesis de IL-12 e IL-23 (P40, P35 y P19) en respuesta al estimulo con LPS (70). La
infeccion también aumenta la expresion de los marcadores de activacion alternativa en las
células de Kupffer de los ratones infectados y luego tratados con tetracloruro de carbono
(CCly) en comparacion a los ratones no infectados y tratados con CCly, en este caso la
activacion alternativa de las células de Kupffer se asocia al agravamiento de la fibrosis
hepatica (71).

A partir de la segunda semana de infeccion, se observa una mayor transcripcion de
marcadores de activacion alternativa (Arg-1, Ym-1, TREM-2 y RELMa) en los macréfagos

de la cepa BALB/cAnN en comparacion a los macréfagos de la cepa C57BL/6 (56).

32



Actividad supresora de los macrofagos

Los macréfagos cuentan con un amplio repertorio de mecanismos que inhiben o
suprimen la respuesta inmune, como las prostaglandinas, la produccion de NO y la
secrecion de citocinas reguladoras. En la cisticercosis murina, la eliminacién de los
macrofagos en la infeccion temprana al igual que en la tardia previene la perdida de
respuesta proliferativa de los linfocitos T (67).

Entre la cepa susceptible BALB/cAnN y la cepa resistente C57BL/6 hay varias
diferencias en la respuesta de los macrofagos a la infeccion, primero, la expresion de las
moléculas accesorias supresoras PD-L1 y PD-L2 es menor en los macrofagos de los ratones
resistentes (C57BL/6) durante todos los tiempos de la infeccion (56). Tras cuatro semanas
de infeccidn, los macrofagos (F4/80™1Me/Gr1"*™) presentes en el peritoneo de los ratones
susceptibles a la infeccion suprimen la respuesta proliferativa de los linfocitos T por un
mecanismo que requiere la interaccion de moléculas en la membrana celular de ambas
células (11). Este mecanismo involucra la expresion de PD-1 en los linfocitos T y la
expresion de sus ligandos PD-L1 y PD-L2 en los macréfagos (11). La supresion causada
por los macréfago a partir de la cuarta semana de cisticercosis es independiente de IL-10,
NO e IFN-y (11). La respuesta proliferativa de las células del bazo de los ratones infectados
con T. crassiceps se recupera al bloquear PD-1 o sus ligandos (11).

La produccion de IL-10 por los macroéfagos durante las primeras cuatro semanas de
infeccion es baja, pero es notoria en la octava semana de infeccion (11). A partir de la
sexta semana de infeccion, se observa un incremento de macrofagos que expresan MR, PD-
L1, PD-L2 y OX40L en los animales TLR2”, el incremento de esta poblacién no se
presenta en los ratones silvestres C57BL/6 (64).

Activacion de linfocitos

Los macréfagos al igual que las células dendriticas tienen la capacidad para migrar a
los nddulos linfaticos y activar linfocitos T virgenes (12). Se sabe que los macréfagos
peritoneales obtenidos al inicio de la infeccién poseen la capacidad para activar linfocitos

Tyl, pero al avanzar la infeccion se vuelven supresores e inducen el perfil T2 (10).
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Expresion de moléculas coestimuladoras en la cisticercosis

Los productos de excrecion/secrecion de 7. crassiceps (TcES) poseen actividad
inmuno-reguladoras, la exposicion de células dendriticas a TcES disminuye la capacidad de
las células para activar linfocitos T y aumenta la produccion de citocinas Ty2 (72). Se ha
propuesto que al menos parte de la inmuno-modulaciéon causada por las moléculas de T.
crassiceps consiste en la disminucion de la expresion de CD80 y CD86, al menos en las
células dendriticas (56 y 73). Los TcES pueden disminuir la expresion de las moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86 en células dendriticas derivadas de medula 6sea de ratones
BALB/cAnN, que a su vez se vuelven menos eficientes en la activacion de linfocitos T
(56). De forma interesante, esto no ocurre con las células de ratones C57BL/6 que
mantienen los mismos niveles de expresion de las moléculas coestimuladoras y la misma
habilidad para inducir la activacion de linfocitos T (56). Los TcES estimulan la expresion
de las moléculas del MHC-II, pero no inducen la expresion de las moléculas PD-L1 o PD-
L2 en las células dendriticas in vitro (73).

Los TcES no inducen la expresion de los marcadores de maduracion CD80, CD83,
CD86 o de moléculas del MHC-II en DC derivadas de monocitos de sangre periférica (72),
ni estimula la secrecion de citocinas pro-inflamatorias. En estas células, los TcES estimulan
modestamente la secrecion de IL-10. Sin embargo, los TcES también disminuyen la
expresion de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en las células dendriticas

derivadas de sangre periférica humana estimuladas con LPS (72).
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i.x. Factores biologicos del hospedero que afectan la resistencia a la

cisticercosis.

Se han descrito varias clases de factores bioldgicos que determinan la resistencia del
hospedero en la cisticercosis murina, entre estos factores se encuentran los factores
inmunes, algunos de los cuales ya hemos mencionado, factores genéticos y factores
sexuales que son determinados por el sistema endocrino del hospedero. Los factores
genéticos se pueden observan como diferencias en el desarrollo de las cargas parasitarias
entre distintas cepas de raton, siendo la cepa BALB/cAnN sumamente susceptible,
BALB/c] relativamente resistente y C57BL/6 sumamente resistente en comparacion a
BALB/c estas diferencias se han asociado al hapltotipo del raton (74).

El sexo del hospedero es un factor determinante en la resistencia del raton durante la
cisticercosis experimental murina. A pesar de que la forma de inoculaciéon es igual en
ambos sexos y que el pardsito se reproduce en la cavidad peritoneal de machos y hembras,

las hembras desarrollan cargas parasitarias mayores en comparacion a los machos (74).

Dimorfismo sexual en la cisticercosis

El dimorfismo sexual en la resistencia del hospedero a la cisticercosis por T.
crassiceps es un fendémeno constante, se ha descrito en al menos 16 de 17 cepas de ratoén en
las que se ha estudiado la cisticercosis (75), y entre distintas cepas de 7. crassiceps (76), en
todos los casos los machos desarrollan cargas parasitarias menores que las hembras. Estas
diferencias también se han observado en ratones infectados de forma natural en el campo.
La susceptibilidad de la hembra a desarrollar cargas parasitarias mayores que los machos,
las ha convertido en el hospedero de preferencia para la reproduccion del cisticerco de 7.
crassiceps (77). En los primeros dias de infeccion es dificil encontrar diferencias
significativas en las cargas parasitarias entre los sexos, ya que los cisticercos se disgregan
al ser inyectados en el peritoneo y no se observan cisticercos completos. Sin embargo,
durante la primera semana se observan cisticercos completos, pero el nimero no varia entre
los sexos. Dependiendo la cepa de ratébn y del estudio, las diferencias en las cargas
parasitarias entre los sexos alcanzan significancia entre la segunda y la cuarta semana de

infeccion (49, 74, 78 y 79). De manera interesante, el dimorfismo sexual en la resistencia
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de los ratones prevalece en los ratones inmunizados (33) y en los animales tratados con
progesterona, en los que hay disminucion de la resistencia (80).

Ademas del dimorfismo sexual en la resistencia del hospedero durante la
cisticercosis murina por 7. crassiceps, hay evidencia que sugiere que la cisticercosis por 7.
solium también es sexualmente dimorfica en el humano y en el cerdo (77). La frecuencia de
la cisticercosis porcina aumenta en las hembras prefiadas, y es mayor en los machos
castrados en comparacion a los machos intactos (25, 52 y 77). En el humano, a pesar de que
no es claro si la neurocisticercosis es mas frecuente en las mujeres que en los hombres (81),

se han descrito diferencias en la respuesta inflamatoria entre mujeres y hombres (77, 82 y

83).

i.xi. Dimorfismo sexual inmune

La cisticercosis no es un caso aislado de dimorfismo sexual en Ila
resistencia/susceptibilidad a las enfermedades. De hecho, en la literatura se pueden
encontrar varios ejemplos de dimorfismo sexual inmune. De manera general, en la etapa
reproductiva las hembras son mas resistentes que los machos a las infecciones por
bacterias, presentan mayor sobrevivencia al choque anafilactico y al choque hemorrégico, y
tras estos traumas, el funcionamiento del sistema inmune es mejor en las hembras que en
los machos (84 a 86). Sin embargo, la frecuencia de la mayoria de las enfermedades
autoinmunes es mayor en las mujeres en comparacion a los hombres (87). Considerando a
las enfermedades autoinmunes en conjunto, aproximadamente el 80% de las personas
afectadas son mujeres. En algunos casos, las diferencias llegan a ser tan contrastantes como
en el lupus eritematoso sistémico, en donde el 90% de los casos ocurren en mujeres (87).
Otros ejemplos son la esclerosis multiple y la artritis reumatoide entre otras varias (78, 88 a
92). Las diferencias asociadas al sexo en las enfermedades autoinmunes se pueden observar
en los modelos animales en condiciones de laboratorio, como en la encefalitis experimental
autoinmune, un modelo de esclerosis multiple, en donde la enfermedad no solo se presenta
con mayor frecuencia en las hembras, también se desarrolla con mayor severidad (93 y 94).

Respecto a las infecciones por parasitos, ademds de la cisticercosis, hay otros
ejemplos en los que uno de los sexos es notoriamente mas resistente a la infeccion. Dos

ejemplos de infecciones por protistas son la toxoplasmosis, en donde los machos son mas
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resistentes que las hembras (95), y las leishmaniasis que presentan manifestaciones mas
severas en los machos (96). En las esquistosomiasis causadas por los trematodos del género
Schistosoma, también se observan diferencias entre los sexos en la resistencia a la infeccion
(97). En todos estos ejemplos, las diferencias de susceptibilidad entre los sexos se asocian
a diferencias en la respuesta inmune entre machos y hembras (86, 95 a 100).

Hay diferencias en el sistema inmune inherentes al sexo que se presentan durante la
pubertad (101). Estas diferencias pueden ser observadas incluso en ausencia de infeccion.
Por ejemplo, en los ratones BALB/cAnN se puede observar un mayor porcentaje de
macrofagos en el bazo de los machos en comparacion a las hembras, mientras que la
produccion basal de IFN-y es mayor en las hembras en comparacion a los machos (102 y
103).

El dimorfismo sexual en la resistencia a la cisticercosis murina depende del sistema
inmune (98), la eliminacion quirargica del timo (timectomia) neonatal tiende a igualar las
cargas parasitarias entre machos y hembras, sugiriendo que las diferencias en resistencia
dependen de los linfocitos T (42). De manera semejante, las diferencias en susceptibilidad
entre los sexos desaparecen en los animales cuyo sistema inmune ha sido comprometido

por la irradiacion de los ratones (43).

i.xii. Interacciones inmuno-endocrinas en la cisticercosis

El dimorfismo sexual en la resistencia se debe a las interacciones entre el sistema
inmune y el sistema endocrino del hospedero (104 a 110). Al igual que la timectomia y la
irradiacion, la eliminacion quirurgica de las gonadas (gonadectomia) iguala las cargas
parasitarias entre machos y hembras. De manera interesante, la gonadectomia disminuye las
cargas parasitarias en las hembras y las aumenta en los machos (79 y 98). Los esteroides
sexuales tienen un profundo efecto sobre el sistema inmune (103). El 17B-estradiol (E2)
producido en los ovarios favorecen el establecimiento del pardsito, los androgenos
testosterona (T4) y dihidrotestosterona (DHT) producidos en los testiculos limitan el
crecimiento de las cargas parasitarias (79 y 104). En linea con lo anterior, la inhibicion
farmacologica de la sintesis o sefialamiento del E2 aumenta la resistencia del hospedero a la
infeccion (76 y 111). La inhibicién de la sintesis de E2 causa un notable aumento de la

respuesta proliferativa de los linfocitos T contra los antigenos de 7. crassiceps (111) al
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igual que la gonadectomia y el tratamiento con los androgenos T4 o DHT, en ambos casos
la resistencia del hospedero aumenta (79). El tratamiento con E2 en los animales
gonadectomizados causa los efectos contrarios: acentia la pérdida de la respuesta
proliferativa y aumenta considerablemente las cargas parasitarias (79).

Los cambios en la resistencia causados por los tratamientos con E2 o los androgenos
T4 y DHT se relacionan a cambios en el perfil de citocinas producidos en el bazo en
respuesta a los antigenos de 7. crassiceps, el tratamiento con andrégenos promueve la
produccion de las citocinas Tyl IL-2 e IFN-y, mientras que el tratamiento con E2
disminuye la produccioén de ambas citocinas (79).

Las interacciones inmuno-endocrinas en la cisticercosis son bidireccionales (97), asi
como el sistema endocrino regula a la respuesta inmune, la infeccion causa la feminizacion
del macho, en el que los niveles en suero de T4 y DHT se reducen notoriamente y los de E2
aumentan, pues la T4 es metabolizada a E2, generando un ambiente hormonal en el macho
equiparable al de la hembra. La feminizacion del macho requiere del sistema inmune y la
produccion de la citocinas IL-6 y MIF (43, 111 a 113). Se ha propuesto que este proceso es
una adaptacion del parasito que le facilita establecerse en un hospedero que de otra manera
es hostil (79, 108 y 114). El proceso de feminizacion del macho coincide con la aceleracion
en el crecimiento de la carga parasitaria y el cambio de respuesta de Tyl a T2 en el macho
(Figura 1) (108).

El ambienten endocrino del hospedero puede afectar la carga parasitaria, sin
presentar necesariamente una relacion con la respuesta Ty 1. Por ejemplo, el tratamiento con
progesterona aumenta las cargas parasitarias en los animales intactos de ambos sexos, a
pesar de promover un perfil tipo Tyl en las células del bazo, caracterizado por el
incremento de la expresion del gene de IFN-y y disminucién de la transcripcion de los
genes de IL-4, IL-6 e IL-10 (80). En contraste, el tratamiento con progesterona en los
animales goadectomizados causa resistencia contra la cisticercosis generando también una
respuesta Tyl y el metabolismo de la progesterona a dehidroepiandrosterona (DHEA)
(115). Por otro lado, el tratamiento neonatal con E2, que resulta en la alteracion del sistema
endocrino del raton, causa una fuerte resistencia a la infecciébn a pesar de aumentar la

produccion de IL-4 por las células del bazo en respuesta a los antigenos del parasito (116).
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Figura 1. Las primeras 8 semanas de la cisticercosis murina por 7. crassiceps. En la figura se resumen los eventos mas relevantes durante la
cisticercosis por 7. crassiceps descritos en el bazo, los macréfagos peritoneales y los cambios hormonales en la circulacion, sobrepuestos al
crecimiento de las cargas parasitarias en hembras (linea punteada) y machos (linea solida). Las diferencias en las cargas parasitarias entre los sexos
son significativas a partir de la segunda semana. 1, Aumenta; |, disminuye; 9, en las hembras; J, en los machos; Mdac, macrofago activado
clasicamente; M¢aa, macrofago activado alternativamente. Los cuadros grises representan el periodo agudo de la infeccion. Durante la cuarta
semana de infeccion ocurre la feminizacion del macho, el cambio de TH1 a TH2 y la activacion alternativa de los macrofagos, a partir de este

punto el crecimiento de las cargas parasitarias se acelera en ambos sexos.
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I1. Justificacion
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Los esteroides sexuales pueden afectar directamente al cisticerco, el E2 promueve la
reproduccion e infectividad del parasito, mientras que los androgenos T4 y DHT, asi como
la DHEA limitan su gemacion in vitro (117 a 119). No se ha podido establecer la diferencia
inmunolégica asociada al sexo que determina las diferencias en la carga parasitaria (77).

A pesar de la extensa investigacion realizada en la cisticercosis experimental murina
sobre el dimorfismo sexual, el efecto de los esteroides sexuales y la respuesta inmune, atin
no se conocen los mecanismos que causan las diferencias entre los sexos en la respuesta
inmune adaptativa contra el parasito. El papel de la presentacion antigénica en las
diferencias observadas entre los sexos en la susceptibilidad a la infeccion no ha sido
estudiado. Tampoco hay informacion en la literatura en la se compare la expresion de las

moléculas accesorias supresoras PD-L1 y PD-L2 entre los sexos.
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II1. Hipotesis



Durante la primera semana de la cisticercosis experimental murina por T.
crassiceps, la expresion de moléculas del MHC-II, moléculas coestimuladoras y accesorias
supresoras en los macrofagos es diferencial entre los sexos y es regulada por los esteroides

sexuales estradiol y dihidrotestosterona.
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I1V. Objetivos



Objetivo general

Determinar la expresion de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, de las

moléculas accesorias supresoras PD-L1 y PD-L2, asi como de las moléculas del MHC-II en

los macrofagos de machos y hembras durante la cisticercosis murina por Taenia crassiceps.

Objetivos particulares

1l

iil.

1v.

Comparar la carga parasitaria entre machos y hembras durante la primera

semana de cisticercosis por 7. crassiceps.

Analizar mediante citometria de flujo diferencias entre los sexos, en la expresion
del MHC-II, CD80, CD86, PD-L1 y PD-L2 en macréfagos reclutados al

peritoneo durante la cisticercosis aguda por 7. crassiceps.

Determinar el papel del sexo sobre la expresion de las moléculas del MHC-II,
coestimuladoras y accesorias supresoras en los macrofagos de animales sanos,

cultivados con extracto total soluble de 7. crassiceps.

Evaluar el efecto in vitro de los esteroides sexuales estradiol y
dihidrotestosterona sobre la expresion de las moléculas del MHC-II, CDS80,
CD86, PD-L1 y PD-L2 en macrofagos de animales sanos, cultivados en

presencia del extracto total soluble de 7. crassiceps.
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V. Diseno
Experimental
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In vivo

Grupos experimentales

Inyeccion I.P. de Inyeccion I.P. de
Inyeccion I.P. de 400pg ExTc en 20 cisticercos en
300 pl solucién salina 300 pl de solucién salina 300 pl solucién salina
el
283
<c o
9% o
28
R~
85 E
SE &
© [ee]
I

ctg

6 dias después de la inyeccion I.P.
Obtencion de células de exudado peritoneal
mediante lavados con solucién salina

{

Conteo de CEP recuperadas por individuo

|

Marcaje con las combinaciones de anticuerpos:
a-F4/80, a-CD80 y a-PD-L1
a-F4/80, o-CD86 y a-IA/IE (MHC-II)
o-F4/80, a-Isotipo-PerCP y a-PD-L2
a-F4/80, o-Isotipo-PE

Captura de las muestras en citometro (FACScalibur, BD)

{

Andlisis de los datos de citometria
utilizando Flowjo (TreeStar)
Analisis estadistico
empleando Prism (GraphPad)

Figura 2. Disefio de los experimentos in vivo.

47



In vitro

Inyeccion I.P. 2 ml Captura de las muestras en citémetro
de tioglicolato 49 Andlisis de datos
9 % utilizando Flowjo (Tree Star)
Analisis estadistico
empleando Prism (GraphPad)

t

Marcaje con anticuerpos:
a-F4/80, a-CD80, a-CD86, o-PD-L1, a-PD-L2,
o-lIA/IE (MHC-II), a-lsotipo-PerCP y a-Isotipo-PE

Qak Qg% t
D o Obtencién de macréfagos
il

(despegado con EDTA)
A

Ratones BALB/cAnN
Hembras y machos
de 8 semanas de edad

Obtencion de CEP
5 dias después de
la inyeccién I.P.

Lavados

‘ (enriquecimiento de
macréfagos por adhesion)

Cultivo de CEP Cultivo en sDMEM con Tratamientos:
en DMEM sin SFB durante 24 h (Control, E2 o DHT) (PBS o ExTc)
(1x10® Macréfagos/poso) 7 dias (cambio de medio a las 76h)

Tratamientos in vitro

DMEM DMEM DMEM
convencional Estradiol [50nM] Dihidrotestosterona [35nM]
CONTROL

D)
PBS (20ul/ml) m ExTc (100ug/ml)

Figura 3. Disefio de los experimentos in vitro.
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V1. Materiales y
Metodos
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vi. i. Declaracion de principios éticos.

El comité de cuidado y uso animal del Instituto de Investigaciones Biomédicas
evalud el cuidado animal y las practicas experimentales conforme a las regulaciones de la
Norma Mexicana (NOM-062-Z00-1999) en estricto acuerdo con las recomendaciones en
la guia para el cuidado y empleo de animales de laboratorio del National Institutes of
Health (NIH and the Weatherall Report). El Comité de FEtica del Instituto de

Investigaciones Biomédicas aprobd este protocolo (Numero de permiso: 2009-13).

vi. ii. Animales.

En este estudio se emplearon ratones hembras y machos de la cepa BALB/cAnN
(H2-d) obtenidos de Harlam (Ciudad de M¢éxico). Los animales se mantuvieron en las
instalaciones del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, (UNAM), en
condiciones de temperatura controladas y ciclos de luz-obscuridad de 12 horas, con luz de
las 7:00 a las 19:00 horas. Los animales se alimentaron con Purina Diet 5015 (Purina, St.

Louis, MO) y agua esterilizada ad libitum.

vi. iii. Preparacion de antigenos de 7. crassiceps e infeccion experimental.

En condiciones asépticas, se extrajeron los cisticercos de la cepa ORF de T.
crassiceps de hembras con 4 meses de infeccion. Los cisticercos fueron lavados con
solucion salina estéril (Solucion CS, Laboratorios PISA S.A. de C.V. [NaCl 0.98]) fria. El
extracto soluble de 7. crassiceps (ExTc) se preparo en condiciones asépticas y en frio,
homogenizando cisticercos completos mediante 3 pulsos de 60 Hz con una duracion de 1
segundo, utilizando un homogenizador ultrasonico (Vibracell, SONICS & MATERIALS,
Newtown, USA). Los homogenizados fueron centrifugados a 200 g, 4°C durante 30
minutos, se colectaron los sobrenadantes con los antigenos solubles y se mantuvieron a -
20°C hasta ser empleados. La concentracion de proteinas en el ExTc se estimd por el
método de Bradford empleando un paquete comercial (BioRad). Se realizaron 3
tratamientos distintos en ratones de ambos sexos, un tratamiento consistio en la infeccion
con la cepa ORF de T. crassiceps que se realizd inyectando intraperitonealmente (i.p.) 20
cisticercos (de aproximadamente 2 mm de diametro y sin gemas) suspendidos en 300 pl de

solucion salina. Otros ratones recibieron una inyeccion intraperitoneal de 400 ug de ExTc
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en 300 pl de solucion salina, y los grupos controles recibieron 300 pl de solucidén salina.
Seis dias después de haber sido inyectados, los ratones se sacrificaron por una sobredosis
de Sevofluorano (Sevorane, Abbott) y las células peritoneales se colectaron para ser

analizadas.

vi. iv. Obtencion de células de exudado peritoneal (CEP).

Se obtuvieron las células de exudado peritoneal (CEP) de ratones hembras y machos
inyectados con solucién salina, ExTc o infectados. La obtencion de las CEP se realizo tras
haber sacrificado a los ratones por dosis letal de Sebofluorano (Seborane, Abbot) inhalado,
los ratones se sumergieron en etanol al 70%, en condiciones de asepsia, se retiro 1 cm? de
piel del abdomen, exponiendo la membrana peritoneal. Con cuidado de no causar
hemorragias o perforar los 6rganos, se inyectaron i.p. 7 ml de solucion salina estéril fria
utilizando una aguja 30G y se dio masaje al abdomen durante aproximadamente 30
segundos, posteriormente se recuperaron 6 ml de la solucion salina con las CEP del
peritoneo utilizando una jeringa con aguja 21G, las CEP fueron transferidas a tubos Falcon
de 15 estériles (BD Falcon™, EUA), el volumen se ajustd a 14ml con solucién salina
estéril fria y las células se mantuvieron en hielo hasta ser centrifugadas. Los tubos se
centrifugaron a 30 g durante 7 minutos a 4°C, la solucién salina se decanto y fue sustituida
por nueva solucion salina, ajustando nuevamente a 14 ml y se repitid el proceso de
centrifugado y decantado. En este punto, se evalu¢ la viabilidad de las células por exclusioén
de azul tripan (rutinariamente mayor al 95%) y se contaron las células viables utilizando un
hemocitémetro. Las células empleadas para analisis por citometria se ajustaron a 1x10°® CEP

por ml de solucidn salina estéril.

vi. v. Evaluacion de la carga parasitaria

Ratones hembras y machos fueron infectados con 20 cisticercos utilizando una
aguja G21. Después de haber recuperado las CEP de los ratones infectados, se realizo una
incisiéon en la membrana peritoneal. Cuidadosamente, los oOrganos contenidos en el
peritoneo fueron vertiendo en una caja de Petri y enjuagados con solucién salina, los

organos del raton y la cavidad peritoneal se examinaron en busqueda de cisticercos.

51



vi. vi. Obtencion y cultivo de macroéfagos

Para los andlisis in vitro se emplearon macrofagos peritoneales reclutados por
tioglicolato de Na, obtenidos de la siguiente manera: se inyectaron 2ml de tioglicolato de
Na al 3% estéril (Merck Millipore, México) i.p. utilizando una jeringa 30G a ratones
hembras y machos. 5 dias después de la inyeccion, los ratones fueron sacrificados por dosis
letal de Sebofluorano inhalado, se sumergieron en etanol al 70% y en condiciones asépticas
se obtuvieron las CEP como se describe en el punto anterior. El enriquecimiento de
macrofagos se realizd cultivando en cajas de cultivo con 6 pozos (Corning®, Sigma-
Aldrich, EUA), 2x10° CEP en 1.5 ml del medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, Sigmma Aldrich, EUA), suplementado con 20 mM HEPES, 2 mM L-glutamina,
0.1 mM aminodcidos no esenciales, 1% de penicilina/estreptomicina y 0.05 mM -
mercaptoetanol. Los cultivos se mantuvieron durante 3 a 4 horas en una atmdsfera himeda
CO; 5% a 36°C. Transcurrido este tiempo, se retiro el medio drenando a las células no
adherentes, se agregaron 1 ml de DMEM y 1 ml de solucion de fosfatos (PBS, estéril) con
0.05% EDTA, las células adheridas a la placa de cultivo se incubaron durante 5 minutos a
36°C, posteriormente, las células adherentes se rasparon utilizando un gendarme estéril.
Las células se transfirieron a un tubo Falcon de 15 ml y el volumen se ajusto a 14 ml de
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, inactivado y filtrado). Las
células se centrifugaron a 30 g durante 7 minutos a 4°C, el medio se decanto y se
resuspendieron en 1 ml de DMEM. En este punto se analiz6 la viabilidad de las células que
fue normalmente mayor al 90%, las células se ajustaron a 1x10° en 1 ml de DMEM
suplementado con 10% de SFB. Se sembraron 1.5x<10° células adherentes en 2 ml de

DMEM suplementado con 10% de SFB.

vi. vii. Tratamientos hormonales y con antigenos de 7. crassiceps in vitro.

Para analizar el efecto de los estrogenos y androgenos, asi como de los antigenos de
T. crassiceps sobre la expresion de las moléculas estudiadas, se cultivaron macrofagos
(células adherentes) en presencia de concentraciones fisioldgicas de 17fB-estradiol (E2) o
dihidrotestosterona (DHT) mas 100 ug de ExTc en 20 ul de solucion salina o solucion salina
como control. El tratamiento con E2 se realizo con DMEM suplementado con 50 nM 17f3-

estradiol encapsulado en ciclodextrina (Sigma-Aldrich, EUA) que es soluble en agua. Para
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el tratamiento con DHT se empleo DMEM suplementado con 35nM de DHT (Sigma-
Aldrich, EUA). La DHT se diluyo en etanol absoluto a una concentracion de 1 mM y
sucesivamente diluida en DMEM. Como control se empleo la diluciéon de etanol en
DMEM. Todas las preparaciones hormonales fueron filtradas por 0.22 ym. El medio de
cultivo se renovo cada tercer dia con sus respectivos tratamientos. El séptimo dia de
cultivo, se recupero el medio de cultivo y se conservo a -70°C. Las células se despegaron
de la caja de cultivo resuspendiendo en 1 ml de DMEM mas 1 ml de PBS EDTA al 0.05%
e incubando 5 a 7 minutos a 36°C y posteriormente, colocando las células en frio y
utilizando un gendarme. Las células se resuspendieron en solucion salina, se lavaron y se
analiz6 la viabilidad que en este punto fue normalmente mayor al 90%. Las células se
ajustaron a 1x10° células por ml y la expresién de los marcadores fue analizada por

citometria de flujo.

vi. viii. Analisis de la expresion de marcadores en la superficie de los macrofagos.

La expresion de moléculas en la membrana de las CEP se analizo mediante
citometria de flujo. Las CEP se suspendieron en solucion de fosfatos (PBS) con 2% de
suero fetal bovino y 0.02% NaNj;. Los receptores de fragmento constante de las
inmunoglobulinas (FcR) fueron bloqueados incubando las células durante 20 minutos a 4°C
con anticuerpos a-CD16/CD32 de ratoén. Posteriormente las células se marcaron con una
combinacion de tres anticuerpos, utilizando anticuerpos «o-F4/80 conjugados a
aloficocianina (APC), anticuerpos conjugados a ficoeritrina (PE) a-CD86 o a-PD-L2,
anticuerpos conjugados a PerCP a-IA/IE (moléculas de la clase ii del complejo principal de
histocompatibilidad), anticuerpos conjugados a PE-Cy5 a-CD80, anticuerpos conjugados a
biotina a-PD-L1 y estreptoabidina conjugada a PE-Cy5. Todos los anticuerpos fueron
adquiridos de BioLegend (BioLegend, San Diego, California, EUA). Tras haber sido
marcadas, las células se fijaron en PBS con 0.5% de formaldehido.

Las células marcadas se capturaron utilizando un citémetro de flujo FACScalibur
(Becton Dikinson) y los datos se analizaron empleando el software FlowJo (TreeStar). Los
numeros absolutos en los ensayos se calcularon conforme al nimero de CEP obtenidas de
cada individuo y el porcentaje de macrofagos que expresaron cada marcador. El porcentaje

de células positivas se calculo por el método de substraccion de Overton, comparando la
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poblacion de interés contra el control de isotipo correspondiente. La intensidad media
relativa (IMR) se calculo dividiendo la sefial media de fluorescencia de la poblacion de

interés sobre la media de fluorescencia del control de isotipo de la misma poblacion.

vi. ix. Analisis estadistico.

Los datos obtenidos de tres réplicas de cada experimento se combinaron y se
presentan la media y la desviacion estandar. Cuando las comparaciones se realizaron entre
dos grupos experimentales, los datos se analizaron por el método de t de Student, cuando
las comparaciones fueron de mas de tres grupos se empleo el andlisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de Tukey para identificar diferencias entre los grupos. Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando P < 0.05.
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Figura 4: Cargas parasitarias obtenidas de hembras y machos. Los datos muestran el nimero
de parasitos recuperados del peritoneo tras 6 dias de infeccion con 20 cisticercos. En este momento
de la infeccidn, no hay diferencias entre hembras y machos en las cargas parasitarias (P>0.05). El
dimorfismo sexual de las cargas parasitarias es observado en periodos posteriores. Cada punto

representa una carga parasitaria individual.

vii. i. Las cargas parasitarias no variaron entre los sexos durante la primera semana
de cisticercosis por 7. crassiceps.

Para determinar el papel del sexo en la resistencia del hospedero durante la
infeccion temprana, se infectaron ratones de ambos sexos y se sacrificaron 6 dias después.
Como se habia reportado previamente (117), en este tiempo de la infeccién, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las cargas parasitarias de
hembras y machos (Figura 4). Este resultado es consistente con la observacion de que el
dimorfismo sexual en la cepa BALB/cAnN comienza después de la primera semana de

infeccion por 7. crassiceps (118).
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Figura S: Cinética de las células de exudado peritoneal (CEP) recuperadas del peritoneo tras
6 dias de infeccion con 7. crassiceps. (A) Las células peritoneales se obtuvieron de ratones
BALB/cAnN hembras (circulos) y machos (tridngulos) tras 6 dias de haber sido inyectados
intraperitonealmente con solucion salina (Salina), 400 pg de extracto total soluble de 7. crassiceps
(ExTc) o infectados con 20 cisticercos de 7. crassiceps (Infectado). Sin ningin estimulo adicional,
las células fueron procesadas para citometria de flujo y analizadas. (B) El analisis de citometria de
flujo muestra que 6 dias después de la inyeccion intraperitoneal, no hubo diferencias en el

0"y reclutados al peritoneo. (C) Observamos un

porcentaje de macrofagos (células F4/8
incremento en el numero de macrofagos relacionado a la infeccion y al sexo, las hembras infectadas
presentaron mas macrofagos en comparacion a los machos. Las letras denotan diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (a=b, P<0.001).
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vii. ii. El reclutamiento de células al peritoneo durante la primera semana de la
cisticercosis por 7. crassiceps fue mayor en las hembras.

A los 6 dias de infeccion, hubo un aumento del nimero total de CEP en las hembras
en comparacion a las hembras tratadas con solucion salina (P<0.001), durante este tiempo
de la infeccion, el numero de CEP fue mayor en las hembras en comparacion a los machos
(P<0.001) (Figura 5A), mientras que el nimero de CEP de los machos infectados no difirio
en relacion a los machos tratados con salina (P>0.05). Curiosamente, el ExTc causo un
modesto incremento en el nimero de CEP en los machos en comparacion (P<0.05), pero

las diferencias no llegaron a ser significativas en las hembras (Figura 5A).

entre los sexos, pero el nimero total fue mayor en las hembras.

Ya que los macrofagos han sido involucrados en la susceptibilidad a la cisticercosis
murina por 7. crassiceps (67), decidimos analizar el porcentaje (Figura 5B) y el niimero
total de macrofagos reclutados al peritoneo (Figura 5C) identificandolos por su elevada
expresion de la molécula F4/80 (F4/80™"*™¢). No encontramos diferencias entre los sexos

en el porcentaje de células F4/80™""

(Figura 5B). Tampoco encontramos diferencias del
porcentaje de macréfagos relacionadas a la infeccion o a el ExTc (Figura 5B). Sin
embargo, al comparar el nimero total de macréfagos obtenidos del peritoneo, encontramos
que las hembras infectadas presentaron un niimero claramente mayor de macrofagos en
comparacion a las hembras tratadas con salina o con ExTc (P<0.001, en ambos casos). El
numero de total de macrofagos de las hembras infectadas también fue mayor que el de los

machos infectados (P<0.001), que en contraste con las hembras, no presentaron aumento

del nimero de macrofagos reclutados en este tiempo de la infeccion (Figura 5C).

Mediante citometria de flujo analizamos la expresion del MHC-II (Figura 6), las
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 (Figura 7), asi como de las moléculas accesorias
supresoras PD-L1 y PD-L2 (Figura 8) en los macrofagos de ratones con 6 dias de

infeccion, tratados con ExTc o con solucion salina como control.
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Figura 6: Caracterizacion de la expresion de moléculas del MHC-II en los macro6fagos
recuperados del peritoneo después de 6 dias de infeccion con 7. crassiceps. Se determino la
expresion de moléculas del MHC-II (Ia e Ie) en macrofagos (F4/80°"*") reclutados tras 6 dias de
infeccion con 20 cisticercos de 7. crassiceps. Se muestran, el porcentaje (A), nimero total (B) y la
expresion relativa de esta molécula por macréfago (intensidad media relativa de sefial, IMR) (C).

Las letras sobre los datos denotan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (a#b,

P<0.001).

vii. iv. El sexo no afecté la expresion del MHC-II en los macrofagos reclutados

durante la primera semana de cisticercosis por 7. crassiceps.

En la figura 6A se muestra el porcentaje de macrofagos (F4/80° e

) que
expresaron moléculas del MHC-II (MHC-II"). No encontramos efecto del ExTc, la

infeccion o el sexo sobre el porcentaje de macrofagos que expresaron MHC-II en este
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tiempo de la infeccion. De cualquier manera, como se mostré en el namero total de CEP, el
ntmero total de macréfagos MHC-II" fue mayor en las hembras infectadas en comparacion
a los machos, o a las hembras tratadas con salina o ExTc (P<0.001, en los tres casos)
(Figura 6B). Respecto a la intensidad media relativa (IMR) de la expresion del MHC-II
(una medida de la expresion del MHC-II por célula), no hubo diferencias entre los

animales, ni relacionadas al sexo o al tratamiento (Figura 6C).

vii. v. La infeccion por 7. crassiceps alter6 la expresion de las moléculas
coestimuladoras en los macrofagos, pero no hubo diferencias asociadas al sexo en la
expresion de CD80 o CD86.

En la figura 7 se muestra el analisis de la expresion de las moléculas
coestimuladoras. La infeccion causo el aumento del porcentaje de macrofagos que expresa
CD80 en ambos sexos (P<0.01, respecto al mismo sexo tratado con salina) (Figura 7A), sin
embargo, no detectamos diferencias entre los sexos en el porcentaje de macréfagos CDS0”,
tampoco observamos diferencias respecto a los animales tratados con ExTc (Figura 7A). El
ntiimero total de macréfagos CD80" fue notoriamente mayor en las hembras infectadas en
comparacion a los machos infectados (P<0.001) o a las hembras de los otros dos grupos
(P<0.001) (Figura 7B). La IMR de CD80 aument6 en los macrofagos de los machos
infectados en comparacion a los machos tratados con salina (P<0.05). Sin embargo, no
hubo diferencias en la IMR de CD80 entre las hembras y los machos (Figura 7C).

En contraste a la expresion de CD80, la infeccion disminuyo el porcentaje de
macréfagos CD86" en los machos (P<0.05), en las hembras se presento la misma tendencia,
pero no llego a ser significativa (P>0.05) (Figura /D). De hecho, el niimero total de
macréfagos CD86" fue mayor en las hembras en comparacion a los machos infectados o a
las hembras de los otros dos grupos (P<0.001) (Figura 7E). Respecto a intensidad media
relativa, la IMR de CD86 en los macrofagos de machos tendi6 a ser menor en los machos
tratados con ExTc e infectados en comparacion a los machos tratados con salina, pero estas
diferencias no llegaron a ser significativas (P>0.05), de igual manera, la IMR de los machos
tratados con ExTc e infectados tendid a ser menor en comparacion a las hembras, pero aqui

tampoco encontramos significancia (Figura 7F).
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Figura 7: Caracterizacion de CD80 y CD86 en macrofagos recuperados del peritoneo de
ratones infectados con 7. crassiceps. Se determiné la expresion de las moléculas coestimuladoras
CD80 y CD86 en macrofagos (F4/80™"") reclutados tras 6 dias de infeccion con 20 cisticercos de
T. crassiceps. Se muestran, el porcentaje (A) y (D), numero total de macréfagos CD80" (B) y
CD86" (E), y la IMR de CD80 (C) y CD86 (F) en los macréfagos. Las letras sobre los datos

denotan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (a#b, los valores de P se

describen en el texto).
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vii. vi. La infeccion por 7. crassiceps indujo la expresion de moléculas supresoras PD-
L1y PD-L2 en los macrofagos de ambos sexos.

Se ha descrito que la infeccion induce la expresion de PD-L1 y PD-L2,
notoriamente después de la primera semana (11 y 67). Encontramos que en la infeccion
temprana, el porcentaje de macrofagos F4/80°"™™™¢/PD-L1" aumenté en los machos
infectados en comparacion a los machos tratados con salina (P<0.01), en las hembras hubo
una tendencia semejante, pero no llegd a ser significativa (Figura 8A). Mientras que el
numero total de macréfagos PD-L1" (Figura 8B) y PD-L2" (Figura 8E) por individuo fue
mayor en las hembras infectadas en comparacion a los machos o a las hembras tratadas con
ExTc o solucién salina (P<0.001, en todos los casos). No encontramos efecto del sexo o
diferencias entre los tratamientos en la IMR de PD-L1 en los macrofagos (Figura 8C). La
infeccion causé el aumento del porcentaje de macrofagos PD-L2" en las hembras (P<0.05)
y en los machos (P<0.01) en comparacion a los animales tratados con salina (Figura 8D),
pero no observamos diferencias entre los sexos o por efecto del ExTc sobre el porcentaje de

macréfagos PD-L2".
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Figura 8: Caracterizacion de PD-L1 y PD-L2 en macréfagos recuperados del peritoneo
durante la cisticercosis aguda por T. crassiceps. La expresion de las moléculas accesorias
inhibidoras PD-L1 y PD-L2 se analizo en macréfagos (F4/80™"") reclutados al peritoneo tras 6
dias de infeccion con 20 cisticercos de 7. crassiceps. Se muestran, el porcentaje de macrofagos
PD-L1" (A) y PD-L2" (D), el ntimero total de macréfagos PD-L1" (B) y PD-L2" (E), y la IMR de
PD-L1 (C) y PD-L2 (F) en los macrofagos. Las letras sobre los datos denotan diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (a#b, los valores de P se describen en el texto).
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vii. vii. La expresion de las moléculas del MHC-II en los macréfagos no fue alterada
por el sexo, los esteroides sexuales E2 y DHT o por el ExTc in vitro.
Los esteroides sexuales regulan la resistencia del hospedero a la infeccion, los

estrégenos promueven el crecimiento de la carga parasitaria, mientras que los andrdgenos
la limitan (77). Con el proposito de analizar el efecto del estrogeno estradiol (E2) y del
androgeno dihidrotestosterona (DHT) sobre la expresion de las moléculas del MHC-II,
coestimuladoras y accesorias supresoras en los macrofagos estimulados con moléculas del
parasito, obtuvimos macrofagos peritoneales reclutados con tioglicolato de sodio de ratones
hembras y machos y los cultivamos en medios suplementados con concentraciones

fisiologicas de E2 (50 nM) y DHT (35 nM) (79).

100 10-
80
60+ 8- © €5) o
o o)
+_ o o
- = 6-
O 40_ O -
I A A - -
= A A 2 4
° A A
= 20 A{ 4 ? + © = N
] A
o a La Ta AL Ai A ool P Tan
o P o o o ©
0 T T T T T T 0 T T T T T T
Salina ExTc Salina ExTc Salina ExTc Salina ExTc Salina ExTc Salina ExTc
Fig. 9 Control E2 DHT Fig. 9 Control E2 DHT
A Tratamiento B Tratamiento
O Hembra
A Macho

Figura 9: Analisis de la expresion del MCH-II en macro6fagos cultivados con antigenos y
distintos tratamientos hormonales. Se obtuvieron macrofagos peritoneales (células adherentes
F4/80""*"%) de ratones hembra y machos y fueron cultivados en medio DMEM convencional
(control), medio DMEM suplementado con E2 50 nM o suplementado con DHT 35 nM. Los
macrofagos de ambos sexos, en todas las condiciones de cultivo fueron tratados con 100 ug de
ExTc o 20 ul de solucién salina como control. (A) Se muestra el porcentaje de macrofagos que
expresaron MHC-II (MCH-II"). (B) Se presenta la intensidad media relativa (IMR) del MHC-II en

los macroéfagos.
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En la figura 9 se muestra el analisis de la expresion del MHC-II en los macréfagos
cultivados. No encontramos diferencias en el porcentaje de macréfagos MHC-II" entre los
sexos, tampoco observamos efecto de las hormonas E2 o DHT ni del extracto del parésito
(ExTc) (Figura 9A). De igual manera, la IMR del MHC-II+ no vario entre los grupos
(Figura 9B).

vii. viii. La expresion de CD80 en los macréfagos cultivados, no fue afectada por el
sexo, el E2 o la DHT, ni por el ExTc.
La mayor parte de los macréfagos cultivados expresa CDS80, sin embargo, no

encontramos diferencias entre los distintos tratamientos o asociadas al sexo en el porcentaje
, + . . . .
de macréfagos CD80" (Figura 10A), tampoco observamos diferencias asociadas al sexo o

al ambiente hormonal sobre la IMR de CD80 en los macrofagos cultivados (Figura 10B).
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Figura 10: Efecto del sexo y el ambiente hormonal sobre la expresion de CD80 en macroéfagos
cultivados en presencia de ExTe. Se muestran (A) el porcentaje de macrofagos CD80"), (B)
Intensidad media relativa (IMR) de CD80 en los macrofagos. Los macrofagos de ratones hembras y
machos se cultivaron durante 7 dias en medio convencional (control), medio suplementado con E2
50nM (E2) o medio suplementado con DHT 35 Nm (DHT). Los macrofagos se cultivaron con 100

ug de ExTc por ml de medio o 20 pl de solucion salina como control.
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Figura 11: Analisis de la expresion de CD86 en macréfagos cultivados con estrogenos
o androgenos y estimulados con ExTc. Se muestran (A) el porcentaje de macréfagos
CDS80", (B) Intensidad media relativa (IMR) de CD80 en los macréfagos. Los macrofagos
de ratones hembras y machos se cultivaron durante 7 dias en medio convencional (control),
medio suplementado con E2 50nM (E2) o medio suplementado con DHT 35 nM. Se
realizaron cultivos con 100 pg ExTc por ml de medio o 20 ul de solucién salina como

control.

vii. ix. La expresion de CD86 no fue alterada por el sexo, el E2 o la DHT, pero si por el
ExTc en los macréfagos cultivados.

Al analizar la expresion de CD86, no encontramos diferencias asociadas al sexo o al
ambiente hormonal sobre el porcentaje de macréfagos CD86'. Sin embargo, el ExTc
disminuyo el porcentaje de los macréfagos los macroéfagos CD86' independientemente del

sexo o el ambiente hormonal (P<0.01) (Figura 11A). En relacion a la IMR de CD86, no

observamos diferencias significativas entre los grupos (Figura 11B).
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vii. X. La expresion de PD-L1 no vario entre los sexo o los tratamientos con E2 y DHT,
ni fue inducida en los macrofagos por el ExTc in vitro.

No observamos patrones de expresion en el porcentaje de los macréfagos PD-L17,
que se asocien al sexo, el ambiente hormonal o el ExTc (Figura 12A), ni en la IMR de

PD-L1 en los macrofagos (Figura 12B).

40-

o) ® ana ap oro.
[0) () A
804
30- o
+ 4 m o
T 60- - -+ = O M Oo O A
E o) A :. 20+ A o)
S~ A ' o A o A o
A - A
20- o R 10 3
A
O
O A o)
c ) ) ) ) ) ) c ) ) ) ) ) )
Salina ExTc Salina ExTc Salina ExTc Salina ExTc Salina ExTc Salina ExTc
Fig. 12 Control E2 DHT Fig. 12 Control E2 DHT
A Tratamiento B Tratamiento
O Hembra
A Macho

Figura 12: Expresion de PD-L1 en macroéfagos cultivados con E2 o DHT y ExTe.
Caracterizacion de la expresion de PD-L1 en macrofagos de hembras y machos tras 7 dias de
cultivo. (A) El porcentaje de macréfagos PD-L1" y (B) la intensidad media relativa (IMR) de
PD-L1 en macrofagos de ratones de ambos sexos. Se realizaron cultivos con distintas condiciones,
empleando medio DMEM (Control), medio DMEM suplementado con E2 50 nM (E2) o DHT 35
nM (DHT). Los macréfagos se cultivaron con 100 pg de ExTc por ml de medio o solucion salina

como control.
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vii. xi. La expresion de PD-L2 no fue afectada por el sexo o los esteroides sexuales E2 y
DHT, tampoco fue inducida por el ExTc en los macrofagos in vitro.

PD-L2 es una moléculas que no se expresa en condiciones basales, pero es inducida
durante la infeccion (11) (Fig. 13A). Al analizar la expresion de esta molécula en los
macrofagos cultivados, no encontramos efecto del sexo, los esteroides sexuales E2 o DHT,
ni tampoco del ExTc sobre el porcentaje de macrofagos PD-L2". En todos los casos, el
porcentaje promedio de la expresion de PD-L2 fue menor al 30% (Figura 13A). Asi
mismo, la intensidad media relativa (IMR) de PD-L2 no varia entre los grupos y se
mantiene proxima al 1, indicando que en los macréfagos cultivados la densidad de

expresion de esta molécula es muy baja (Figura 13B).
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Figura 13: Caracterizacion de PD-L2 en macréfagos cultivados con E2 o DHT y expuestos a
los antigenos de T. crassiceps. Se muestran, (A) el porcentaje de macrofagos PD-L2" y (B) la
intensidad media relativa (IMR) de PD-L2 en macrofagos de ratones de ambos sexos, cultivados en
medio DMEM suplementado de manera convencional (cotrol), con E2 50nM o DHT 35 nM. Se

afadieron 100 ug de ExTc por ml 0 20 ul de solucion salina estéril a los cultivos.
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VIII. Discusion
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La comunicacion entre las células presentadoras de antigenos y los linfocitos T tiene
gran importancia en el desarrollo de las respuesta inmunes, ya que las interacciones entre
estas cé€lulas inician las respuestas inmunes adaptativas, definen el perfil de activacion del
linfocito T (Tyl, Ty2 u otro), promueven o limitan el desarrollo o terminan a la respuesta
inmune y mantiene la tolerancia (16 y 120). La expresiéon de moléculas del MHC y
accesorias tiene un papel central en la comunicaciéon entre las células presentadoras de
antigenos y los linfocitos T, pues la interaccion entre las moléculas del MHC y el TCR
determinan la especificidad del antigeno al que se dirige la respuesta inmune, asi como el
efecto de las sefiales secundarias sobre los linfocitos T. Las moléculas coestimuladoras son
indispensables en la activacion de los linfocitos T virgenes y el inicio de la respuesta
inmune adaptativa. Ademas, las moléculas coestimuladoras puedan extender la magnitud e
intensidad de la respuesta por los linfocitos T activados. Asi mismo, las sefiales supresoras
conferidas por las moléculas PD-L1 y PD-L2, son necesarias en la regulacion de la
intensidad de las respuestas inmunes y en la prevencion el dafio que la respuesta inmune
puede causar al organismo propio (11, 16 y 120).

Por otro lado, se reconocen diferencias entre los sexos en el funcionamiento del
sistema inmune, las hembras son més resistentes a varias infecciones, pero también son mas
susceptibles a padecer enfermedades autoinmunes (121). En muchas de estas enfermedades,
las diferencias en susceptibilidad/resistencia pueden ser moduladas mediante la
gonadectomia y los tratamientos hormonales (36, 42, 96, 103 y 122). Se han descrito los
efectos de las hormonas sexuales sobre varias funciones del sistema inmune, entre las que
se incluye la diferenciacion, maduracion, proliferacion y produccion de citocinas por
células las dendriticas, los macrofagos y los linfocitos T (103). Sin embargo, las diferencias
entre los sexos y el efecto de los esteroides sexuales sobre la expresion de moléculas del
MHC y de las moléculas accesorias ha sido poco estudiada, particularmente en las
infecciones parasitarias.

A grandes rasgos, los estudios realizados en el tema se pueden dividir en tres
categorias, los que analizan el efecto (in vivo) del sexo y de los niveles hormonales sobre
expresion de moléculas accesorias y del MCHS en las células en el un organismo (122 a

141), los que estudian el efecto (ex vivo) de las hormonas sobre células cultivadas, pero
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diferenciadas en un organismo (142 a 145) y aquellos estudios que evalian el efecto in
vitro de los esteroides sexuales sobre la diferenciacion de las células (124, 146 a 151).

En 1984 Weinstein y colaboradores tras demostrar que las células del bazo de las
hembras causan mayor proliferacion de los linfocitos T, sugirieron que las diferencias en la
respuesta inmune observadas entre los sexos podrian estar relacionadas al MHC (138).
Estudios posteriores empleando células del bazo o de placas arteroescleroticas han
reportado que las células presentadoras de antigenos de las hembras expresan mas
moléculas del MHC y son mas eficientes en la activacion de linfocitos T en comparacién a
los machos (138, 140 y 141). Sin embargo, estas diferencias no se observan en todas las
células, como es el caso de las células dendriticas del timo (123).

Las concentraciones fisiologicas de estrégenos incrementa la expresion de
moléculas del MHC-II, CD80 o CD86 en las células del timo (123), en el tracto
reproductivo humano durante la infeccion con Chlamydia (126), en los oOrganos
reproductivos de la gallina (Gallus gallus) (130 y 131) y en los linfocitos B de ratones a los
que se induce artritis (137). Las concentraciones fisiologicas de estrégenos también se
asocian al aumento de la capacidad de las células presentadoras de antigenos para activar a
los linfocitos T (128). Pero los estrégenos también pueden tener el efecto contrario, el
tratamiento con estradiol disminuye la expresion de las moléculas del MHC-II en los
leucocitos del caballo (Cabia porcellus) (139), o no causar diferencia en el porcentaje o
intensidad de expresion de las moléculas del MHC ni de moléculas coestimuladoras entre
las células dendriticas del bazo de animales tratados con estradiol, animales intactos o
animales gonadectomisados (124).

Se ha propuesto que no solo hay diferencias en la frecuencia e intensidad de
expresion de las moléculas del MHC, sino que los mecanismos que regulan la expresion de
estas moléculas son distintos entre hembras y machos (141).

La mayoria de los estudios del efecto de los estrogenos sobre la expresion de PD-1 'y
sus ligandos se han realizado en el modelo de encefalitis experimental autoinmune.
Empleando concentraciones de estrogenos (estriol o estradiol) semejantes a las que se
observan durante el embarazo se ha documentado que los estrégenos incrementan la
expresion de las moléculas CD80, CD86 y del MCH, pero también aumentan la expresion

de PD-1 en los linfocitos T reguladores (FoxP3"), de PD-L1 en los linfocitos B (122), asi
g
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como de PD-L1 y PD-L2 en las células dendriticas del bazo (135). De manera interesante,
el tratamiento con estrogenos previo a la induccion de la encefalitis experimental
autoinmune disminuye la severidad de la enfermedad y se asocia a la polarizacion hacia
Ty2 de la respuesta inmune (122, 135 y 136).

Algunos de los efectos mas notorios de las hormonas sexuales sobre la expresion de
moléculas del MHC, CD80 y CD86 se han observado in vitro, al analizar el efecto del
estradiol sobre la diferenciacion de células dendriticas a partir de precursores de médula
O0sea estimulados con el factor estimulante formador de colonia de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF, por sus siglas en inglés). La ausencia de estradiol en el medio de
cultivo en el que se diferencian las células dendriticas disminuye el porcentaje de células
diferenciadas y las células dendriticas que llegan a diferenciarse poseen menor expresion de
las moléculas del MHC-II y de CD86, ademas de ser menos eficientes en la activacion de
linfocitos T en comparacion a las células dendriticas diferenciadas en medios con estradiol
(124, 146 y 147). También se ha reportado el efecto de otras hormonas sobre la expresion
de moléculas del MHC y accesorias. Por ejemplo, la progesterona también afecta la
expresion de moléculas del MHC-II y de CD80 en las células dendriticas diferenciadas in
vitro activadas por LPS (150). Al igual que en los estudios in vivo, las concentraciones de
estrogenos semejantes a las del embarazo disminuyen la capacidad de las células
presentadoras de antigenos a pesar de no afectar la expresion de moléculas del MHC o de
CD80 y CD86 (148). El sexo del cual se obtienen los precursores para diferenciar a las
células dendriticas, también parece tener efectos sobre la respuesta de las células a las
hormonas en el medio (151).

En la cisticercosis murina por 7. crassiceps se ha descrito un claro dimorfismo
sexual en la resistencia del hospedero a la infeccion, los machos son més resistentes que las
hembras (75) y el dimorfismo sexual en la resistencia contra la cisticercosis, coincide con
diferencias en la respuesta inmune entre los sexos. Entre la segunda y cuarta semana de
infeccidn, la produccion de IL-10 por las células del bazo (principalmente linfocitos T) es
mayor en las hembras, al mismo tiempo que la produccion de IFN-y es mayor en los
machos (49). El IFN-y limita el desarrollo de las cargas parasitarias, mientras que IL-10

podria favorecer el establecimiento del parasito al inhibir la respuesta Tyl (57).
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La eliminacion de las fuentes de esteroides sexuales mediante la gonadectomia,
iguala las cargas parasitarias entre los sexos. En ambos sexos, el tratamiento con E2
aumenta las cargas parasitarias y el tratamiento con los androgenos T4 o DHT las reduce.
Los cambios en las cargas parasitarias en los animales tratados con esteroides sexuales se
asocian a diferencias en la respuesta inmune, que han sido descritos en la infeccion cronica.

En los animales tratados con DHT, tras 8 semanas de infeccion la produccion de
IFN-y es mayor en comparacion a los animales castrados, en ambos casos, la produccion de
IFN-y es mayor en comparacion a los animales tratados con E2. El tratamiento con E2
también profundiza la pérdida de la respuesta proliferativa, mientras que el tratamiento con
DHT la previene (79).

El efecto de los esteroides sexuales sobre la carga parasitaria parece depender del
sistema inmune, ya que la timectomia y la irradiacion total de los ratones igualan las cargas
parasitarias entre los sexos (11 y 12). A pesar de que se conoce que los esteroides sexuales
afectan el desarrollo de la carga parasitaria y la respuesta inmune contra 7. crassiceps, se
desconocen los mecanismos mediante los cuales las hormonas sexuales regulan la
produccion de citocinas por las células del bazo. Ademas, las diferencias entre los sexos en
la expresion de moléculas accesorias durante los primeros dias de la cisticercosis, hasta
ahora no han sido reportadas.

Ya que la activacion de los linfocitos T depende de las células presentadoras de
antigenos y los macrofagos estan involucrados en el cambio de THI a TH2 y la supresion
de la respuesta proliferativa (67), en este estudio buscamos diferencias entre los sexos en la
expresion de las moléculas del MHC-II y de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86
en los macréfagos, asi como de las moléculas PD-L1 y PD-L2, cuya participacion ha sido
reportada en la supresion observada en la cisticercosis por 7. crassiceps (11).

Una explicacion posible a las diferencias entre los sexos en la respuesta inmune
contra 7. crassiceps, seria que los macréfagos de los machos expresan mas moléculas del
MHC-II y moléculas coestimuladoras en comparacion a las hembras. Otra posibilidad seria
que la expresion de las moléculas supresoras es mayor en los macréfagos de las hembras en
comparacion a los machos.

Observamos diferencias en la expresion de moléculas entre los machos infectados y

los machos tratados con solucidon salina (controles), aunque las hembras presentan
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tendencias semejantes, los cambios en la expresion de las moléculas CD80, CD86, PD-L1
no llegan ser significativos en las hembras. Las diferencias de significancia entre los sexos
muestran que la expresion de CD80 tendi6 a ser menor en los machos controles en
comparacion a las hembras (aunque las diferencias no llegaran a ser significativas). Por otro
lado, en los machos infectados los cambios en de la expresion de CD80 y CD86 fueron mas
marcados en comparacion a las hembras, alcanzando significancia solo en los machos (Fig.
7C y 7D). Durante la infeccion se observa una sucesion en la expresion de marcadores en
los macrofagos (67), nuestros resultados sugieren que la expresion de CD86 disminuiria y
que CD80 aumentaria mas rapido en los macrofagos de los machos, en comparacion a las
hembras, sin embargo esto tiene que ser analizado. No encontramos diferencias
significativas asociadas al sexo durante la primera semana de infeccion en la expresion de
las moléculas del MHC-II, coestimuladoras o supresoras.

De manera interesante, durante la cisticercosis por 7. crassiceps no todos los
parametros son afectados por el ambiente hormonal del hospedero. Por ejemplo, durante la
infeccion cronica, la produccion de IL-10 por las células del bazo no parece ser afectada
por el sexo del hospedero, ni por el tratamiento con androgenos o estrogenos, en contraste a
la produccion de IFN-y que es regulada por el ambiente hormonal (79).

Por otro lado, el aumento en las hembras del numero de CEP y por lo tanto de
macrofagos, enmascaro las tendencias en la expresion de las moléculas examinadas, sin
importar cudl fuere la molécula analizada, el nlimero total de macréfagos que la expresan
fue mayor en las hembras infectadas en comparacion a los machos o a las hembras tratadas
con solucioén salina. Es interesante que en las hembras infectadas el nimero de macréfagos
aumento, mientras que en los machos infectados no hubo cambios en comparacion a los
machos tratados con solucion salina. Se ha descrito que los macréfagos promueven el
establecimiento del parasito y que la remocion de estas células durante la primera semana
de infeccion reduce notoriamente las cargas parasitarias (67), esto sugiere que el
dimorfismo sexual en la resistencia a la cisticercosis podria involucrar a las diferencias en
el reclutamiento de células durante la infeccion aguda.

Al analizar el efecto in vitro del E2 y la DHT sobre la expresién de las moléculas
del MHC-II, CD80, CD86, PD-L1 y PD-L2, no encontramos ningin efecto de los

esteroides sexuales sobre la expresion de estas moléculas en los macrofagos, ya fuera en
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ausencia de estimulos o al cultivarlos con ExTc. El unico efecto in vitro que observamos
correspondié a la disminucion del porcentaje de macroéfagos CD86' al cultivarlos en
presencia del ExTc (Fig. 11A). Por otro lado, resulta interesante que el ExTc no indujera la
expresion de PD-L2 en los macroéfagos cultivados, sugiriendo que la expresion de esta
molécula en los macrofagos depende de factores producidos por otras células durante la
infeccion. Sin embargo, el ExTc es una mezcla compleja y puede variar dependiendo del
sexo del hospedero del que se obtuvieron los cisticercos, tiempo de que durd la infeccion y
otros factores (27).

Se ha reportado que la produccion de IFN-y por las células del bazo durante la
cisticercosis por 7. crassiceps es mas intensa y comienza antes en los machos, de hecho las
diferencias entre los sexos en la produccion de esta citocina se observan tras una semana de
infeccion (49). Asi mismo se ha descrito que las cargas parasitarias llegan a ser mayores en
las hembras entre el final de la primera semana y la cuarta semana de infeccion. Ya que no
encontramos diferencias entre los sexos en la expresion de las moléculas del MHC-II,
coestimuladoras o supresoras al final de la primera semana de la infeccion, nuestros
resultados sugieren que el dimorfismo sexual en la resistencia a la cisticercosis no es
causado por la expresion diferencial de estas moléculas en los macréfagos, al menos
durante la primera semana de infeccion. Sin embargo, no podemos descartar que estas
moléculas estén involucradas en el dimorfismo sexual inmune en tiempos posteriores de la

cisticercosis por 7. crassiceps.
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IX. Conclusiones
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Conclusiones particulares

1) No hay diferencia asociadas al sexo en la composicion de las poblaciones definidas por
F4/80, es decir, en la proporcion de macréfagos y monocitos peritoneales durante la

primera semana de cisticercosis por 7. crassiceps.

2) El sexo del hospedero no afecta la expresion de las moléculas del MHC-II o de las
moléculas coestimuladoras en los macrofagos durante la cisticercosis temprana por 7.

crassiceps.

3) El reclutamiento de células durante la primera semana de cisticercosis es sexualmente

dimoérfico, las hembras reclutan mas células al peritoneo.

4) Durante la primera semana de cisticercosis, la expresion de las moléculas accesorias

supresoras es inducida por la infeccion.

5) No hay efecto del E2 o de la DHT in vitro sobre la expresion de moléculas del MHC-II,
CD86, PD-L1 o PD-L2 en los macréfagos cultivados.

6) El ExTc no induce la expresion de las moléculas PD-L1 o PD-L2 en los macrofagos in

vitro.
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Conclusion general

El dimorfismo sexual en la resistencia del hospedero y la respuesta inmune
adaptativa observados durante la cisticercosis por 7. crassiceps, no son causados por
diferencias en la expresion en la expresion de moléculas del MHC-II, de las moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86, ni de las moléculas supresoras PD-L1 y PD-L2 durante la
primera semana de la infeccion. Asi mismo, nuestros resultados sugieren que la expresion
de estas moléculas no es regulada por estrogenos o androgenos en la cisticercosis por 7.

crassiceps.

78



X. Referencias

79



1. Murphy K, GehaR, Notarangelo L. (2011). Immunobiology, The Immune System in
Health and Disease. 8° edicion, Garland Science.

2. Murray PJ, Wynn TA. Protective and pathogenic functions of macrophage subsets.
Nature Rev. Immunol. 2011, 11: 723-737

3. Mosser DM, Edwars JP. Exploring the full spectrum of macrophage activation. Nature
Rev. Immunol. 2008, 8: 958-969.

4. Akira S, Takeda k. TOLL-LIKE RECEPTOR SIGNALLING. Nature Rev. Immunol.
2004, 4: 499-511.

5. Gordon S, Taylor PR. Monocyte and macrophage hetereogeneity. Nature Rev. Immunol.
2005, 5: 953-964.

6. Gordon S. ALTERNATIVE ACTIVATION OF MACROPHAGES. Nature Rev.
Immunol. 2003, 3: 23-35.

7. Ostuni R, Natoli G. Transcriptional control of macrophage diversity and specialization.
Eur. J. Immunol. 2011, 41: 2486-2490.

8. Bogdan C. Nitric Oxide and the immune response. Nature immunol. 2001, 2 (10): 907—
916.

9. Terrazas LI, Walsh KL, Piskorska D, McGuire E, Harn DA JR. The schistosome
oligosaccharide lacto-N-neotetraose expands Grl(+) cells that secrete anti-inflammatory
cytokines and inhibit proliferation of naive CD4(+) cells: a potential mechanism for
immune polarization in helminth infections. J Immunol. 2001, 167 (9): 5294-303.

10. Rodriguez-Sosa M, Satoskar AR, Calderén R, Gomez-Garcia L, Saavedra R, Bojalil R,
Terrazas LI. Chronic helminth infection induces alternatively activated macrophages
expressing high levels of CCRS5 with low interleukin-12 production and Th2-biasing
ability. Infect Immun. 2002; 70 (7): 3656—64.

11. Terrazas LI, Montero D, Terrazas CA, Reyes JL, Rodriguez-Sosa M. Role of the
programmed Death-1 pathway in the suppressive activity of alternatively activated
macrophages in experimental cysticercosis. Int J Parasitol. 2005; 35 (13): 1349-58.

12. Hume DA. Macophages as APC and the Dendritic Cell Myth. J. Immunol. 2008, 181:
5829-5835.

13. Geissmann F, Gordon S, Hume DA, Mowat AM, Randolph GJ. Unravelling
mononuclear phagocyte heterogeneity. Nature Rev. Immunol. 2010, 10: 453-460.

80



14. Liu K, Victora GD, Schwickert TA, Guermonprez P, Meredith MM. et al. In vivo
analysis of dendritic cell development and homeostasis. Science 2009, 324: 392-397.

15. Paul WE, Zhu J. How are Ty2-type immune responses initiated and amplified?. Nat.
Rev. Immunol. 2010, 10: 225-235.

16. Sharpe AH, Freeman GJ. THE B7-CD28 SUPERFAMILY. Nat. Rev. Immunol. 2002,
2: 116-126.

17. Gerdes N, Zirlik A. Co-stimulatory molecules in and beyond co-stimulation — tipping
the balance in atherosclerosis?. Thrombosis and Haemostasis 2011, 106 (5): 804—813.

18. Krow MK. Modification of accessory molecules signaling. Springer Semin Immun.
2006. 27:409-424

19. Folkl A, Bienzle D. Structure and function of programmed death (PD) molecules.
Veterinary Immunol and Immunopatol. 2010. 134: 33-38.

20. Greenwald RJ, Freeman GJ, Sharpe AH. THE B7 FAMILY REVISITED. Annu. Rev.
Immunol. 2005. 23:515-48

21. Bhatia S, Edidin M, Almob SC, Nathenson SG. B7-1 and B7-2: Similar coestimulatory
ligands with different biochemical, oligomeric and signaling properties. 2006. Immunol.
Letters. 104: 70-75.

22. Willms K, Zurabian R. Taenia crassiceps: in vivo and in vitro models. Parasitology.
2010, 137: 335-346.

23. Larralde C, Sciutto E, Huerta L, Terrazas I, Fragoso G, Trueba L, Lemus D, Lomeli C,
Tapia G, Montoya RM, et al. 1989. Experimental cysticercosis by Taenia crassiceps in
mice: factors involved in susceptibility. Acta Leiden. 1989, 57(2):131-134.

24. Fleury A, Gomez T, Alvarez I, Meza D, Huerta M. High prevalence of calcified silent
neurocysticercosis in a rural village of Mexico. Neuroepidemiology. 2003, 22 (2): 139-45
25. Morales J, Martinez JJ, Garcia-Castella J, Pefia N, Maza V, Villalobos N, Aluja AS,
Fleury A, Fragoso G, Larralde C, Sciutto E. Taenia solium: the complex interactions, of
biological, social, geographical and commercial factors, involved in the transmission
dynamics of pig cysticercosis in highly endemic areas. Ann Trop Med Parasitol. 2006, 100
(2): 123-135.

26. Sciutto E, Chavarria A, Fragoso G, Fleury A, Larralde C. The immune response in

Taenia solium cisticercosis: protection and injury. Parasite Immunol. 2007, 29: 621-636.

81



27. Esquivel-Veldzquez M, Ostoa-Saloma P, Morales-Montor J, Hernandez-Bello R,
Larralde C. 2011. Immunodiagnosis of neurocysticercosis: ways to focus on the challenge.
J Biomed Biotechnol; 2011:516042.

28. Morales J, Martinez JJ, Rosetti M, Fleury A, Maza V, Hernandez M, Villalobos N,
Fragoso G, de Aluja AS, Larralde C, Sciutto E. Spatial distribution of Taenia solium
porcine cysticercosis within a rural area of Mexico. PLoS Negl Trop Dis. 2008, 2(9):e284
29. Fleury A, Escobar A, Fragoso G, Sciutto E, Larralde C. Clinical heterogeneity of
human neurocysticercosis results from complex interactions among parasite, host and
environmental factors. Trans R Soc Trop Med Hyg. 2010, 104 (4): 243-250.

30. Fleury A, Moreno Garcia J, Valdez Aguerrebere P, de Sayve Duran M, Becerril
Rodriguez P, Larralde C, Sciutto E. Neurocysticercosis, a persisting health problem in
Mexico. PLoS Negl Trop Dis. 2010, 24;4(8):e805.

31. Larralde C, Montoya RM, Sciutto E, Diaz ML, Govezensky T, Coltorti E. Deciphering
western blots of tapeworm antigens (7aenia solium, Echinococcus granulosus, and Taenia
crassiceps) reacting with sera from neurocysticercosis and hydatid disease patients. Am J
Trop Med Hyg. 1989, 40 (3): 282-90.

32. Larralde C, Sotelo J, Montoya RM, Palencia G, Padilla A, Govezensky T, Diaz ML,
Sciutto E. Immunodiagnosis of human cysticercosis in cerebrospinal fluid. Antigens from
murine Taenia crassiceps cysticerci effectively substitute those from porcine Taenia
solium. Arch Pathol Lab Med. 1990, 114(9): 926-8.

33. Sciutto E, Fragoso G, Trueba L, Lemus D, Montoya RM, Diaz ML, Govezensky T,
Lomeli C, Tapia G, Larralde C. Cysticercosis vaccine: cross protecting immunity with 7.
solium antigens against experimental murine 7. crassiceps cysticercosis. Parasite Immunol.
1990, 12(6): 687—-696.

34. Gevorkian G, Manoutcharian K, Larralde C, Hernandez M, Almagro JC, Viveros M,
Sotelo J, Garcia E, Sciutto E. Inmunodominant synthetic peptides of Taenia crassiceps in
murine and human cysticercosis. Immunol Lett. 1996, 49(3):185—189.

35. Toledo A, Larralde C, Fragoso G, Gevorkian G, Manoutcharian K, et al. Towards a
Taenia solium cysticercosis vaccine: an epitope shared by Taenia crassiceps and Taenia
solium protects mice against experimental cysticercosis. Infect Immun. 1999, 67 (5): 2522—

2530.

82



36. Morales-Montor J, Larralde C. The role of sex steroids in the complex physiology of
the host-parasite relationship: the case of the larval cestode of Taenia crassiceps.
Parasitology. 2005, 131(3):287-294.

37. Huerta M, Sciutto E, Garcia G, Villalobos N, Hernandez M, et al. Vaccination against
Taenia solium cysticercosis in underfed rustic pigs of México: roles of age, genetic
background and antibody response. Vet Parasitol. 2000, 90 (3): 209-219.

38. Fleury A, Morales J, Bobes RJ, Dumas M, Yanez O, Pifia J, Carrillo-Mezo R, Martinez
JJ, Fragoso G, Dessein A, Larralde C, Sciutto E. An epidemiological study of familial
neurocysticercosis in an endemic Mexican community. Trans R Soc Trop Med Hyg. 2006,
100 (6):551-558.

39. Morales J, Martinez JJ, Manoutcharian K, Hernandez M, Fleury A, et al. Inexpensive
anti-cysticercosis vaccine: S3Pvac expressed in heat inactivated M13 filamentous phage
proves effective against naturally acquired Taenia solium porcine cysticercosis. Vaccine.
2008, 26 (23): 2899-905.

40. Vazquez-Talavera J, Solis CF, Terrazas LI, Laclette JP. Characterization and protective
potential of the immune response to Taenia solium paramyosin in a murine model of
cysticercosis. Infect Immun. 2001, 69 (9): 5412-6.

41. Diaz MA, Villalobos N, de Aluja A, Rosas G, Goméz-Conde E, Herndndez P, Larralde
C, Sciutto E, Fragoso G. Thl and Th2 indices of the immune response in pigs vaccinated
against Taenia solium cysticercosis suggest various host immune strategies against the
parasite. Vet Immunol Immunopathol. 2003, 20;93(3-4): 81-90.

42. Bojalil R, Terrazas LI, Govezensky T, Sciutto E, Larralde C. Thymus-related cellular
immune mechanisms in sex-associated resistance to experimental murine cysticercosis
(Taenia crassiceps). J Parasitol. 1993, 79 (3): 384-389.

43. Morales-Montor J, Baig S, Mitchell R, Deway K, Hallal-Calleros C, Damian RT.
Immunoendocrine interactions during chronic cysticercosis determine male mouse
feminization: role of IL-6. J Immunol. 2001, 167 (8): 4527—4533.

44. Garcia G, Sciutto E, Fragoso G, Cruz-Revilla C, Toledo A, Villalobos N, Flores I,
Aluja A, José MV, Larralde C. Inhibitory role of antibodies in the development of Taenia
solium and Taenia crassiceps toward reproductive and pathogenic stages. J Parasitol. 2001,

87 (3): 582-586.

83



45. Rodriguez-Sosa M, Saavedra R, Tenorio EP, Rosas LE, Satoskar AR, Terrazas LI. A
STAT4-dependent Thl response is required for resistance to the helminth parasite 7Taenia
crassiceps. Infect Immun. 2004, 72 (8): 4552—4560.

46. Terrazas LI, Cruz M, Rodriguez-Sosa M, Bojalil R, Garcia-Tamayo F, Larralde C. Thl-
type cytokines improve resistance to murine cysticercosis caused by Taenia crassiceps.
Parasitol Res. 1999, 85 (2): 135-141.

47. Rodriguez-Sosa M, Satoskar AR, David JR, Terrazas LI. Altered T helper responses in
CD40 and interleukin-12 deficient mice reveal a critical role for Thl responses in
eliminating the helminth parasite Taenia crassiceps. Int J Parasitol. 2003, 33 (7): 703-711.
48. Becerra-Diaz M, Valderrama-Carvajal H, Terrazas LI. Signal Transducers and
Activators of Transcription (STAT) family members in helminth infections. Int J Biol
Sci.2011, 7 (9): 1371-1381.

49. Terrazas LI, Bojalil R, Govezensky T, Larralde C. Shift from an early protective Th1-
type immune response to a late permissive Th2-type response in murine cysticercosis
(Taenia crassiceps). J Parasitol. 1998, 84 (1): 74-81.

50. Rodriguez-Sosa M, David JR, Bojalil R, Satoskar AR, Terrazas LI. Cutting edge:
susceptibility to the larval stage of the helminth parasite Taenia crassiceps is mediated by
Th2 response induced via STAT6 signaling. J Immunol. 2002, 168 (7): 3135-3139.

51. Paul WP, Shu J. How are TH2-type immune responses initiated and amplified?. Nat
.Rev Immunol. 2010, 10: 225-235.

52. Morales J, Velasco T, Tovar V, Fragoso G, Fleury A, Beltran C, Villalobos N, Aluja A,
Rodarte LF, Sciutto E, Larralde C. Castration and pregnancy of rural pigs significantly
increase the prevalence of naturally acquired Taenia solium cysticercosis. Vet Parasitol.
2002, 108 (1): 41-48.

53. Villa OF, Kuhn RE. Mice infected with the larvae of Taenia crassiceps exhibit a Th2-
like immune response with concomitant anergy and downregulation of Thl-associated
phenomena. Parasitology. 1996, 112 (6): 561-570.

54. Sciutto E, Fragoso G, Baca M, De la Cruz V, Lemus L, Lamoyi E. Depressed T-cell
proliferation associated with susceptibility to experimental Taenia crassiceps infection.

Infect Immun. 1995, 63 (6): 2277-2281.

84



55. Toenjes SA, Kuhn RE. The initial immune response during experimental cysticercosis
is of the mixed Th1/ Th2 type. Parasitol Res. 2003, 89: 407—413.

56.Reyes JL, Terrazas CA, Vera-Arias L, Terrazas LI. Differential response of antigen
presenting cells from susceptible and resistant strains of mice to Taenia crassiceps
infection. Infect Genet Evol. 2009, 9 (6): 1115-1127.

57. Toenjes SA, Spolski RJ, Mooney KA, Kuhn RE. The systemic immune response of
BALB/c mice infected with larval Taenia crassiceps is a mixed Th1l/Th2-type response.
Parasitol. 1999, 118: 623-633.

58. Alonso-Trujillo J, Rivera-Montoya I, Rodriguez-Sosa M, Terrazas LI. Nitric oxide
contributes to host resistance against experimental Taenia crassiceps cysticercosis.
Parasitol Res. 2007, 100 (6): 1341-1350.

59. Reyes JL, Espinoza-Jiménez AF, Gonzéilez MI, Verdin L, Terrazas LI. Taenia
crassiceps infection abrogates experimental autoimmune encephalomyelitis. Cell Immunol.
2011, 267 (2): 77-87.

60. Gomez-Garcia L, Rivera-Montoya I, Rodriguez-Sosa M, Terrazas LI. Carbohydrate
components of Taenia crassiceps metacestodes display Th2-adjuvant and anti-
inflammatory properties when co-injected with bystander antigen. Parasitol Res. 2006, 99
(4): 440-448.

61. Landa A, Jiménez L, Willms K, Jiménez-Garcia LF, Lara-Martinez R, Robert L, Cirioni
O, Baranska-Rybak, Kamysz W. Antimicrobial peptides (Temporin A and Iseganan IB-
367): Effect on the cysticerci of Taenia crassiceps. Mol. & Bioch. Parasitol. 2009, 164:
126-130.

62. Mooney KA, Spolski RJ, See EJ, Kuhn RE. Immune destruction of the larval Taenia
crassiceps in mice. Infect. Immun. 2000, 68 (5):2393.

63. Aldridge JR, Johnson EC, Kuhn RE. CpG Stimulates Protective Immunity In Balb/cJ
Mice Infected with Larval Taenia crassiceps. J Parasitol. 2010, 96 (5): 920-928.

64. Reyes JL, Gonzalez M1, Ledesma-Soto Y, Satoskar AR, Terrazas LI. TLR2 mediates
immunity to experimental cysticercosis. Int J Biol Sci. 2011, 7 (9): 1323-1333.

65. Gomez-Garcia L, Lopez-Marin LM, Saavedra R, Reyes JL, Rodriguez-Sosa M,
Terrazas LI. Intact glycans from cestode antigens are involved in innate activation of

myeloid suppressor cells. Parasite Immunol. 2005, 27(10-11): 395-405.

85



66. Gordon S, Hamann J, Lin HH, Stacey M. F4/80 and the related adhesion-GPCRs. Eur.
J. Immunol. 2011, 41: 2470-2525.

67. Reyes JL, Terrazas CA, Alonso-Trujillo J, van Rooijen N, Satoskar AR, Terrazas LI.
Early removal of alternatively activated macrophages leads to Taenia crassiceps
cysticercosis clearance in vivo. Int J Parasitol. 2010, 40 (6): 731-742.

68. Rodriguez M, Terrazas LI, Marquez R, Bojalil R. Susceptibility to Trypanosoma cruzi
is modified by a previous non-related infection. Parasite Immunol. 1999, 21 (4): 177-185.
69. Rodriguez-Sosa M, Rosas LE, David JR, Bojalil R, Satoskar AR, Terrazas LI.
Macrophage migration inhibitory factor plays a critical role in mediating protection against
the helminth parasite Taenia crassiceps. Infect Immun. 2003, 71 (3): 1247-1254.

70. Rodriguez-Sosa M, Rivera-Montoya I, Espinoza A, Romero-Grijalva M, Lopez-Flores
R, et al. Acute cysticercosis favours rapid and more severe lesions caused by Leishmania
major and Leishmania mexicana infection, a role for alternatively activated macrophages.
Cell Immunol. 2006, 242 (2): 61-71.

71. Lopez-Navarrete G, Ramos-Martinez E, Suarez-Alvarez K, Aguirre-Garcia J, Ledezma-
Soto Y, et al. Th2-associated alternative Kupffer cell activation promotes liver fibrosis
without inducing local inflammation. Int J Biol Sci. 2011, 7 (9): 1273—-1286.

72. Terrazas CA, Sanchez-Mufioz F, Mejia-Dominguez AM, Amezcua-Guerra LM,
Terrazas LI, Bojalil R, Gomez-Garcia L. Cestode antigens induce a tolerogenic-like
phenotype and inhibit LPS inflammatory responses in human dendritic cells. Int J Biol Sci.
2011, 7 (9): 1391-400.

73. Terrazas CA, Goémez-Garcia L, Terrazas LI. Impaired pro-inflammatory cytokine
production and increased Th2-biasing ability of dendritic cells exposed to Taenia
excreted/secreted antigens: A critical role for carbohydrates but not for STAT6 signaling.
Int J Parasitol. 2010, 1; 40 (9): 1051-1062.

74. Sciutto E, Fragoso G, Diaz ML, Valdez F, Montoya RM, Govezensky T, Lomeli C,
Larralde C. Murine Taenia crassiceps cysticercosis: H-2 complex and sex influence on
susceptibility. Parasitol Res. 1991, 77 (3): 243-246.

75. Fragoso G, Meneses G, Sciutto E, Fleury A, Larralde C. Preferential growth of Taenia
crassiceps cysticerci in female mice holds across several laboratory mice strains and

parasite lines. J Parasitol. 2008, 94 (2): 551-553.

86



76. Garcia G, Sciutto E, Fragoso G, Cruz-Revilla C, Toledo A, Villalobos N, Flores I,
Aluja A, Jos¢ MV, Larralde C. Inhibitory role of antibodies in the development of Taenia
solium and Taenia crassiceps toward reproductive and pathogenic stages. J Parasitol. 2001,
87 (3): 582-586.

77. Cruz-Revilla C, Rosas G, Fragoso G, Lopez-Casillas F, Toledo A, Larralde C, Sciutto
E. Taenia crassiceps cysticercosis: protective effect and immune response elicited by DNA
immunization. J Parasitol. 2000, 86 (1): 67-74.

78. Morales-Montor J, Chavarria A, De Leéon MA, Del Castillo LI, Escobedo EG, et al.
Host gender in parasitic infections of mammals: an evaluation of the female host
supremacy paradigm. J Parasitol. 2004, 90 (3): 531-546.

79. Morales-Montor J, Baig S, Hallal-Calleros C, Damian RT. Taenia crassiceps: androgen
reconstitution of the host leads to protection during cysticercosis. Exp Parasitol. 2002, 100
(4): 209-216.

80. Vargas-Villavicencio JA, Larralde C, De Led6n-Nava MA, Morales-Montor J.
Regulation of the immune response to cestode infection by progesterone is due to its
metabolism to estradiol. Microbes Infect. 2005, 7 (3): 485—-493.

81. Toledo A, Fragoso G, Rosas G, Hernandez M, Gevorkian G, Lopez-Casillas F,
Hernandez B, Acero G, Huerta M, Larralde C, Sciutto E. Two epitopes shared by Taenia
crassiceps and Taenia solium confer protection against murine 7. crassiceps cysticercosis
along with a prominent T1 response. Infect Immun. 2001, 69 (3): 1766—-1773.

82. Fleury A, Dessein A, Preux PM, Dumas M, Tapia G, Larralde C, Sciutto E.
Symptomatic human neurocysticercosis-age, sex and exposure factors relating with disease
heterogeneity. J Neurol. 2004, 251 (7): 830-837.

83. Romero R, Saenz B, Rosetti F, Perez-Tamayo R, Fragoso G, Huerta M, Arcega-Revilla
R, Larralde C, Sciutto E, Fleury A. Human neurocysticercosis: rightward hemisphere
asymmetry in the cerebral distribution of a single cysticercus. J Parasitol. 2007, 93 (5):
1238-1240.

84. Suzuki T, Shimizu T, Yu HP, Hsieh YC, Choudhry MA, Chaudry IH: Salutary effects
of 17B-estradiol on T-cell signaling and cytokine production after trauma-hemorrhage are
mediated primarily via estrogen receptor-o.. Am J Physiol Cell Physiol. 2007, 292:C2103—
C2111.

87



85. Couto DD, Peixoto Junior AA, Farias JL, Sales DD, Lima JP, et al. Gender and
mortality in sepsis: do sex hormones impact the outcome? Rev Bras Ter Intensiva. 2011, 23
(3): 297-303.

86. Angele MK, Schwacha MG, Ayala A, Chaudry IH. Effect of gender and sex hormones
on immune responses following shock. Shock. 2000, 14 (2): 81-90.

87. Whitacre CC. Sex differences in autoimmune disease. Nat Immunol. 2001, 2(9):777—
780.

88. McCombe PA, Greer JM, Mackay IR. Sexual dimorphism in autoimmune disease. Curr
Mol Med. 2009, 9(9):1058-79.

89. Ober C, Loisel DA, Gilad Y. Sex-specific genetic architecture of human disease. Nat
Rev Genet. 2008, 9 (12):911-922.

90. Kovacs WJ, Olsen NJ. Sexual dimorphism of RA manifestations: genes, hormones and
behavior. Nat Rev Rheumatol. 2011, 7 (5): 307-310.

91. De Ledn-Nava MA, Morales-Montor J. Immune sexual dimorphism: can sex steroids
affect the Th1/Th2 cytokine profile?. Rev Invest Clin. 2006, 58 (2): 161-169.

92. Escobedo G, Roberts CW, Carrero JC, Morales-Montor J. Parasite regulation by host
hormones: an old mechanism of host exploitation?. Trends Parasitol. 2005, 21(12):588-593.
93. Papenfuss TL, Rogers CJ, Gienapp I, Yurrita M, McClain M, et al. Sex differences in
experimental autoimmune encephalomyelitis in multiple murine strains. J Neuroimmunol.
2004, 150(1-2):59-69.

94. Yu CY, Whitacre CC. Sex, MHC and complement C4 in autoimmune diseases. Trends
Immunol. 2004, 25 (12): 694—699.

95. C W Roberts, S M Cruickshank, J Alexander. Sex-determined resistance to Toxoplasma
gondii is associated with temporal differences in cytokine production. Infect Immun. 1995,
63 (7): 2549-2555

96. Roberts CW, Walker W, Alexander J. Sex-Associated Hormones and Immunity to
Protozoan Parasites. Clin. Microbiol. Rev. 2001, 14(3):476.

97. Morales-Montor J, Hall CA. The host-parasite neuroimmunoendocrine network in
schistosomiasis: consequences to the host and the parasite. Parasite Immunol. 2007, 29

(12): 599-608.

88



98. Huerta L, Terrazas LI, Sciutto E, Larralde C. Immunological mediation of gonadal
effects on experimental murine cysticercosis caused by Taenia crassiceps metacestodes. J
Parasitol. 1992, 78 (3): 471-476.

99. Huy NT, Van Giang T, Thuy DH, Kikuchi M, Hien TT, Zamora J, Hirayama K. Factors
associated with dengue shock syndrome: a systematic review and meta-analysis. PLoS Negl
Trop Dis. 2013, 7 (9): 26.

100. Roberts CW, Cruickshank SM, Alexander J. Sex-determined resistance to Toxoplasma
gondii is associated with temporal differences in cytokine production. Infect. Immun. 1995,
63 (7): 2549.

101. Lamason R, Zhao P, Rawat R, Davis A, Hall JC, ef al. Sexual dimorphism in immune
response genes as a function of puberty. BMC immunol. 2006, 7:2.

102. De Leon-Nava MA, Nava K, Soldevila G, Lopez-Griego L, Chavez-Rios JR, Vargas-
Villavicencio JA, Morales-Montor J. Immune sexual dimorphism: effect of gonadal
steroids on the expression of cytokines, sex steroid receptors, and lymphocyte proliferation.
J Steroid Biochem Mol Biol. 2009, 113 (1-2): 57-64.

103. Muioz-Cruz S, Togno-Pierce C, Morales-Montor J. Non-reproductive effects of sex
steroids: their immunoregulatory role. Curr Top Med Chem. 2011, 11 (13): 1714-1727.
104. Terrazas LI, Bojalil R, Govezensky T, Larralde C. A role for 17-beta-estradiol in
immunoendocrine regulation of murine cysticercosis (7aenia crassiceps). J Parasitol. 1994,
80 (4): 563-568.

105. Morales-Montor J, Mohamed F, Damian RT. Schistosoma mansoni: the effect of
adrenalectomy on the murine model. Microbes Infect. 2004, 6 (5): 475—480.

106. Bottasso O, Morales-Montor J. Neuroimmunomodulation during infectious diseases:
mechanisms, causes and consequences for the host. Neuroimmunomodulation. 2009, 16
(2): 65-67.

107. Vargas-Villavicencio JA, De Ledén-Nava MA, Morales-Montor J. Immunoendocrine
mechanisms associated with resistance or susceptibility to parasitic diseases during
pregnancy. Neuroimmunomodulation. 2009, 16 (2): 114-121.

108. Hernandez-Bello R, Escobedo G, Guzman C, Ibarra-Coronado EG, Lopez-Griego L,

Morales-Montor J. Immunoendocrine host-parasite interactions during helminth infections:

&9



from the basic knowledge to its possible therapeutic applications. Parasite Immunol. Sep-
2010, 32 (9-10): 633—-643.

109. Vargas-Villavicencio JA, Larralde C, Morales-Montor J. Gonadectomy and
progesterone treatment induce protection in murine cysticercosis. Parasite Immunol. 2006,
28 (12): 667-674.

110. Escobedo G, Camacho-Arroyo I, Nava-Luna P, Olivos A, Pérez-Torres A, Leon-
Cabrera S, Carrero JC, Morales-Montor J. Progesterone induces mucosal immunity in a
rodent model of human taeniosis by Taenia solium. Int J Biol Sci.2011, 7 (9): 1443—-1456.
111. Morales-Montor J, Hallal-Calleros C, Romano MC, Damian RT. Inhibition of p-450
aromatase prevents feminisation and induces protection during cysticercosis. Int J Parasitol.
2002, 32 (11): 1379-1387.

112. Morales-Montor J, Baig S, Kabbani A, Damian RT. Do interleukin-6 and macrophage-
migration inhibitory factor play a role during sex-associated susceptibility in murine
cysticercosis?. Parasitol Res. 2002, 88 (10): 901-904.

113. Rodriguez-Dorantes M, Lopez-Griego L, Zaraztia-Cruz CM, Morales-Montor J.
Altered expression of cytokines and sex steroid receptors in the reproductive tract of
cysticercotic male mice. Parasite Immunol. 2010, 32 (2): 91-100.

114. Morales-Montor J, Rodriguez-Dorantes M, Mendoza-Rodriguez CA, Camacho-
Arroyo I, Cerbon MA. Differential expression of the estrogen-regulated proto-oncogenes c-
fos, c-jun, and bcl-2 and of the tumor-suppressor pS3 gene in the male mouse chronically
infected with Taenia crassiceps cysticerci. Parasitol Res. 1998, 84 (8): 616—622.

115. Vargas-Villavicencio JA, Larralde C, Morales-Montor J. Gonadectomy and
progesterone treatment induce protection in murine cysticercosis. Parasite Immunol. 2006,
28 (12): 667-674.

116. Chavarria A, Roger B, Fragoso G, Tapia G, Fleury A, Dumas M, Dessein A, Larralde
C, Sciutto E. TH2 profile in asymptomatic Taenia solium human neurocysticercosis.
Microbes Infect. 2003, 5 (12): 1109-1115.

117. Morales-Montor J, Escobedo G, Rodriguez-Dorantes M, T¢llez-Ascencio N, Cerbon
MA, Larralde C. Differential expression of AP-1 transcription factor genes c-fos and c-jun
in the helminth parasites Taenia crassiceps and Taenia solium. Parasitology. 2004, 129 (2):

233-243.

90



118. Escobedo G, Larralde C, Chavarria A, Cerbon MA, Morales-Montor J. Molecular
mechanisms involved in the differential effects of sex steroids on the reproduction and
infectivity of Taenia crassiceps. J Parasitol. 2004, 90 (6): 1235-1244.

119. Vargas-Villavicencio JA, Larralde C, Morales-Montor J. Treatment with
dehydroepiandrosterone in vivo and in vitro inhibits reproduction, growth and viability of
Taenia crassiceps metacestodes. Int J Parasitol. 2008, 38 (7): 775-781.

120. Sharpe AH, Wherry EJ, Ahmed R, Freeman GJ. The functions of programmed cell
death 1 and its ligands in regulating autoimmunity and infection. Nat. Immunol. 8, 3: 239—
245 (2007).

121. Jacobson DL, Gange SJ, Rose NR, Graham NM. Epidemiology and estimated
population burden of selected autoimmune diseases in the United States. Clin Immunol
Immunopathol. 1997 Sep;84(3):223-43.

122. Bodhankar S, Wang C, Vandenbark AA, Offner H. Estrogen-induced protection
against experimental autoimmune encephalomyelitis is abrogated in the absence of B cells.
Eur J Immunol. 2011 Apr;41(4):1165-75.

123. Wira CR, Fahey JV, Abrahams VM, Rossoll RM. Influence of stage of the
reproductive cycle and estradiol on thymus cell antigen presentation. J Steroid Biochem
Mol Biol. 2003 Jan;84(1):79-87.

124. Siracusa MC, Overstreet MG, Housseau F, Scott AL, Klein SL. 17beta-estradiol alters
the activity of conventional and IFN-producing killer dendritic cells. J Immunol. 2008 Feb
1;180(3):1423-31.

125. Koésa JP, Balla B, Kiss J, Podani J, Takécs I, et al. Postmenopausal expression changes
of immune system-related genes in human bone tissue. J Clin Immunol. 2009
Nov;29(6):761-8.

126. Agrawal T, Vats V, Wallace PK, Salhan S, Mittal A. Role of cervical dendritic cell
subsets, co-stimulatory molecules, cytokine secretion profile and beta-estradiol in
development of sequalae to Chlamydia trachomatis infection. Reprod Biol Endocrinol.
2008 Oct 1;6:46.

127. Parr MB, Kepple L, McDermott MR, Drew MD, Bozzola JJ, Parr EL. A mouse model
for studies of mucosal immunity to vaginal infection by herpes simplex virus type 2. Lab

Invest. 1994 Mar;70(3):369-80.

91



128. Prabhala RH, Wira CR. Sex hormone and IL-6 regulation of antigen presentation in
the female reproductive tract mucosal tissues. J Immunol. 1995 Dec 15;155(12):5566-73.
129. Kaushic C, Murdin AD, Underdown BJ, Wira CR. Chlamydia trachomatis infection in
the female reproductive tract of the rat: influence of progesterone on infectivity and
immune response. Infect Immun. 1998 Mar;66(3):893-8.

130. Zheng WM, Yoshimura Y, Tamura T. Effects of age and gonadal steroids on the
localization of antigen-presenting cells, and T and B cells in the chicken oviduct. J Reprod
Fertil. 1998 Sep;114(1):45-54.

131. Barua A, Yoshimura Y. Immunolocalization of MHC-II+ cells in the ovary of
immature, young laying and old laying hens Gallus domesticus. J Reprod Fertil. 1999
Jul;116(2):385-9.

132. Vicetti Miguel RD, Hendricks RL, Aguirre AJ, Melan MA, Harvey SA, et al.
Dendritic cell activation and memory cell development are impaired among mice
administered medroxyprogesterone acetate prior to mucosal herpes simplex virus type 1
infection. J. Immunol. 2012 Oct 1;189(7):3449-61.

133. Klein SL, Cernetich A, Hilmer S, Hoffman EP, Scott AL, Glass GE. Differential
expression of immunoregulatory genes in male and female Norway rats following infection
with Seoul virus. J Med Virol. 2004 Sep;74(1):180-90.

134. Mayr S, Walz CR, Angele P, Hernandez-Richter T, Chaudry IH, et al. Castration
prevents suppression of MHC class II (Ia) expression on macrophages after trauma-
hemorrhage. J Appl Physiol (1985). 2006 Aug;101(2):448-53.

135. Papenfuss TL, Powell ND, McClain MA, Bedarf A, Singh A, ef al. Estriol generates
tolerogenic dendritic cells in vivo that protect against autoimmunity. J Immunol. 2011 Mar
15;186(6):3346-55.

136. Matejuk A, Hopke C, Vandenbark AA, Hurn PD, Offner H. Middle-age male mice
have increased severity of experimental autoimmune encephalomyelitis and are
unresponsive to testosterone therapy. J Immunol. 2005 Feb 15;174(4):2387-95.

137. Luckey D, Medina K, Taneja V. B cells as effectors and regulators of sex-biased
arthritis. Autoimmunity. 2012 Aug;45(5):364-76.

138. Weinstein Y, Ran S, Segal S. Sex-associated differences in the regulation of immune

responses controlled by the MHC of the mouse. J Immunol. 1984 Feb;132(2):656-61.

92



139. Debout C, Lefroit-Joliy M, Neveu T, Izard J. 17 beta estradiol affects the expression of
guinea pig blood leukocyte MHC antigens. J Steroid Biochem Mol Biol. 1991
Jun;38(6):695-701.

140. Griffin AC, Whitacre CC. Sex and strain differences in the circadian rhythm
fluctuation of endocrine and immune function in the rat: implications for rodent models of
autoimmune disease. J Neuroimmunol. 1991 Dec;35(1-3):53-64.

141. Whitman SC, Ravisankar P, Daugherty A. IFN-gamma deficiency exerts gender-
specific effects on atherogenesis in apolipoprotein E-/- mice. J Interferon Cytokine Res.
2002 Jun;22(6):661-70.

142. Pelfrey CM, Moldovan IR, Cotleur AC, Zamor N, Rudick RA. Effects of sex
hormones on costimulatory molecule expression in multiple sclerosis. J Neuroimmunol.
2005 Oct;167(1-2):190-203.

143. Yang L, Hu Y, Hou Y. Effects of 17beta-estradiol on the maturation, nuclear factor
kappa B p65 and functions of murine spleen CD11c-positive dendritic cells. Mol Immunol.
2006 Feb;43(4):357-66. Epub 2005 Mar 19.

144. Yang L, Li X, Zhao J, Hou Y. Progesterone is involved in the maturation of murine
spleen CD11c-positive dendritic cells. Steroids. 2006 Oct;71(10):922-9. Epub 2006 Aug
21.

145. Liarte S, Chaves-Pozo E, Abellan E, Meseguer J, Mulero V, Canario AV,
Garcia-Ayala A. Estrogen-responsive genes in macrophages of the bony fish gilthead
seabream: a transcriptomic approach. Dev Comp Immunol. 2011 Aug;35(8):840-9.

146. Paharkova-Vatchkova V, Maldonado R, Kovats S. Estrogen preferentially promotes
the differentiation of CD11c+ CDI1b(intermediate) dendritic cells from bone marrow
precursors. J Immunol. 2004 Feb 1;172(3):1426-36.

147. Douin-Echinard V, Laffont S, Seillet C, Delpy L, Krust A, et al. Estrogen receptor
alpha, but not beta, is required for optimal dendritic cell differentiation and [corrected]
CD40-induced cytokine production. J Immunol. 2008 Mar 15;180(6):3661-9.

148. Segerer SE, Miiller N, van den Brandt J, Kapp M, Dietl J, ef al. Impact of female sex
hormones on the maturation and function of human dendritic cells. Am J Reprod Immunol.

2009 Sep;62(3):165-73.

93



149. Xu Y, Fan H, Li X, Sun L, Hou Y. 17B-Estradiol enhances response of mice spleen B
cells elicited by TLRY agonist. Cell Immunol. 2012 Jul-Aug;278(1-2):125-35.

150. Butts CL, Shukair SA, Duncan KM, Bowers E, Horn C, Belyavskaya E, Tonelli L,
Sternberg EM. Progesterone inhibits mature rat dendritic cells in a receptor-mediated
fashion. Int Immunol. 2007 Mar;19(3):287-96.

151. Butts CL, Bowers E, Horn JC, Shukair SA, Belyavskaya E, Tonelli L, Sternberg EM.
Inhibitory effects of progesterone differ in dendritic cells from female and male rodents.

Gend Med. 2008 Dec;5(4):434-47.

94



XI. Apéndices



Apéndice i

Publicaciones en revistas indexadas

Articulo de investigacion

a. Togno-Peirce C, Nava-Castro K, Terrazas LI, Morales-Montor J. Sex-Associated

Expression of Co-Stimulatory Molecules CD80, CD86, and Accessory Molecules, PDL-1,
PDL-2 and MHC-II, in F480+ Macrophages during Murine Cysticercosis. BioMed
Research International. (2013), Volume 2013, Article ID 570158.

Articulos de revision

b. Togno-Peirce C, Morales-Montor J. Esteroides sexuales e inmunidad: el papel del

estradiol sobre las células dendriticas. Revista de investigacion clinica. (2009). 61(6): 521—

532.

c. Mufos-Cruz S, Togno-Pierce C, Morales-Montor J. Non-Reproductive Effects of Sex

Steroids: Their Immunoregulatory Role.Current Topics in Medicinal Chemistry. (2011).
11: 1714-1727.

Apéndice ii.

Colaboraciones en libros

a. Morales Montor J, Velazquez Moctezuma J. Integracion neuroinmunoendécrina. 1° Ed,

UNAM, México, 2010, pp 27-54.

b. Camacho Arroyo I, Morales Montor J, Velazquez Moctezuma J. Efectos no
reproductivos de hormonas esteroides. 1° Ed, Universidad Autoénoma Metropolitana,

Sociedad Mexicana de Parasitologia, México, 2011, pp 27-54

96



Apéndice 1. a.

97



Hindawi Publishing Corporation
BioMed Research International

Volume 2013, Article ID 570158, 9 pages
http://dx.doi.org/10.1155/2013/570158

Research Article

Sex-Associated Expression of Co-Stimulatory Molecules CD80,
CD86, and Accessory Molecules, PDL-1, PDL-2 and MHC-II, in
F480+ Macrophages during Murine Cysticercosis

o 402 . 1 2
Cristian Togno-Peirce, Karen Nava-Castro,

. . 3 1
Luis Ignacio Terrazas,” and Jorge Morales-Montor

! Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, AP 70228,

04510 México, DE, Mexico

2Departamento de Biologia, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, 04510 México, DF, Mexico
’ Unidad de Biomedicina, Facultad de Estudios Superiores-Iztacala, Universidad Nacional Auténoma de México,
Avenida de Los Barrios No. 1 Los Reyes Iztacala, 54090 Tlalnepantla de Baz, MEX, Mexico

Correspondence should be addressed to Jorge Morales-Montor; jmontor66@biomedicas.unam.mx

Received 31 August 2012; Revised 1 November 2012; Accepted 15 November 2012

Academic Editor: Miriam Rodriguez-Sosa

Copyright © 2013 Cristidan Togno-Peirce et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution
License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly
cited.

Macrophages are critically involved in the interaction between T. crassiceps and the murine host immune system. Also, a strong
gender-associated susceptibility to murine cysticercosis has been reported. Here, we examined the sex-associated expression of
molecules MHC-II, CD80, CD86, PD-L1, and PD-L2 on peritoneal F4/ goM macrophages of BALB/c mice infected with Taenia
crassiceps. Peritoneal macrophages from both sexes of mice were exposed to T. crassiceps total extract (TcEx). BALB/c Females mice
recruit higher number of macrophages to the peritoneum. Macrophages from infected animals show increased expression of PDL2
and CD80 that was dependent from the sex of the host. These findings suggest that macrophage recruitment at early time points
during T. crassiceps infection is a possible mechanism that underlies the differential sex-associated susceptibility displayed by the

mouse gender.

1. Introduction

Gender of the host influences the outcome of many parasitic
diseases. For example, in Leishmania major infection, female
mice mount a strong Th1 response and resolve the infection.
In contrast, male mice mount a Th2-dominant response and
develop chronic lesions [1]. In other protozoan infections,
such as toxoplasmosis, an opposite finding was observed:
female mice succumb to Toxoplasma gondii infection despite
a Th1 response, whereas male mice display resistance and
survive for a longer period of time to similar challenges [2].
In helminth infections, the gender of the host also
plays an important role in the outcome of the infection by
inducing different responses depending on the sex [3, 4].
In contrast to the well-described adaptive immunity against
these helminthic infections, the role of macrophages (M¢s)

is still unclear. There have been only limited studies on the
macrophage response to helminth-derived antigens and the
impact of these responses on the outcome of the infection is
not known. Much lesser information exists in relation to the
role of sex on the macrophage response to helminth-derived
antigens.

A sexual dimorphism exists in the acquired immune
response against different pathologies and in many autoim-
mune diseases, which suggests a linkage between the immune
and reproductive endocrine system [5]. Moreover, reciprocal
endocrine interactions between host and parasite are a strong
factor that has an influence in parasite success [6, 7].

Experimental murine cysticercosis caused by Taenia cras-
siceps [8, 9] is well known as a manageable experimental
system which explores the role of biological factors involved



in host susceptibility [10]. Interestingly, in T. crassiceps cys-
ticercosis, females of all strains of mice studied sustain larger
intensities of infection than males [11]. At the same time, the
cellular immune response (Thl) is markedly diminished in
both sexes, and the humoral response is enhanced (Th2) [12].
Estradiol is involved in the immunoendocrine regulation of
murine T. crassiceps cysticercosis as a major protagonist in
promoting cysticercus growth by interfering with the thymus
dependent cellular immune mechanisms that obstruct para-
site growth [13]. Gonadectomy alters this resistance pattern
and makes intensities equal in both sexes by increasing
that of male mice and diminishing it in female mice [14].
In addition, the hormonal substitution of gonadectomized
males and reconstitution of female mice with 17f-estradiol
increased parasite loads [13]. Also, specific splenocyte cell
proliferation, IL-2, and IFN-y production were depressed in
gonadectomized-parasitized mice of both genders, and after
the reconstitution with testosterone or dihydrotestosterone,
there was a significant recovery of the splenocyte prolifer-
ation and Thl cytokine production on these animals. On
the other hand, mice treated with estradiol were not able to
induce these cellular responses [15].

Macrophages are phagocytic cells that are widely dis-
tributed on the organism and have an important role in the
maintenance of the homeostasis [16]. These cells are involved
in T cell activation through antigen presentation by the
expression of MHC molecules and costimulatory/inhibitory
molecules. It has been demonstrated that the expression
of MHC molecules and the expression of costimulatory
molecules such as B7-1 (CD80) and B7-2 (CD86) could
modulate T cell activation and Th1/Th2 polarization during
infection and autoimmunity [17, 18]. Programmed death
ligand 1 (PD-L1) and programmed death ligand 2 (PD-
L2) have been related to alternate activated phenotype in
macrophages induced during Taenia crassiceps infection
[19]. Macrophages also have a broad participation in the
development of the immune response to many pathogens,
particularly to helminthes [20] by polarizing T helper (Th)
cells activation in Thl or Th2, and also have a role in
tissue remodeling and wound repair [21]. In the context
of immunoendocrine communication, it has been shown
that sex steroids are able to modulate survival of human
macrophages cell lines [22], the recruitment of macrophages
to the site of inflammation, and their effector functions [23].
As occurred with other immune cells, the effect of sex steroids
on macrophages depends on the concentration, type, and the
context in which macrophages are studied [24]. Furthermore,
it has been previously established that sex steroid effects
on macrophages depend on the expression of the androgen
receptor (AR) [25, 26], progesterone receptor (PR) [27], and
both types of estrogen receptor (ERa y ERf) [28].

Since macrophages have been importantly involved in
susceptibility/resistance in murine cysticercosis and also can
be modulated by sex steroids, we evaluated and compared the
response of molecules of early activation of recruited F4/ goM
macrophages, such as MHC-II, CD80, CD86, PD-L1, and
PD-L2 in both gender infected mice. Our results showed that
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indeed there is a differential expression of these molecules in
female and male mice and that this could partially impact the
different sex-associated susceptibility to cysticercosis in mice.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics Statement. The Animal Care and Use Committee
at the Instituto de Investigaciones Biomédicas evaluated
animal care and experimentation practices according to the
official Mexican regulations (NOM-062-Z0O0-1999) in strict
accordance with the recommendations in the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals of the National Institutes
of Health (NIH and the Weatherall Report) of the USA.
The Ethics Committee of the Instituto de Investigaciones
Biomédicas approved this protocol (Permission Number
2009-13).

2.2. Animals and Experimental Infections. Male and female
BALB/cAnN (H2-d) inbred mice obtained from Harlan
(Mexico City) were used in all experiments. Animals were
housed in the animal care facilities at Instituto de Investiga-
ciones Biomédicas, (UNAM), under controlled conditions of
temperature and 12 h dark-light cycles with lights on between
0700 and 1900. They were fed Purina Diet 5015 (Purina, St.
Louis, MO) and given tap water ad libitum.

2.3. Aantigen Extraction and Infection. Metacestodes of Tae-
nia crassiceps of the ORF strain were harvested in aseptic
conditions from the peritoneal cavity of female BALB/cAnN
mice after 4 months of infection. Metacestodes were washed
with cold sterile saline (Solucién CS, Laboratorios PISA. S.A.
de C.V. [NaCl 0.9%]). T. crassiceps soluble extract (TcEx)
was prepared in cold aseptic conditions, homogenizing whole
metacestodes (30 mL volume) with tree pulses of 60 Hz
with a duration of 1s, by using an ultrasonic homogenizer
(Vibracell, SONICS & MATERIALS, Newtown, USA). The
homogenates were centrifuged at 20,000g for 30 min at
4°C, and the supernatants containing saline-soluble antigens
were collected and frozen at —20°C until further use. Pro-
tein concentration was estimated by Bradford protein kit
assay (BioRad). Sex-and age-matched mice were infected by
intraperitoneal (ip) injection with 20 small (approximately
2mm) nonbudding cysticerci/300 uL saline, with 400 ug
TcEx in 300 uL saline or 300 uL saline as control. Six days
after-injection, animals were sacrificed by inhalation of an
overdose of sevoflurane (Sevorane; Abbott) and peritoneal
cells were collected for analysis.

2.4. Isolation of Peritoneal Macrophages. Peritoneal exudate
cells (PECs) were obtained from saline, TcEx-treated, or 6-
day-T. crassiceps infected mice (BALB/c male or female)
by peritoneal lavage with 7mL of sterile ice-cold saline
(Laboratorios PISA. S.A. de C.V. [NaCl 0.9%]). The cells were
washed twice with cold PBS. After two washes, the viable
cells were counted by trypan blue exclusion with a Neubauer
hemocytometer. Viable cells were counted and adjusted
to 1x10° cells/mL. Viability was measured by trypan blue
exclusion. Routinely viability was around over 95%.
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2.5. Analysis of Cell Surface Markers in Macrophages. The
surface expression of macrophage markers was analyzed
using multicolor flow cytometry. M¢s were suspended in
cold PBS containing 2% FCS and 0.02% NaNj. The Fc recep-
tors were blocked with anti-mouse CD16/CD32 for 20 min
at 4°C. The cells were washed and triple stained with an
APC-conjugated mAbs against F4/80, PE-conjugated mAbs
against CD86 or PD-L2, PerCP-conjugated IA/IE (MHC-II),
PE-Cy5-conjugated CD80 or Biotin-conjugated PD-L1, and
PE-Cy5-conjugated Streptavidin. All Abs were purchased
from BioLegend (BioLegend, San Diego, CA, USA). A gate
including high forward light scatter (FSC)/high side light
scatter (SSC) cells was generated and in that gate the different
markers were analyzed. The stained cells were captured using
a FACsCalibur flow cytometer (Becton Dickinson) and data
analyzed with the FlowJo (Tree Star) software. Absolute
numbers in all assays were calculated according to the
percentage of positive macrophages and the total numbers of
PECs.

2.6. Statistical Analysis. The data of the three replications of
each experiment were pooled and expressed as their average.
The data were analyzed using analysis of variance (ANOVA)
with sex (2 levels) and number of experiment (3 levels) as
independent variables and as dependent variables: the total
number of developed cysticerci and the expression of each
molecule. If significant differences between treatments were
found by ANOVA, differences between the group means
were assessed within each experiment by means of Tukey test
using the residual variance estimated by ANOVA to test for
significance. Differences were considered significant when
P <0.05.

3. Results

In order to determine the role of sex during early infection,
mice of both sexes were infected and sacrificed 6 days after-
infection. As previously reported [29], at this time point of
infection, there is no statistical difference in parasite loads
between males and females, though there is a slight trend in
males to have less parasites than females (Figure 1). This result
is also consistent with the observation that sexual dimorfism
begins after the first week of infection in BALB/c mice [30].
To detect the presence of M¢s and to look for a difference
in the number of total M¢s during early infection, we
analyzed the population of PECs recruited to the peritoneal
cavity (site of infection) of saline-treated, TcEx, and infected
mice of both sexes. Total PECs recruitment in infected male
mice is decreased (P < 0.05) compared to infected females,
while treatment with saline solution or TcEx did not affect the
total number of PECs recruited (Figure 2(a)). Since M¢s have
been previously involved in the susceptibility/resistance to
murine cysticercosis, we decided to analyze their percentage
(Figure 2(b)) and their total number (Figure 2(c)), defined

by their high expression of F4/80 (F4/80"™). We found no

differences in the percentage of F4/80™ cells between sexes
(Figure 2(b)), but there was a marked increase in the total
number of M¢s detected in infected females with respect to
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FIGURE 1: Parasite load obtained of Female (F) and male (M) mice.
Data show the number of parasites recovered from the peritoneal
cavity at 6 days post-infection. At this time of infection, animals did
not show the typical sexual dimorphism of this infection observed
in longer infection times. Each point represents individual parasite
loads.

infected males. This difference was not observed in the other
treatments (Figure 2(c)).

To characterize the phenotype of M¢s recruited of the
peritoneal cavity of infected mice of both sexes, we look for
the expression of MHC-II (Figure 3), CD80/CD86 (Figure 4),
and PD-L1/PD-L2 (Figure 5) by flow cytometry. In Figure
3(a), the percentage of MHC-II+ cells found is depicted.
There is no difference associated to treatment or sex, in the
percentage of M¢s expressing these molecule. However, as
seen in the total number of PECs of infected female mice, the
total number of M¢ps MHC-11+ is also increased (Figure 3(b)).
As for the relative mean intensity of the expression of MHC-II
(a measure of the amount of the total MHC-II per cell), there
is no difference between animals, either by treatment or sex
(Figure 3(c)).

In Figure 4, the analysis of the expression of CD80 and
CDS86 is plotted. There were no differences associated to sex
in the percentage of M¢s expressing CD80 or CD86 (Figures
4(a) and 4(d)). However, there is a marked difference in
the total number of CD80+ or CD86+ Mgs that is observed
in infected mice; female mice show an increased number
of this population when compared to male mice (Figures
4(b) and 4(e)). We also compared the relative mean intensity
(MSR) of the expression of these molecules, in terms to define
differences in the coestimulatory ability of these cells. We
found no differences between male and female mice in terms
of CD80 expression either by treatment or sex (Figure 4(c)).
However, CD86 appeared less expressed in male mice than in
female mice, even when these data did not show significance
(Figure 4(f)).

Finally we look for differences in the expression of PD-
L1 and PD-L2 inhibitory molecules. As shown in Figures 5(a)
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FIGURE 2: Kinetics of total peritoneal exudate cells (PECs) recovered from the peritoneum after T. crassiceps infection. (a) Peritoneal cells
were isolated from male and female BALB/c at 6 days after infection with twenty cysticerci. Without any additional stimulation, the cells were
processed for flow cytometry and analyzed. (b) Flow cytometry analysis shows that macrophages (F4/80™) are recruited within 6 days p.i.
(d.p.i.). (¢) Increased numbers are detected per individual associated to sex as infection progresses peritoneal exudate cells.

and 5(d), there were no differences in the percentage of PD-
L1 or PD-L2 expressing M¢s among males and females, but
there were differences among treatment: infection induced
a higher expression of PD-L1/2 than TcEx. As observed for
CD80/86, there were also higher numbers of PD-L1- or PD-
L2-positive M¢s in infected female mice than in infected male
mice (Figures 5(b) and 5(e)); but there were no changes in the
expression of these molecules on M¢s (Figures 5(c) and 5(f)).

4. Discussion

Given the reported importance of sex- and pregnancy-
associated hormones in the establishment and outcome of
parasitic diseases, this is an area of research that is likely
to grow. The important role that sex steroids plays dur-
ing murine cysticercosis has been previously demonstrated

in experiments in which gonadectomy, thymectomy, and
whole body irradiation showed that both the endocrine
and immune systems of the mice were involved in the
parasite load differences between the host sexes. Interest-
ingly orchidectomy in male mice raises parasite loads while
ovariectomy has the opposite effect; it increased them 3-fold
[14]. Thymus hindered parasite reproduction in both sexes
but more so in males than in females, thus tending to equalize
the number of parasites in thymectomized mice of both sexes
[31].

Macrophages play a key role in directing the host immune
response to parasites and they can also function as effector
cells. The recruitment and activation of macrophages by
helminth-derived molecules initiate with the expression of
accessory molecules. These immune mediators play crucial
roles in the development of immunity against a variety of
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FIGURE 3: MHC-II characterization in M¢s recovered from the peritoneum after T. crassiceps infection. MHC-II expression was determined
on M¢s (F4/80™) recruited after 6 days of infection with 20 cysts of T. crassiceps. The percentage (a), total numbers (b), and the expression of

this molecule (relative mean intensity, MSR) (c) are shown.

pathogens, but their role in helminthic infections is less well
understood [32, 33]. In this study, we found an increased
number of recruited macrophages from T crassiceps-infected
female BALB/c mice in comparison with male mice and
expressed MHC-II, the coestimulatory molecules CD80,
CD86, and the accessory molecules PD-L1 and PD-L2. How-
ever, the major difference that we found was associated to
infection, though a clear difference in the number of parasites
did not exist. There were more M¢s in infected females
compared to those observed in infected males after similar
stimulation. These data are consistent with the susceptible
phenotype observed in IL-12 KO mice [34] and suggest a
major role for macrophages in cysticercosis. The mechanism
underlying the differential expression of MHC-II, CD80,
CD86, PD-L1, and PD-L2 in our system remains to be
elucidated; however, it may be associated with an impaired

intracellular signaling in BALB/c male mice but not in female
mice.

The relevance of these observations is highlighted by the
finding that macrophages from BALB/c female mice became
more rapidly alternatively activated in T. crassiceps chronic
infection, whereas macrophages from male mice presented
a transient and incomplete alternate activation during early
infection [35]. Thus, the presence and the persistence of
AAM¢ are another striking difference between the suscep-
tible and resistant sex of mice to T. crassiceps infection.

In the context of immunoendocrine communication, it
has been previously established that macrophages express the
androgen receptor (AR) [25, 26], progesterone receptor (PR)
[27], and both types of estrogen receptor (ERa y ERf3) [28]. It
has been shown that sex steroids are able to modulate survival
of human macrophages cell lines [22], the recruitment of



100 -~ A A
(@]
o QP %
80
g P
N
o 60 -
é s
Z 404 ¢
o A
i O A ®
20 ~
0 T T T
Saline TcEx Infected
(a)
CD80
6 — *
—_ |
<
S 0
= ®
g
: ]
E A
R
§D A
s 2 - O
<= (%
& 0O & ¢
: &
% 0 A AA
0 T T T
Saline TcEx Infected
(b)
25 7
20 A
A
e~
s 154 O
=
£ A O A
o &
Al
5 % Cp
A A
A
0 T T T
Saline TcEx Infected
Treatment
O Female
A Male

(c)

BioMed Research International

100 % %
80 o)
= ”n
s
+ 60 o
2
® o S
£ 40 -
2
5
20 o A A
A
O T T T
Saline TcEx Infected
(d)
CD86 .
5 - ,_l
E O
5 0
2 4
ks
8
5 A
Q. 3
E
(0]
Z .4 0 A
5 Iy A
<
[9
S 17
A
0 v T T T
Saline TcEx Infected
(e)
50 -
40 - o
(¢}
g 30 ° °
g %1 °
2 M
[a)
QO 20 N A
(@)
O
10 +
(¢}
0 T T T
Saline TcEx Infected
Treatment
O Female
A Male

()

FIGURE 4: CD80/CD86 characterization in M¢s recovered from the peritoneum after T crassiceps infection. Costimulatory molecules CD80

and CD86 expression was determined on M¢s (F4/80™) recruited after 6 days of infection with 20 cysts of T. crassiceps. The percentages (a)
and(d), Total numbers (b) and (e), and the expression of these molecule (relative mean intensity, MSR) (c) and (f) are shown.

macrophages to the site of inflammation [23], and their
effector functions. As occurred with other immune cells,
the effect of sex steroids on macrophages depends on the
concentration, type, and the context in which macrophages
are studied [24].

For instance, in the murine model of incisional wound,
gonadectomy of females is associated to an increased inflam-
mation and delay in wound healing. This effect is due to the
fact that ovariectomy induces an increase in the secretion
of TNF-a and MIF, as well as in the number of infiltrated
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FIGURE 5: PD-L1/PD-L2 characterization in M¢s recovered of the peritoneum after T. crassiceps infection. Inhibitory molecule, PD-L1, and

PD-L2 expression was determined on Mes (F4/80™) recruited after 6 days of infection with 20 cysts of T. crassiceps. The percentages (a) and
(d), total numbers (b and e), and the expression of these molecules (relative mean intensity, MSR) (c) and (f) are shown.

macrophages at the site of the lesion. Also, the percentage
of alternatively activated macrophages is decreased [23, 36].
If castrated females are reconstituted with E2 concentrations
observed during estrous, then the production of TNF-q,
MIE and the total number of infiltrated macrophages in the
wounds are decreased. However, treatment with physiologi-
cal levels of progesterone has a modest effect, in comparison
to the effect induced by estradiol, on the same parameters
studied [23]. Moreover, sex steroides regulate the production

of nitric oxide (NO) by macrophages, in a dichotomic way.
At low concentrations, E2 stimulates the secretion of NO
by LPS-activated macrophages in vitro; however, at high
concentrations of E2, there is a decrease of NO [37, 38].
Furthermore, estradiol and to a lesser extent progesterone
decrease the activity of the enzyme catalase, a very important
modulator of the NO synthesis [39]. As such, these data
may represent an important mechanism underlying the
immunomodulating effects of sex steroids.



Previously, we showed that during murine cysticercosis,
an impressive feminization process is produced in the male
host, characterized by an increase in serum estradiol level
of 200 times above their normal value, roughly similar
to those of normal females, while those of testosterone
decreased by 90% relative to controls [29]. These changes in
the hormonal milieu of the host equalize the parasite loads
between genders. In the same way, progesterone treatment
tends to equalize parasite loads in females and males, which
suggests that other gonad-associated factors are involved in
the control of parasite growth. Therefore, a more intricate
strategy of parasite activity has to be considered. Perhaps,
high estrogen levels are the main feature of this intriguing
puzzle, since, in males, the parasite loads increased more
markedly than in females. We suppose that expression of
costimulatory molecules early during infection could be
differential, and this fact impacts the parasite loads that are
different among males and females, late during infection. This
hypothesis was tested in this study and found that always
females have higher expression of MHC-II, CD80, CD86, PD-
L1, and PD-L2 during infection, but not in response to saline
or TcEx. Interestingly, estradiol concentrations are higher in
infected females early in infection [29].

5. Conclusion

In summary, the results presented here demonstrate that
recruitment and expression of MHC-II, CD80, CD86, PD-
L1, and PD-L2 in M¢ of peritoneal cavity in T. crassiceps
early at infection is associated to the sex of the host,
although at the time of infection the number of parasites does
not differ between both sexes. Whatever the cysticercosis-
relevant “sex steroid target” may prove to be, the fact steroids
positively may interfere with the development of protective
immune mechanisms against Taenia crassiceps cysticerci has
an important implication for future vaccine and vaccination
trials, among others projections.
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Sex steroids and immunity:
the role of estrogens on dendritic cells

ABSTRACT

It is well known that 17B-estradiol have diverse effects on the
development of sexual traits, fertility and survival of neurons.
On top of these effects, its participation as an important
modulator of several immune functions has been described.
For instance, estradiol participation has been invoked in rela-
tion to the immune sexual dimorphism, and, on sex associat-
ed incidence of several autoimmune diseases. Furthermore, its
role during the resistance or susceptibility to many diverse in-
fections (such as viral, bacterial and parasitic) has also been
demostrated. Dendritic cells (DCs) have a central role in the
activation of the adaptative immune response, and in the
maintenance of tolerance. In the last few years, the study of
the effects of 17B-estradiol on DCs has shown that this hor-
mone regulates their differentiation and function, in vitro as
well as in vivo. Depending on the context, 17[-estradiol is able
to exert benefic or deletorious effects. In the present commu-
nication, we summarize the described effects of estradiol on
DCs, comparing the information obtained from studies in vit-
ro versus the information from in vivo experiments.

Key words. Sex steroids. Dendritic cells. 17-estradiol. Im-
mune system. Antigen presentation. Autoimmunity. Sexual
dimorphism.

INTRODUCCION

Es bien conocido que algunas hormonas esteroi-
deas, tales como los glucocorticoides poseen efectos
sobre el sistema inmune.! Pero, los glucocorticoides
son sélo un ejemplo de una extensa lista de hormo-

RESUMEN

El estradiol (17B-estradiol) es una hormona esteroidea que tie-
ne efectos bioldgicos bien conocidos en diferentes especies de
vertebrados. Sus efectos se han descrito principalmente en el
desarrollo de los caracteres sexuales, sobre la fertilidad, e in-
cluso en la sobrevivencia de las neuronas. Ademds de partici-
par en estos procesos bioldgicos, se ha demostrado que existen
diversos efectos del estradiol sobre varias funciones del siste-
ma inmune. Debido a su participacién en la regulacién de las
respuestas inmune, se le ha relacionado en el dimorfismo
sexual inmunitario, a la frecuencia de enfermedades autoin-
munes, y a la resistencia o susceptibilidad a varias infecciones,
tanto virales y bacterianas, como parasitarias.

Las células dendriticas CDs (utilizaremos la abreviatura DCs,
por sus siglas en inglés, que usaremos a lo largo de este escri-
to para evitar confusién con el término CD “cluster of diffe-
rentiation”) poseen un papel central en la activacién de la
respuesta inmune y en el mantenimiento de la tolerancia. En
los tdltimos afios, se ha demostrado que el estradiol regula la
diferenciacién, y algunas otras funciones de las DCs, tanto in
vitro, como in vivo. En general, es importante destacar que el
estradiol puede tener efectos benéficos o perjudiciales, depen-
diendo del contexto fisiolégico. El presente trabajo presenta
un resumen de los efectos descritos del estradiol sobre las
DCs, comparando la informaciéon obtenida de los estudios in
vitro contra los efectos del estradiol sobre las DCs in vivo, ha-
ciendo énfasis en su papel durante la enfermedad y el posible
uso de ésta informacién para su aplicacién clinica.

Palabras clave. Esteroides sexuales. Células dendriticas.

17B-estradiol. Sistema inmune. Presentacién antigénica. Au-
toinmunidad. Dimorfismo sexual.

nas con efectos inmunorreguladores, que forman
parte de una red de comunicacion entre los sistemas
inmune, nervioso central y endocrino. Mediante esta
red de comunicacién, se coordinan varios procesos
bioldgicos, tales como el metabolismo, la reproduc-
cién y el desarrollo de diversas respuestas inmunes,
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por lo que es muy importante para mantener la ho-
meostasis en los vertebrados en general, y en los
mamiferos en particular.! Entre las varias hormo-
nas que participan en la comunicacién neuroinmu-
noendocrina, se encuentran los esteroides sexuales,
reconocidos por su participacién en el desarrollo de
los caracteres sexuales secundarios y su relacidon
con la fertilidad. Sin embargo, también poseen una
extensa gama de otros efectos, que no son sélo re-
productivos sobre el organismo. Se ha demostrado
previamente, que los esteroides sexuales modulan el
estado de dnimo, la masa dsea, la presién arterial, la
neuroproteccién a enfermedades neurodegenerati-
vas, pero, sobre todo, las funciones de varios tipos
celulares dentro del sistema inmune.

El efecto de los esteroides sexuales sobre el siste-
ma inmune merece atencién, ya que varias enfer-
medades autoinmunes como el lupus eritematoso
generalizado, la esclerosis multiple y la artritis reu-
matoide, son mds frecuentes en las mujeres que en
los hombres. Por otro lado, las mujeres son maés
resistentes a varias infecciones (por varios patdge-
nos), y es claro que las diferencias en susceptibili-
dad entre los sexos se pueden observar mejor en el
laboratorio con diversos modelos animales. Se ha
sugerido que las hembras poseen un sistema inmu-
ne mds robusto que los machos, y que estas dife-
rencias son el resultado, al menos en parte, de los
efectos del 17B-estradiol (E2) sobre el sistema in-
mune.? Particularmente, el E2 afecta las fun-
ciones de células NK, macréfagos, mastocitos y
linfocitos,”> ademds de que puede modular la resis-
tencia a infecciones parasitarias.® Sin embargo, los
efectos del E2 sobre el sistema inmune dependen del
contexto y no siempre necesariamente se relacionan
a la resistencia contra las infecciones, como €s en
el caso de la cisticercosis experimental murina,® o a
la susceptibilidad en la autoinmunidad, cémo en la
encefalomielitis experimental autoinmune o el lu-
pus eritematoso generalizado.” Los efectos del E2
sobre el sistema inmune son pleiotrépicos, y su
participacion en el desarrollo de las respuestas in-
munes puede ser mejor entendido como la suma de
los efectos del E2 sobre los distintos tipos celulares
que participan en éstas. A su vez, los efectos del E2
sobre el sistema inmune varian en funcién del con-
texto en el que son analizadas, como discutiremos
mads adelante.

En el presente trabajo nos enfocamos a analizar y
discutir los efectos del E2 sobre uno de los protago-
nistas del sistema inmune que sirven de interfase en-
tre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa,
como son las DCs.

LAS CELULAS DENDRITICAS

Desde hace mas de 30 afios, las DCs se han reco-
nocido como potentes estimuladoras de la respuesta
proliferativa de los linfocitos T, y hoy se distinguen
como las células presentadoras de antigenos mds efi-
cientes, ya que son superiores a los macroéfagos en el
desempefio de esta funcién.® Esta condicién resalta
su importancia en la defensa del organismo contra
las infecciones y en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes.

Las DCs son capaces de endocitar células apoptoé-
ticas, y ademds también hacen lo propio a diversos
patégenos y sus productos. Las DCs procesan y pre-
sentan a los productos de endocitosis a los linfocitos
T en el contexto de moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad (CPH), en forma de complejos
antigénicos. Las interacciones entre DCs y linfoci-
tos T pueden llevar a la activacién de la inmunidad
adaptativa o a la generacidon de tolerancia periférica,
dependiendo de las caracteristicas de los elementos
endocitados por las DCs, y de las condiciones en que
esto ocurre.®? En el primer caso, las DCs presentan
complejos antigénicos junto con sefiales co-estimula-
doras que son transmitidas por la expresién de las
moléculas CD80 y CD86 (también llamadas B7.1 y
B7.2, respectivamente), activando a aquellos linfoci-
tos que reconozcan al complejo antigénico. Ademds
de activar a los linfocitos T, las DCs pueden progra-
mar la diferenciacién de los linfocitos T cooperado-
res hacia un perfil Th1l o Th2, mediante la secrecién
de citocinas y patrones de expresion de las molécu-
las co-estimuladoras.'® En el segundo caso, las DCs
pueden causar anergia o la apoptosis de los linfoci-
tos T que reconocen los antigenos presentados por
las DCs en ausencia de sefiales co-estimuladoras o
por la expresién de moléculas accesorias supresoras
como PD-L1 y PD-L2.!!

Una vez iniciada la respuesta inmune, las DCs re-
gulan la duracién e intensidad de las respuestas con
utilidad para el control de enfermedades inflamato-
rias.!>? También poseen funciones efectoras en las
respuestas inmunes innatas, producen interferén
alfa (IFN-a) ante el reconocimiento de virus,'3 ini-
ciando procesos inflamatorios tras reconocer patro-
nes moleculares asociados a patédgenos y activando a
otras células de la inmunidad innata como las NK.!#

TIPOS DE DCs
Las DCs son un conjunto bastante heterogéneo

de células que varian en fenotipo y funcién; sin em-
bargo, la mayoria de estas células se puede distin-
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guir por expresar niveles elevados de la molécula
CDl11cy de moléculas de la clase II del CPH (CPH-
IT). La clasificacién de las DCs ha sido abordada re-
cientemente en dos revisiones.!>1°

Los estudios del efecto del E2 sobre las DCs se
han enfocado a tres categorias de este tipo celular,
reconocibles por la expresién de marcadores de
membrana y diferencias funcionales, éstas son: las
DCs convencionales (cDCs) caracterizadas por ex-
presar los marcadores CD11c y CPH-II en ausencia
de los marcadores B220 y NK1.1 (CD11c*/CPH-II*/
B220/NK1.1°), y en general secretan IL-12 en
respuesta a los estimulos por lipopolisacaridos
(LPS).'316 Las ¢cDCs pueden ser subdivididas en
varias categorias con base en la expresién de otros
marcadores como CD11b, Ly6C y el homodimero
CD80o.!>-16 El segundo grupo de DCs al que nos refe-
riremos son las células dendriticas plasmacitoides
(pDCs) que expresan los marcadores CD1lc*/
B220*/NK1.1" y niveles variables de CPH-II. Estas
células se caracterizan por una abundante secrecién
de interferones del tipo I (IFN-I) en respuesta a va-
rios tipos de patdégenos intracelulares como los virus
encapsulados.!” El tercer tipo, son las recientemente
descritas DCs asesinas productoras de interferén
(IKDCs).'® Las IKDCs pueden secretar 1L-12, IFN-y
o IFN del tipo I dependiendo del estimulo, y se dis-
tinguen por expresar una combinacién de marcado-
res de moléculas membranales caracteristicos de
DCs y de células NK que incluyen a CD11c*/CPH-
I1*/B220°/NK1.1*/CD49b*.!° La naturaleza de las
IKDCs es polémica, algunos sugirieren que en reali-
dad son células NK activadas,”” mientras que otros
sostienen que su ontogenia difiere de las NK.?!

ESTRADIOL Y SUS RECEPTORES

Los estrégenos son un conjunto de hormonas es-
teroideas que incluyen al estriol, la estrona y el
estradiol. El estradiol (E2) es el mds abundante y de
mayor relevancia fisiolégica en las mujeres en edad
reproductiva. Los estrégenos son producidos por la
aromatizacién de los andrégenos, por ejemplo, la tes-
tosterona sufre la pérdida del grupo angular C-19 y
la formaciéon de un anillo aromdtico y da origen al
E2. La principal fuente de estrégenos son los ova-
rios y la placenta, aunque hay otros érganos impor-
tantes de produccién de estrégenos como la piel y el
cerebro.

Los estrégenos sefializan a través de receptores
citoplasmadticos llamados receptor a estrégenos
(RE), de los que hay dos subtipos principales, que
son codificados por dos diferentes genes: el REay el

REB. La uni6n del E2 a los RE causa la dimeriza-
cién del receptor y su translocacién al nucleo, en
donde interactian con secuencias del DNA llamadas
elementos de respuesta a estrégenos, y promueve o
inhibe la expresién de genes. Cada dimero del RE po-
see distintas afinidades por los elementos de respues-
ta a estrégenos, y el nimero de cada isoforma de RE
varia entre células, razén por la cual la gama de
efectos del E2 es bastante amplia.??

A'lo anterior se suman los efectos no genémicos
del E2, mediados por receptores de membrana entre
los que se incluye GPR30, que a diferencia de los re-
ceptores ubicados en el citoplasma generan efectos
en tiempos muy cortos caracterizados por cambios en
el flujo intracelular de iones y la fosforilacién de
proteinas, que a su vez pueden llevar a la activacién
de genes.?

DIFERENCIACION DE DCs IN VITRO

Las DCs pueden diferenciarse a partir de precur-
sores mieloides y linfoides contenidos en la pobla-
cién Lin/c-kit*/F1t3* de las células de la médula
6sea del ratén, entre los que se incluyen el progeni-
tor multipotencial de médula dsea, el progenitor co-
mun mieloide y el progenitor comun linfoide.?* Cabe
resaltar que cada uno de los progenitores es capaz
de generar pDCs y todos los subtipos de cDCs, es de-
cir, el fenotipo de las cDCs no es un reflejo de su li-
naje mieloide o linfoide, razén por la cual se
ha considerado que los términos DCs “linfoides”
(CD8a*) y DCs “mieloides” (CD8o) no son adecua-
dos; sin embargo, siguen siendo frecuentes en la lite-
ratura.

Los precursores para la diferenciacién de DCs in
vitro se obtienen tipicamente de la médula ésea de
animales, o de monocitos periféricos CD14* de san-
gre periférica del humano.?> Hay varios métodos
para la diferenciacién de DCs in vitro, pero unica-
mente se han empleado dos de éstos para el estudio
de los efectos del E2 sobre las DCs. El primero de es-
tos métodos consiste en cultivar durante aproxima-
damente ocho dias precursores en un medio que
contenga factor estimulante formador de colonia de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF, por sus siglas
en inglés), lo que da origen a cDCs CD8a “mieloi-
des”. El GM-CSF puede ser empleado junto con
otras citocinas como IL-4, generando DCs que pre-
sentan caracteristicas distintas en comparacién a
las diferenciadas con GM-CSF tdnicamente.!6-26:27

El segundo método para diferenciar DCs, es muy
semejante al primero, pero en este caso GM-CSF es
sustituido por el ligando de la tirosina cinasa F1t3
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(FIt3-L), de esta manera se da origen a varios subti-
pos de ¢cDCs y a pDCs. Los tipos de DCs generadas
varian dependiendo del uso del GM-CSF o Flt3-L.
Ambas citocinas tienen papeles importantes en la di-
ferenciacion de las DCs in vivo, el GM-CSF se ha re-
lacionado a la resistencia contra infecciones vy
tumores, ademds de regular el desarrollo de inflama-
cién patoldgica.?® F1t3-L ha demostrado ser indispen-
sable para el mantenimiento de varias poblaciones de
DCs en condiciones fisiol6gicas (en ausencia de in-
flamacién o infeccién).?-30

EFECTOS DEL E2 SOBRE LA
DIFERENCIACION DE DCs IN VITRO

El efecto del E2 y la participacién de los RE sobre
la diferenciaciéon de DCs en cultivos estimulados por
el GM-CSF han sido abordados por varios grupos de
investigadores y es el mejor caracterizado. E1 E2 es
un componente relevante en los medios de cultivo
para la diferenciacién de DCs, a pesar de que esto no
resulte obvio ya que en la mayoria de los cultivos se
emplean medios “regulares” que contienen rojo fenol
y suero fetal bovino, el primero es un agonista débil
de los RE,* mientras que el suero fetal bovino con-
tiene E2 y mantienen las concentraciones de esta
hormona entre 0.03 y 0.55 nM.3233

Varios grupos han demostrado que el porcentaje
de DCs (CD11c*/CPH-II*) diferenciadas en cultivos
estimulados por el GM-CSF, es considerablemente
mayor en medios que contienen E2 en concentracio-
nes entre 0.01 y 1.0 nM, en comparacién a los me-
dios que contienen concentraciones menores, o en
los que se incluyo algiin antagonista de los RE como
1S1182, 780 (ISI) o Tamoxifen.3%-32:3435 E] aumento
en el porcentaje de DCs estimulado por E2 es pro-
porcional a la disminucién en el porcentaje de célu-
las mieloides, caracterizadas por la expresiéon de
marcadores CD11c/Gr-1*/CPH-II", que pueden con-
tener precursores no diferenciados de las DCs.33:36
El E2 no afecta la sobrevivencia de las células en los
cultivos estimulados por el GM-CSF.3#:36.37

En linea con lo anterior, el porcentaje de DCs ge-
neradas por progenitores en los que se ha suprimido
la expresion del REa. (REo”) es equivalente a la pro-
porcién de DCs generada en medios deficientes de es-
teroides, que es hasta cuatro veces menor a las DCs
generadas en medios regulares (que contienen suero
fetal bovino y por tanto E2) empleando precursores
silvestres. Los precursores REo” no responden a di-
ferencias en la concentracién del E2, mientras que
los efectos sobre el porcentaje de DCs derivadas de
precursores REB” son méds modestos y responden a

cambios en la concentracién del E2. Lo anterior im-
plica que el REca tiene un papel central en los efectos
del E2 sobre la diferenciacién de las DCs en cultivos
estimulados por el GM-CSF .36:37

Las DCs diferenciadas en medios regulares que
contengan suero fetal bovino son tan capaces como
las DCs diferenciadas en medios que contengan 10.0
nM del E2 (mucho mds de lo que contienen los me-
dios regulares) para estimular la respuesta prolife-
rativa en reacciones mixtas alogénicas, pero el
nimero de DCs diferenciadas aumenta en funcién de
la concentracién del E2.32:36

EFECTOS DEL E2 YLOS RE EN
LA COMPOSICION DE DCs IN VITRO EN
CULTIVOS ESTIMULADOS POR EL GM-CSF

Los cultivos de células de médula ésea contienen
varios progenitores de linajes distintos, cada proge-
nitor puede dar origen a distintos subtipos de cCDs
al ser estimulados por GM-CSF.

El1 E2 regula la diferenciacion de distintas subtipos
de DCs a partir de un mismo progenitor purificado, es
decir, progenitores que comparten un mismo fenoti-
po.3” Ademis, los efectos del E2 son efectuados direc-
tamente sobre las células en diferenciacién, y son
independientes de la produccién de factores de cre-
cimiento por otras células de la médula 6sea en el
cultivo.3®

Los efectos del E2 sobre la diferenciacién de las
DCs a partir de precursores de médula ésea estimu-
lados por el GM-CSF varian entre las subpoblacio-
nes de DCs (CD11c*/CPH-II*) diferenciadas,3%3%-36
estas subpoblaciones se pueden distinguir de las de-
mds por la intensidad con la que expresan CDI11b,
asi como por la presencia o ausencia de expresion de
Ly6C, de manera que se pueden reconocer algunas
subpoblaciones que expresan Ly6C y niveles de me-
dios a altos de CD11b (CD11bbrillante/medsy y6C+ ) y
una subpoblacién que expresa niveles medios
de CDI11b pero que carece de Ly6C (CDI11bmed/
Ly6C-).323336 Egta tiltima presenta varias caracte-
risticas semejantes a las células de Langerhans en la
piel como la morfologia, posesién de grdnulos de
Bribeck y transcripcion de mRNA para Langerina.®’

La diferenciacién de las DCs Ly6C-/CD11b™¢d que
contiene a las DCs con caracteristicas de Langer-
hans3 depende del REa*® y su porcentaje es hasta
cuatro veces mayor en los medios que contienen E2
en comparacién a los medios deficientes en esteroi-
des.323536 Las poblaciones de DCs Ly6C* parecen ser
mads heterogéneas en su dependencia por E2, mien-
tras que la poblacién de DCs Ly6C*/CD1 1bbrillante
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quizds sea favorecida por la presencia del E2,% el
nimero absoluto de la subpoblacién Ly6C*/
CD11b™¢% no es afectado por la concentracién
del E2.36

De cualquier manera, la concentracién del E2
puede cambiar la composiciéon de las DCs diferencia-
das en cultivos estimulados por el GM-CSF. Las
DCs Ly6C/CD11b™¢ son la subpoblacién dominante
de DCs diferenciadas por el GM-CSF en medios con
concentraciones del E2 préximas o mayores a 0.1
nM, mientras que en concentraciones menores del
E2, o en cultivos iniciados con precursores REa’ la
gran mayoria de las DCs diferenciadas corresponden
alas Ly6C+/CD1 ]bmed/brillante.%

Las diferencias en la composicién de DCs tienen
consecuencias funcionales, ya que las DCs Ly6C*/
CD11bbrillante gon m4s eficientes en la endocitosis de
varias moléculas como dextran y albimina en
comparacién a las Ly6C-/CD11b™¢d 32 Las DCs Ly6C-
/CD11b™ed presenta una expresién menor del recep-
tor semejante a Toll 4 (TLR4, por sus siglas en
inglés), no obstante su expresién de moléculas del
CPH y la molécula coestimuladoras CD86 es més in-
tensa tras la exposicién a lipopolisacdridos (LPS).
Las DCs Ly6C" en comparacién a las DCs Ly6C*
son mds potentes en la estimulacién de la respuesta
proliferativa de linfocitos T en reacciones mixtas alo-
génicas.®

CONSECUENCIAS FUNCIONALES
RELACIONADAS A LA EXPOSICION
A E2 DURANTE LA DIFERENCIACION
DE DCs EN MEDIOS ESTIMULADOS
POR EL GM-CSF IN VITRO

Ademads de moldear a las subpoblaciones durante
la diferenciacion de las DCs, la activacion del REo
regula la adquisicién de funciones efectoras dentro
de una misma subpoblacién de DCs.?® La expresién de
moléculas del CPH-II en las DCs no estimuladas es
proporcional a la concentracién del E2 en el medio
de cultivo, especialmente entre concentraciones de
0.01 a 0.1 nM. Estas diferencias también se obser-
van tras algunos estimulos. La expresién de CD40,
CD86 y CPH-II, asi como la produccién de IL-12
tras la estimulacién por LPS u oligodeoxidinucléoti-
dos de citosina guanina (CpG), es mayor en las DCs
diferenciadas en medios cuya concentraciéon del E2
es 1.0 nM en comparacién a las DCs diferenciadas
en concentraciones menores. Sin embargo, la con-
centracién del E2 durante la diferenciaciéon de las
DCs no parece tener efectos sobre la expresion de los
marcadores mencionados arriba cuando las DCs son

estimuladas con RN A de doble cadena sintético (poli
I:C) o a la combinacién de IL-12 e IL-18.3* Como se-
ria de esperar, DCs diferenciadas en medio con con-
centraciones del E2 menores a 0.01 nM, son mucho
menos eficientes en la estimulacién de la respuesta
proliferativa de los linfocitos T, atin tras ser estimu-
ladas por ligandos de los TLRs incluyendo poli
1:C,343% esto podria relacionarse con una disminu-
cién en la expresién de moléculas del CPH y CD86
atn en las DCs Ly6C+ 3433

Sorpresivamente, las DCs REo” secretan maés
TNF-a, IL-6 e IL-12p70 al ser estimuladas por LPS o
poli I:C, pero producen ligeramente menos citocinas
al ser estimuladas por CpG en comparacién a las DCs
silvestres. Las DCs REa como las DCs diferenciadas
en medios deficientes de esteroides son sumamente
ineficientes en la produccién de IL-6 e IL-12p40 al ser
estimuladas por CD40L y en la estimulacién de la
respuesta proliferativa de linfocitos T.3¢

E2 AFECTA LA DIFERENCIACION
DE MONOCITOS CD14* DE
SANGRE HUMANAESTIMULADOS
POR EL GM-CSF + IL-4IN VITRO

Los RE probablemente regulen la diferenciacién
de DCs a partir de monocitos CD14* de sangre peri-
férica estimulados in vitro por el GM-CSF e IL-4, ya
que los antagonistas de los RE ICI 182,780 inhiben
la expresiéon del marcador CDla y la formacién de
procesos dendriticos. Sin embargo, las DCs diferen-
ciadas a partir de precursores de sangre periférica
presentan niveles comparables en la expresion de
CDl1a o formacién de procesos dendriticos al ser cul-
tivadas en medios con concentraciones del E2 entre
0.7y 0.13nM.?3

E2 REDUCE LA VIABILIDAD DE
LAS CELULAS EN LOS CULTIVOS
ESTIMULADOS POR FLT3-L IN VITRO

Los efectos del E2 en la diferenciacién de DCs a
partir de cultivos estimulados por Flt3-L han sido
menos estudiados, de hecho sélo encontramos un
ejemplo en literatura.’” En este estudio describen
tres poblaciones de DCs, una poblaciéon que corres-
ponde a pDCs (CD11c¢*/B220*/CPH-II*), y dos po-
blaciones de cDCs (CD11c*/B220/CPH-II") una que
podria corresponder a DCs “linfoides”, es decir,
CD8a* definida por los autores como (CD11c*
/CD11b”medy y otra poblacién de cDCs que los auto-
res definen como (CD11¢*/CD11b*).37 En concentra-
ciones iguales o mayores a 0.1 nM, el E2 disminuye
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Cuadro 1. Efectos de la concentracion del E2 en el medio de cultivo de DCs del bazo cultivadas ex vivo.

0.1nM

Concentracion del E2

10 nM 0.1 uM 1.0uM

Fenotipo de DCs
MHC-I
MHC-II
CD40
CD54
CD80
CD86

Funcién de DCs
Sobrevivencia de DCs
Traslocacion de NfkBp65 al nicleo
Endocitosis
Capacidad para estimular linfocitos T

Produccién de citocinas
IL-6
IL-10
IL-12
TNF-o

1
n —-— -1

1 |
T sl TR
e

n o=
o=

1
—>
<_
=
—
s

*

n <o -

T Incrementa. {: Disminuye. *: Las diferencias no llegan a ser estadisticamente significativas (P > 0.05), pero se aproximan. Tabla desarrollada a partir de la

informacion presentada por Yang L, et al.40

drasticamente la viabilidad de las células en los cul-
tivos estimulados por FIt3-L, especialmente de las
células que al final del cultivo no se diferencian en
DCs, esto resulta en el aumento del porcentaje
de DCs diferenciadas en relacién al total de células
viables, peroreduciendo notoriamente el nimero to-
tal de DCs que sobrevive al final del cultivo. Los
efectos del E2 sobre la viabilidad de las células en
los cultivos estimulados por Flt3-L son mediados
principalmente por el REo.?” Las subpoblaciones de
DCs mds sensibles al efecto del E2 en este modelo
de diferenciacién son las pDCs (CD11c*/B220*) y la
subpoblacién de ¢DCs “linfoides” (CD11c+ /CD11b”
med) 37No parece haber diferencias en la respuesta a
LPS o CpG entre las pDCs diferenciadas en medios
deficientes en esteroides y las pDCs diferenciadas en
medios con E2 en concentracion de 1.0 nM, ambos
grupos incrementan de manera semejante la expre-
si6én de CD40, CD86 y CPH-II. En contraste, E2 pro-
mueve la expresiéon de los marcadores mencionados
en las ¢cDCs al estimularlas con LPS.%’

E2 REGULA LAS FUNCIONES DE LAS DCs
DESPUES DE SU DIFERENCIACION IN VITRO

Los efectos del E2 sobre las DCs no se limitan a
su diferenciacién, las DCs expresan los RE nuclea-

res y un receptor de estrégenos de membrana
(GPR30).33:383%9 Las DCs del bazo tienen un tiempo
de vida de 10 a 14 dias y las células de Langerhans
permanecen en la piel por periodos mucho mayo-
res,?0 durante este tiempo las concentraciones del E2
podrian tener efectos sobre las DCs presentes en los
tejidos.

Las concentraciones préximas a 1.0 uM del E2 que
se observan durante el dltimo trimestre del embara-
zo, incrementan modestamente la sobrevivencia y au-
mentan significativamente la produccién de IL-6 e
IL-10 por las DCs del bazo mantenidas en cultivo,
pero disminuyen la expresién de CD40, CD54, y la
translocaciéon de NF«B al nicleo, asf como la capaci-
dad de las DCs del bazo para estimular la respuesta
proliferativa en cultivos mixtos alogénicos. Las con-
centraciones menores del E2, préximas 10 nM tienen
efectos muy distintos, diminuyen la endocitosis, pro-
mueven la expresién de CD40 y CD54 asi como la
capacidad de las DCs para estimular respuestas proli-
ferativas. E2 no parece regular la expresiéon de las
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, ni tampoco
la produccién de IL-12 o TNF-o en ausencia de esti-
mulos en los cultivos de DCs del bazo del ratén.*

Otro estudio basado en los efectos del E2 sobre
DCs obtenidas a partir de monocitos CD14* de san-
gre periférica humana diferenciadas por el GM-CSF
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e IL-4 in vitro, demuestra que E2 promueve la secre-
cién de CCL1 cuando las DCs son estimuladas por
LPS. CCLI1 es una quimiocina implicada en el reclu-
tamiento de linfocitos T reguladores y Th2, sugirien-
do que E2 y particularmente el RE tienen un papel
importante en la colocalizacién de distintos tipos de
linfocitos T y las DCs in vivo.33 En este mismo estu-
dio, reportan que las concentraciones del E2 no
afectan la expresién de CPH-II, CD40, CD80, CD83,
CD86, CD1a, ni tampoco la produccién de la mayo-
ria de las quimiocinas o la capacidad de las DCs
para estimular la respuesta proliferativa cuando las
DCs son expuestas a LPS. Sin embargo, la concen-
tracién del E2 en el medio regula la secrecién de IL-
10 e IL-12p70 por las DCs estimuladas mediante
CD40L. De manera interesante, cuando las DCs son
activadas por LPS previo a ser estimuladas por
CD40L, producen menos citocinas en comparacion a
las DCs estimuladas tinicamente por CD40L. En es-
tas condiciones, las DCs que después de diferencia-
das fueron cultivadas en medios con concentraciones
cercanas a 0.1 uM del E2 mantienen un secrecién
mayor de ambas citocinas en comparacién a las DCs
mantenidas en concentraciones menores del E2, es-
tas diferencias son mds notorias en la produccién de
IL-10. En linea con lo anterior, cuando las DCs son
estimuladas por LPS y CD40L, la produccién de las
citocinas IL-5, IL-10 e IL-13 por los linfocitos T au-
menta en funcién de la concentracién del E2 en el
medio de las DCs que los estimularon, con los efec-
tos méas marcados en un rango de 0.001 a 0.1 uM.?3
Otro estudio presenta datos similares, la exposicién

de las DCs a E2 previo a la activacién de los linfoci-
tos T disminuye la produccién de IFN-yy TNF-o
por los linfocitos.*!

EFECTOS DEL E2
SOBRE LAS DCs IN VIVO

A diferencia de lo que podria esperarse a partir de
los experimentos in vitro, en donde se ha demostra-
do que el E2 reduce el nimero pDCs por su efecto
sobre la viabilidad de precursores estimulados por
F1t3-L37 y altera las proporciones de cDCs diferen-
ciadas en respuesta al GM-CSF,32:33:36 en el modelo
murino la administracién de cdpsulas de liberacién
prolongada del E2 reduce drdsticamente el nimero
de los progenitores linfoides pero no afecta el nime-
ro de pDCs diferenciadas en la médula dsea ni en el
bazo,3**2 por lo que se ha sugerido que al menos en
condiciones fisiol6gicas las pDCs derivan de un pro-
genitor mieloide resistente al E2.4?

En ausencia de estimulos inmunes o de condicio-
nes estresantes, el rango de concentraciones del E2
observados entre hembras gonadectomizadas, intac-
tas y tratadas con cdpsulas de liberacién prolongada
del E2 (manteniendo niveles constantes de esta hor-
mona semejantes a los del estro) no afectan el niime-
ro absoluto de DCs (CD11c*/CPH-IIbrillantey ep e]
bazo o la composicién de las cDCs, es decir el por-
centaje de DCs CD11b*, CD8a*, ni la expresién de
CD40 o CD86.3* Sin embargo, la exposicién a niveles
constantes del E2 disminuye el nimero de IKDCs en
el bazo y en la médula ésea,?®3* promueve su pro-

o)
GM-CSF

Célula mieloide
CD11cbaio/Gr-1*

T

o

cDCs
CD11bbrillante

cDCs

oDCs CD11pmedio

CD11bpbrillante

@

IKDCs

Figura 1. Efectos del E2 sobre la diferenciacion de las DCs. A. Efectos del E2 en la generacion de DCs in vitro a partir de precursores de medula
dsea (PMO). B. Efectos del E2 in vivo sobre la diferenciacion de DCs a partir de progenitores de médula ésea, observado en la composicion de DCs del
bazo. Fit3-L: ligando de la tirosina cinasa FIt3; GM-CSF: Factor estimulante formador de colonia de macrdfagos y monocitos; PCL: Precursor comun lin-
foide; PCM: Precursor comun mieloide; IKDCs: Células dendriticas asesinas productoras de interferon; pDCs: Células dendriticas plasmacitoides; cDCs:
Células dendriticas convencionales; Promueve (+); Inhibe (-). El grosor de las flechas indica el nimero de DCs diferenciadas.

527

Togno-Peirce C, et al. Esteroides sexuales e inmunidad: estradiol sobre células dendriticas. Rev Invest Clin 2009; 61 (6): 521-532



duccién de IFN-yal ser estimuladas por la combina-
cién de IL-12 e IL-183* y tiene el efecto contrario
cuando las IKDCs son estimuladas por CpG.2°

ESTRADIOL PROTEGE A LAS DCs
DEL CHOQUE HEMORRAGICO IN VIVO

Varios reportes informan que hay diferencias
marcadas entre los sexos en el funcionamiento del
sistema inmune después de las lesiones hemorragi-
cas o de procedimientos quirdrgicos. La sepsis y
falla orgdnica multiple es mds frecuente en los hom-
bres y las personas de edad avanzada, en compara-
cién a las mujeres en edad reproductiva que tienden
a presentar un mejor progreso.*> Estas observacio-
nes se han estudiado en modelos animales de trau-
ma hemorrdgico, en los que se confirma que las
hembras de ratén durante el proestro mantienen un
mejor funcionamiento cardiovascular e inmune en
comparaciéon a machos y hembras en otras etapas
del ciclo estral. La administracién del E2 tiene efec-
tos protectores en los machos. La inmunosupresién
durante el periodo post-choque se caracteriza por
deficiencia en las funciones de varias células inmu-
nes entre las que se encuentran linfocitos By T,
macréfagos y DCs, ademds se observa una fuerte
liberacién de IL-6 y TNF-a al poco tiempo de la he-
morragia, seguida por un pico elevado de IL-10. La
administraciéon del E2 junto con suero durante el
rescate tiene la facultad de mantener los niveles de
citocinas semejantes a los de animales sanos.*+%

Tan sé6lo dos horas después del choque hemorré-
gico se observa una reduccién en el porcentaje de
DCs (CDl11c) en el bazo, las DCs que permanecen
disminuyen drdsticamente la expresiéon del TLR4 y
la produccién de las citocinas TNF-a, IL-6 e IL-12
ante el estimulo por LPS, ademds de la produccidn
de IFN-yestimulada por IL-12.

En los modelos animales no parece haber efecto del
trauma sobre la expresién de CD80 y CD86 en las DCs
del bazo, pero si en la expresién de CPH-II y de CD83
que es disminuida al igual que su capacidad para acti-
var la respuesta proliferativa de linfocitos T.43:46

Al igual que con las funciones de otras células del
sistema inmune como los macroéfagos, la administra-
cién subcutdnea del E2 (50ug/k de masa corporal)
previene los efectos del trauma hemorrégico en las
DCs del bazo, disminuyendo la tasa de apoptosis de
las DCs, promoviendo la secreciéon de IL-12 e IFN-y
en respuesta a LPS, asi como la activacién de linfo-
citos Th1.444

Tanto la administracién del E2 como del propil pi-
razole triol (PPT), un agonista del REx protegen a

machos y hembras, mientras que el antagonista se-
lectivo del RE, diarilpropionitrilo no presenté efec-
tos protectores, sugiriendo que la benevolencia de
los estrégenos sobre las DCs durante el trauma he-
morrdgico son mediadas a través del REo. Los auto-
res de este estudio sugieren que los efectos del E2
sobre las DCs son una de las causas de las diferen-
cias observadas entre los sexos en el desarrollo de
sepsis tras el choque hemorrdgico.*’

E2 SOBRE LAS DCs EN LA
ESCLEROSIS MULTIPLE IN VIVO

La esclerosis multiple es una enfermedad crénica
en la que el paciente sufre la desmielinizacién del
sistema nervioso central, y se considera que posee al
menos un componente autoinmune contra antigenos
de la mielina,*® entre los que se incluyen linfocitos
Th1l y Th17. En afios recientes los linfocitos Th17
han ganado interés, estos linfocitos se caracterizan
por la secrecién de las citocinas IL-17 y en menor
medida IL-21, poseen un papel importante en el desa-
rrollo de varias enfermedades inflamatorias autoin-
munes.®® Los linfocitos Th17 pueden permear la
barrera hematoencefdlica mediante la secrecién de
IL-17 e IL-22, participando en la inflamacién del sis-
tema nervioso central y en el reclutamiento de otras
células inmunes, ademads, los linfocitos Th17 poseen
actividad citolitica.®’

La esclerosis miltiple ha sido ampliamente estu-
diada en modelos animales de encefalomielitis expe-
rimental autoinmune (EEA) en los que se induce
una respuesta autoinmune contra antigenos restrin-
gidos al sistema nervioso central con el empleo de
adyuvantes.*

Como en muchas otras enfermedades autoinmu-
nes, la incidencia de la esclerosis multiple es noto-
riamente mayor en las mujeres en comparacién a
los hombres. Posiblemente las diferencias entre los
sexos sea el resultado de varios factores, pero se
piensa que las hormonas sexuales tiene un papel de-
terminante.’® De manera interesante, se ha reporta-
do que los niveles séricos del E2 de los hombres que
padecen esta enfermedad son méas del doble en com-
paraciéon a hombres sanos,’! quizds estas diferencias
sean consecuencia de la aromatizacién de la testos-
terona a E2 estimulada por el incremento de citoci-
nas pro inflamatorias.’”> Sin embargo, los niveles
elevados del E2 en los hombres se presentan duran-
te las recaidas y en periodos de remisién, y son siem-
pre menores a los niveles del E2 en las mujeres en el
dltimo trimestre del embarazo, que como veremos
tiene efectos protectores, sugiriendo que la concen-
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tracién del E2 en la sangre puede estar relacionada
al desarrollo de la enfermedad en ambos sexos.

En los modelos de EEA y en el humano, durante
el periodo final del embarazo hay una marcada dis-
minucién en la severidad de la enfermedad y en el
nimero de recaidas.’>>* Algunos estudios sostienen
que en este periodo, la respuesta proliferativa de los
linfocitos T, la secrecién de citocinas proinflamato-
rias, Thl y Th17 disminuyen significativamente,
mientras que aumenta el porcentaje de células T re-
guladoras.’* La proteccién se limita al periodo final
del embarazo, fuera de este periodo la produccién de
las citocinas IL-2, 4, 10, 17 e IFN-yy la respuesta
proliferativa de los linfocitos T son iguales a los de
individuos no embarazados. El suero de los animales
en el iltimo periodo del embarazo es capaz de inhi-
bir la respuesta proliferativa y la secrecién de IL-2
in vitro.>*>% Los efectos protectores del E2 sobre el
sistema inmune en la EEA dependen de la expresion
del REa y no son mediados directamente sobre los
linfocitos T reactivos a la mielina,>® pero estdn rela-
cionados al efecto de esta hormona sobre macrdéfagos
y DCs.%061 Desde hace varios afios se ha considerado
que las DCs tienen un papel importante en el desa-
rrollo de la EEA,®? por otro lado, pueden inducir to-
lerancia y posiblemente tengan potencial terapéutico
en la esclerosis miltiple.%3

Durante la etapa activa de la enfermedad las DCs
migran hacia el cerebro y se localizan en los focos
inflamatorios junto con linfocitos T, en donde pre-
sentan marcadores de maduracién como CPH-II, y
moléculas coestimuladoras. Se sabe que pueden acti-
var linfocitos T durante el inicio de la enfermedad y
se ha sugerido que también pueden participar en la
expansioén del repertorio de linfocitos reactivos a de-
terminantes de la mielina.®* En los modelos anima-
les, el tratamiento con E2 una semana antes de la
induccién de la EEA, reduce draméticamente el por-
centaje de DCs (CD11c*/CDI11b*) en el cerebro,
antes, durante el inicio, y en el pico de la encefalo-
mielitis. Una vez que la EEA ha iniciado, la dismi-
nucién del nimero de DCs observada en el cerebro
se extiende al bazo y los nédulos linfaticos, en donde
las DCs restantes producen menos TNF-o, e IFN-v.4!
De manera interesante, los ratones nulos en la ex-
presiéon de IL-4 o IL-10 también son protegidos por
el tratamiento con E2 de los sintomas de la EEA,
tanto como sus contrapartes silvestres, sugiriendo
que la proteccién brindada por el E2 no depende de
Th2.9 Algunos autores reportan que no hay diferen-
cias en la expresién de las moléculas coestimulado-
ras CD80 y CD86, ni en las moléculas accesorias
supresoras PD-L1 y PD-L2 antes, durante el emba-

razo o al término de éste.’* Sin embargo, la protec-
cién del E2 durante la EEA depende de la expresién
de PD-1, el receptor de PD-L1 y PD-L2, que a su vez
se asocia a una disminucién en el porcentaje de lin-
focitos Th17.41.70

El E2 también posee efectos protectores en las ra-
tas con EEA; sin embargo, en este modelo el E2 pue-
de incrementar la expresiéon de CD80 y CD86 en las
DCs, aunque también se observa una disminucién
en su capacidad para estimular a los linfocitos T
reactivos a la mielina.®® La reduccién de la respuesta
proliferativa de los linfocitos T probablemente esté
relacionada a un incremento de la sintesis de la enzi-
ma indolemina 2,3-dioxygenasa (IDO) estimulado
por el E2 en las DCs.66>8

EFECTOS DEL E2 SOBRE LAS DCs EN EL
DESARROLLO DE MIASTENIA GRAVIS IN VIVO

La administracién de cdpsulas de liberacién pro-
longada del E2 tres semanas antes de la inmuniza-
cién aumenta la respuesta Th1 contra el receptor de
acetilcolina (AChR). En los animales tratados ocu-
rre un incremento en la produccién de IFN-y, TNF-o,
e IL-6, sin afectar la produccién de IL-4 e IL-10.
En este estudio, E2 se relaciona a un aumento en el
nuimero de linfocitos Th1 y anticuerpos fijadores de
complemento (IgGla e IgG1b) reactivos al AChR.
Sin embargo, los efectos mencionados dependen de
la administraciéon de cdpsulas de liberacién prolon-
gada del E2 tres semanas antes de la inoculacién, ya
que la administracién de las cdpsulas del E2 al mo-
mento de la inoculacién no genera ninguno de los
efectos mencionados.

Catorce dias después de la inmunizacién, los au-
tores analizaron la composicién de células en el
bazo, encontrando que en estas condiciones E2 au-
menta el nimero de linfocitos B y de DCs “linfoides”
(CD11c+/CD11b-/ CD80+ ). También encontraron
que las células del bazo estimuladas con células de
Staphylococcus aureus e IFN-y de los animales tra-
tados con E2 producen mds IL-12. Sugieren que este
efecto puede estar relacionado con el incremento en
el nimero de DCs CD8a", que en comparacién con
las DCs CD8o producen mas IL-12 y son mejores
promotoras de la activacién de linfocitos Th1.%7

CONCLUSIONES

Los efectos del E2 sobre las DCs dependen del
contexto en el que se estudien; sin embargo, parece
ser que hay algunas constantes. E2 y el REa pare-
cen ser indispensables en la estimulacién de las DCs
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por CD40L in vitro, la constancia de este requeri-
miento tiene que ser confirmada in vivo, ya que hay
varias diferencias entre los resultados in vitro e in
vivo. Entre las diferencias mds notorias se encuen-
tran los efectos del E2 en la diferenciacién de las
DCs, in vitro E2 promueve la diferenciacién de
cDCs a partir de precursores de medula ésea estimu-
lados por el GM-CSF, mientras que reduce los nui-
mero de pDCs diferenciadas a partir de los mismos
precursores estimulados por Flt3-L. E2 no parece
afectar el nimero de cDCs o pDCs en el bazo ni en
otros 6rganos, sino que disminuye el nimero de
IKDCs, probablemente por efectos sobre los precur-
sores linfoides.

Por otro lado, las concentraciones del E2 observa-
das durante el embarazo pueden regular las funcio-
nes de las DCs después de su diferenciacién, esto
podria tener importancia en algunas circunstancias
como en el choque hemorragico, pero es interesante
notar la necesidad de tratar a los animales con E2
varios dias antes del reto antigénico para observar
efectos de esta hormona en el desarrollo de las enfer-
medades experimentales autoinmunes mencionadas
en este trabajo.

El E2 tiene efectos pleiotrdpicos sobre las células
del sistema inmune, los cuales se manifiestan duran-
te las condiciones fisiolégicas y en el desarrollo de
las respuestas inmunes, esta regulacién incluye a las
DCs, a las que el E2 puede estimular como promoto-
ras de Th1 o Th2, activadoras o supresoras depen-
diendo del contexto en el que esto se estudie. El
estudio de los efectos del E2 sobre las DCs en el de-
sarrollo de las respuestas inmunes puede ser una va-
liosa fuente de informacién sobre los mecanismos
que causan el dimorfismo sexual observado tanto en
la autoinmunidad como en la resistencia a las infec-
ciones.

PERSPECTIVAS

Recientemente se ha descubierto que las células
dendriticas tienen distintas funciones efectoras du-
rante la respuesta inmune. Es cada vez mds grande
el nimero de trabajos que atribuyen a estas células
acciones clave para suprimir una respuesta inmune
contra antigenos propios, previniendo o favorecien-
do enfermedades autoinmunes. También existen
evidencias de que las DCs controlan respuestas in-
munes contra bacterias, virus, pardsitos y hongos.
La remocién o reduccién de esta poblacién celular
puede provocar el desarrollo espontdneo de varias
enfermedades autoinmunes y puede potenciar la res-
puesta inmune contra diversos agentes patdgenos. A

pesar de la importancia bioldgica de estas células,
no escapan a la regulacién por parte de los esteroi-
des sexuales. Asi, se abre la posibilidad de que la te-
rapia hormonal sea una opcién prometedora para
combatir o poder manipular el tipo de respuesta in-
mune a favor de la salud del paciente. Los esteroides
sexuales, como los estrégenos, podrian operar supri-
miendo o activando la funcién celular con base en
un estimulo diferente y en el tejido blanco, propor-
cionando, en parte, una explicacién a las diferentes
susceptibilidades, entre mujeres y hombres, hacia al-
gunas infecciones y enfermedades autoinmunes. En
conjunto, estas evidencias sugieren que el efecto del
estradiol no puede generalizarse y afirmar que tiene
en particular un efecto especifico potenciando o inhi-
biendo el desarrollo de DCs. Un entendimiento més
claro de esta red de interacciones inmunoendocrinas
estd cambiando considerablemente nuestra concep-
cién de la fisiologia y podria afectar profundamente
el tratamiento de diversas enfermedades.
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Non-Reproductive Effects of Sex Steroids: Their Immunoregulatory Role
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Abstract: Sex hormones play an important role as modulators of the immune system. A growing body of evidence shows
reciprocal relationship between sex steroids and the immune system. Since the innate immune response determines the
type of adaptive immune response, hormonal effects on the innate immune response may affect subsequent adaptive im-
munity. The sex steroids estrogens, progesterone and testosterone regulate growth, differentiation, survival and function
of many cell types involved in homeostasis and immunity. The presence of sex steroid receptors on immune cells indi-
cates that sex steroids may exert their biological effects by binding to these receptors. Sex steroids and immunity are
closely connected, and their mutual regulation is involved in the maintenance of immune balance. Understanding the
mechanisms of action of sex steroids on immune cells is important for further progress in the development of novel thera-
pies for chronic diseases associated to immune dysregulation. This review describes the effects of sex steroids on the dif-
ferent immune system cells, and the possible implications of these effects on the incidence of many diseases.

Keywords: Sex steroids, innate immune response, adaptive immunity, infection, sexual dimorphism.

INTRODUCTION

The mammalian immune system is startlingly capable of
distinguishing between self and non-self, and has complex
and evolving dynamic mechanisms that are essential for pro-
tection against invading pathogens. At first, the immune sys-
tem was thought to be largely self-regulated; however, it
slowly became clear that it interrelates direct and bidirec-
tionaly with the neuroendocrine system [1]. The immune
response, being a homeostatic response under physiological
control, contributes to maintain the integrity of body and
tissue cells. Hence, efficient immuno-endocrine communica-
tion implies the existence of afferent and efferent pathways,
which constitute a complex feedback system [2]. Sex based
differences in infection and immunity suggests that sex ster-
oids may be responsible for these gender differences. It
therefore seems logical to envisage that, in addition to the
different immune factors involved in the regulation of the
complex immuno-endocrine network, gender can play an
important role in determining the immune response [3].

A reciprocal relationship between sex steroids and the
immune system has been suggested for several years, and
there is now evidence indicating that sex hormones influence
the distribution and function of many cells of the innate and
adaptive immune system Fig. (1). In addition, gender and sex
steroids play a clear role in the development and prevalence
of many human diseases. Therefore, understanding the basis
of sex differences in the immune response is important for
developing new approaches for prevention, diagnosis and
treatment of infectious and autoimmune diseases.
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The present review addresses various aspects of the ef-
fects of sex steroids on innate and adaptive immune response
and some mechanisms of action of sex steroids on immune
system cells.

SEXUAL DIMORPHISM OF THE IMMUNE RE-
SPONSE

In many sexually dimorphic species the determination of
the sexual genotype upon conception, followed by the organ-
ism’s physiological and endocrinological development,
brings about numerous and complex differences between
males and females. Starting in infancy, and thereafter along
reproductive life, these differences are based on the produc-
tion, secretion, and circulating concentrations of estrogens,
progesterone and testosterone. These differences are mainly
based on the function and development of the hypothalamus-
pituitary-gonad axis (HPG) [4]. The complex interaction
between hormones produced by the HPG axis and other
hormones, in addition to sex-independent gene products,
determine the male and female phenotypes [1].

It may thus be inferred that, in addition to their effects on
sexual differentiation and reproduction, sex hormones may
also determine the differences between the sexes regarding
their immune response to the same antigenic stimulus. Im-
munological dimorphism has long been demonstrated with
the finding that females of different species produce higher
levels of circulating immunoglobulins, and typically display
a more pronounced humoral response against infection.
There is a growing body of evidence showing a sexual di-
morphism in the immune response in humans; in comparison
with men, women mount more vigorous antibody and cell-
mediated immune responses following infection or vaccina-
tion. Clinical and epidemiological findings that autoimmune
diseases aré more common in women than in men, and more
frequent in women of reproductive age, suggests that sex

© 2011 Bentham Science Publishers Ltd.
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Fig. (1). Sex steroids effects on cells of innate and adaptive immunity. Besides their effects on sexual differentiation and reproduction, sex
steroids (estradiol, progesterone and testosterone) can influence the immune system by affecting differently many of the functions of virtu-
ally all immune cells types. Sex hormones regulate the innate immune response through their effects on macrophages (M), monocytes, mast
cells (MC), dendritic cells (DC), natural killer cells (NK) and granulocytes: neutrophils (neut), eosinophils (eos) and basophils. These cells
form the first line of defense against infections and play an important role in determining the type of the developing adaptive immune re-
sponse. Thus sex steroids effects on the innate immune response may affect subsequent adaptive immunity. In addition, sex steroids also
influence the functions of the adaptive immune response cells mainly T and B lymphocytes. uNK: uterine natural killer; ROS: Reactive oxy-

gen species; RNOS: reactive nitrogen oxide species.

hormones are crucial in determining these differences. Ac-
cording with data published by the health systems of several
countries, more than 75% of patients with autoimmune dis-
eases are women and in some extreme cases, specifically of
lupus erythematosus, 9 out of every 10 patients are women
[5]. Furthermore, sex-associated differences in immune re-
sponse are thought to be responsible for the greater suscepti-
bility of females to autoimmune diseases such as multiple
sclerosis (MS), rheumatoid arthritis (RA), and systemic lu-
pus erythematosus (SLE) [6]. Sex-associated differences
have also been observed in relation with infectious diseases.
These include sexual dimorphism of the immune response as
well as dimorphism associated to infection parameters [4b,
7.

Besides their effects on sexual differentiation and repro-
duction, sex steroids (estradiol, progesterone and testoster-
one) can influence the immune system by affecting differ-
ently many of the functions of virtually all immune cells
types (Table 1). In fact, sexual hormones modulate a large
variety of phenomena involved in the immune response, in-
cluding thymocyte maturation and selection, cellular transit,
lymphocyte proliferation, expression of class II major histo-
compatibility complex molecules and receptors, and cyto-
kine production [8]. Furthermore, the presence of sex steroid

receptors on immune cells (Table 2), indicates that one
mechanism by which sex steroids may exert their biological
effects involves interactions with either cytoplasmic or nu-
clear receptors.

SEX STEROID EFFECTS ON ADAPTIVE IMMUNE
CELLS

B Cells

B lymphocytes are characterized by a unique and highly
specialized developmental pathway that is responsible for
their vast phenotypic and function diversity. The majority of
mature B cells reside within lymphoid follicles of the spleen
and lymph nodes, where they encounter and respond to T
cell-dependent foreign antigens, proliferate, and either dif-
ferentiate into plasma cells or enter germinal center reactions
[9]. B-cell subsets with individualized functions such as B-1
and marginal zone (MZ) B cells have also been identified.
These B cell subsets participate in T cell-independent Ab
responses and function as part of the innate immune re-
sponse, recognizing a restricted spectrum of Ags [9].

Some studies have demonstrated that the altered devel-
opment and function of B cells may play a prominent role in
many autoimmune disorders. Interestingly, it has been de-
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Table1. Effects of Sex Steroids on the different Immune Cells
Hormone Target Cell Specie Study Main Effect
| T cell T In vitro ‘ln vivoln | 1 Di‘ffereflﬁation and cytokine secretion 1 IL-4 Pregnancy: 1Th2 1
vitro proliferation
Treg Human Koazs In vitro I'n vitro/In | 1 Proliferation and suppression func?ion 1 Development, function and
vivo numbers; T Foxp3 and IL-10 expression
B cell Husnon Wonss vt Fedion TAcLi‘vation; T Antjboc}y production T Antibody/autoantibody production;
Tsurvival | mitogenesis
1 Degranulation; 1 [gE-mediated degranulation High concentration: |
Human Mouse Invitro In vitro In | TNFa and IL6 release § Degranulation; | TNFa, IL6 and I1-13 release:
Mast cell ) Y : - . 2
Rat vivo In vitro dose dependent 1 Histamine concentration; T numbers T IgE-mediated
degranulation; 1 LTC4 production
Mo Hngit Moass i Vitre B vl 1 Phagocytocis and survival 1 [1-6 and TNFa production; § NO production:
- dose dependent
| 4 u ey
| y ; Pregnancy: | Numbers, | cytotoxic activity finhibitory receptors expres-
Invivo In vitro In : : . : i e
Estradiol NK uNK Human Mouse o sion tProliferation and cytotoxic activity: high dose dependent | activity ;
- Human Mouse v 3 pregnancy: |IFNy production | cytotoxic activity and proliferation: dose
vive In vivo
dependent Pregnancy: tNumbers
e Aama . 1 lefen.zntlatllon, proliferation and cytokine production [ Differentiation
and proliferation: dose dependent
Neutrophil Human Invitro 1 ROS production: dose dependent; {NOS and NO production
Eosinophil Human In vitro 1 Degranulation and adhesion
Basophil Human In vitro 1 IgE-mediated histamine release
T cell Mouse In vivo | Proliferation; T Apoptosis, induce cytostasis
Treg Human Invive Pregnancy: T Numbers
B cell Human Invitro 1 Apoptosis, induce cytostasis
Mast cell Mouse Rat Invivo In vitro Pregnancy: 1 histamine concentration T Numbers | histamine release
Mo Mouse In vitro leytokine and NO production; 1 alternative activation
NK uNK Human Mouse Invitro Invitro In | 1 Apoptosis | cytotoxic activity and proliferation: dose dependent Preg-
Mouse vivo In vitro nancy: TNumbers tProliferation and differentiation
DC Rat In vitro | proinflammatory cytokine and differentiation
e Neutrophil Human In vitro In vivo 1 ROS production: dose dependent T NO production
Eosinophil Human Mouse In vitro In vive 1 Degranulation T Recruitment and IL-5 production
Basophil Human In vitro 1 IL-4 release; no effect on histamine release
T eell Mouse In vitro 1 IL-10 | IL-12 production
Treg Human In vivo Maintain numbers
B cell Human In vive/In vitro | antibody/autoantibody production
Mast cell Rat In vitro | histamine and serotonin release
Mg Human In vivo/In vitro | NO and TNFa production; | TLR4 expression
Testosterone i :
NK Human In vivo | proliferation
DC ? ?
Neutrophil Human In vitro 1 ROS production: dose dependent | leukotriene production
Eosinophil Human In vitro | Adhesion and viability
Basophil Human In vitro No effect on secretion

T Induetion o stimulation; | Inhibition; § Dose dependent/dual effect; DC, dendritic cell; Mo, macrophage; NK, natural killer cells; uNK uterine natural killer cells; NO, nitric
oxide; ROS reactive oxygen species.
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Table2. Expression of Sex Steroids Receptors in Immune Cells
Cell Type Sex Steroid Receptor Reference
Hipnan | viksteelmePeriphe | oo 8 o (4) nibRa (4) PR (4) Hirano ef al. 2006 Dosiu et al, 2008
— eral blood
Whoxs Splenic ERa (+) ER () AR(+) mAR (+) Sakazaki et al. 200::;'1 l;i:r:llax:gg\;oskuh], 2001; Ben-
Treg Mouse Splenic ERa (+) Tai et al. 2008
B cell Mouse Splenic ERo(+) ER (-) mER (-) AR(+) mAR (-) Sakazaki er al. 2002
et | | | e | oot
der Arterial ER (R ERa(Y Nicovani ef al. 2002
Mouse Bone Marrow ERa ((+) ERB (-) Harnish et al. 2004; Zaitzu et al. 2007
Rat RBL-2H3 ERa (+) Zaitzu et al. 2007
Human Peripheral ERa and ERB (+) PR(+) Dosiou and Giudice, 2005 Arruvito er al. 2008
- Mouse Peripheral Uterus ERa (+) ERP (+) ERB (+) ERu (<) PR (-) Currant ef al, 2001 Henderson er al. 2003
Human Peritoneal ER(+) PR (+) Khan et al. 2005
- Mouse Peritoneal AR (+) ERa (+) ERB(+) Wang et al. 2005; Ahmadi 2006
DC Human Follicular ERa (+) PR (+) AR () Sapino et al. 2003
Mouse Bone marrow ERa (+) ERB (+) AR (-) Paharkova ef al. 2004
Rat Bone Marrow PR (+) AR (+) Butts er al. 2008
Eosinophil Human Conjunctiva ER (+) PR (+) Bonini e al. 1995
Neutrophil o ?
Basophil ? ?

AR, androgen receptor; DC, dendritic cell; ER, estrogen receptor; Mg, macrophage; NK, natural killer cells; PR progesterone receptor.

onstrated that hormonal milieu may be an important deter-
minant of mature B cell differentiation. Studies in mice de-
monstrated that the same DNA-reactive B cells can mature to
either subset, depending on the hormonal environment, for
example: anti-DNA B cells in estradiol-treated mice become
marginal zone cells while identical cells from prolactin-
treated mice become follicular cells. These observations
might have implications for the pathogenesis and treatment
of autoimmune disease [9].

Some studies have shown that B lymphocyte function
differs between males and females. Indeed, females have
stronger immune B-cell-mediated immunity than males, as
evidenced by their better immune responses to a variety of
self-antigens and non-self-antigens [10]. In vitro studies in
human cells have shown that estrogens are implicated in the
regulation of IgM, IgA, and IgG levels and the increase of
antibody production to several nonself-antigens and self-
antigens [11].

Estrogen is thought to contribute to the higher frequency
of autoimmune disorders that occur in femgles, but the mo-
lecular bases for its effects on autoimmunity remain to be

elucidated. Estrogen receptors o aud p are eaqmsed on B
cells and are functional. Moreover, several genes involved in

B cell activation and survival are upregulated by estrogen in
B cells. Taken together, these data suggest that an elevation
in E2 leads directly to molecular changes in B cells that alter
survival of immature B cells, and generates autoreactive B
cells that would normally be deleted [12].

The therapeutic potential of tamoxifen, a selective estro-
gen receptor modulator, on estrogen-induced lupus has also
been studied. Mice treated with both E2 and tamoxifen
showed no elevation in anti-DNA antibody titers and the
DNA-reactive B cell population rescued by estrogen was
present in an anergic state in these mice. These results sug-
gest that, drugs that modulate some of the effects of estrogen
may be beneficial in patients with SLE [13].

Another steroid hormone that affects B cells is progester-
one. In vitro, progesterone has a dose-dependent inhibitory
effect on the frequency of immunoglobulin secreting cells
(ISC) in peripheral blood mononuclear cell (PBMC) cul-
tures. The in vitro effect of progesterone on ISC frequency
was not produced by incubating enriched B cells alone with
the hormone, but required the presence of CD8+ T cells [14].

' It is clear that ovarian sex steroid levels exert a particular
influence on female genital tract immunity. One study in rats
found that the stage of the estrous cycle influences the accu-
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mulation of IgA and IgG of uterine secretions [11]. Further-
more, in healthy women, IgA and IgG levels in cervical se-
cretions are lowest during the periovulatory stage of the
menstrual cycle. These results provide the first clear link
between the effects of ovarian hormones on B cell function
in vivo. On the other hand, testosterone have an inhibitory
effect on B cell antibody production. In vitro, testosterone
inhibits IgG and IgM production by human PBMC both in
males and females [15]. In line with these results, it has also
been shown that testosterone decreased while estrogen en-
hanced autoantibody production in PBMC from patients with
SLE [16]. Understanding the effects of sex steroids on B
cells in humans could be of help in the development of
treatment for humoral autoimmune diseases.

T Cells

There are a number of T cell populations that have been
identified to perform a variety of immune responses. A par-
ticular cell population, CD4" T helper lymphocytes (Th),
orchestrates the immune response against a given antigenic
challenge. The two main subclasses of Th lymphocytes, Thl
and Th2, show different patterns of cytokine production, and
consequently play different roles during the immune re-
sponse. Thl cells secrete interferon (IFN)-y, and promote
cellular immune responses, while Th2 cells secrete IL-4, IL-
5, IL-9 and IL-13, and provide optimal help for humoral
immune responses. Recently, other Th cell subsets have been
described, including IL-17 producing T cells (Th17) and T
cells with regulatory function (Tregs), which produce IL-10
and TGF-B [17].

Immune Th1/Th2 balance is crucial for immunoregula-
tion and its malfunction causes various immune diseases.
Th1/Th2 balance is not only controlled by Thl and Th2
cells, but also by other regulatory factors, including sexual
hormones Fig. (2).

In mice, estrogens have been found to regulate T-cell
dependent inflammatory processes, not only by reducing the
amount of cells at the inflammation site, but also by decreas-
ing the expression of activation markers such as CDA40,
CD44, CD69 and of the IL-2 receptor [18]. In addition, they
lower the levels of IL-2 and IFN-y expression, while increas-
ing those of IL-4 [18]. Other studies have shown that estro-
gens increase Th2 cytokine production, e.g. of IL-5, and de-
crease Thl cytokines such as IL-2 [10]. In general, estrogens
seem to have a dual effect on the polarization of the immune
response that depends on concentration of the steroid. Some
studies suggest that E2 may potentiate both Thl and Th2
cytokine production. In these studies, high E2 concentrations
(>5000 pg mlI"") were found to stimulate IL-10 secretion by T
cells, while low concentrations stimulated TFN-y secretion.
Also, a biphasic effect of E2 on TNF-a secretion was shown,
i.e. low E2 concentrations increased TNF-o secretion, while
high E2 concentrations diminished TNF- secretion [19].

Sex steroids seem to affect Thl and Th2 cytokine pro-
duction differentially; however few in vivo studies of sex
differences involving cytokine production have been re-
ported. So the contradictory results may be due to the differ-
ences between in vitro and in vive conditions. In that case,
the effects of sex hormones on the immune system may vary,
even with the same hormone. However, the effects of sex

Muiioz-Cruz et al,

hormones on the immune system to modulate immune re-
sponse are unequivocal.

Estradiol (high doses)
Progesterone
Testosterone

ThO cells

Estradiol (low doses)

Fig. (2). Regulation of cytokine production in Thl and Th2 lym-
phocytes by sex steroids. The differentiation from ThO towards Thl
or Th2 is simetric, each one controls a unique type of immune re-
sponse and increases the development of cells of the same subclass
while suppress the expantion and effector functions of the other
subtype. Sex steroids can control Th1/Th2 balance by inducing the
development of one subtype and inhibit the other subtype. Estradiol
effects clearly depend on concentration, having a dual effect. Pro-
gesterone and testosterone, on the other hand, favour the expansion
of Th2 cells.

Progesterone, another pregnancy-associated steroid hor-
mone, is able to regulate cytokine production by CD4+ T
cells. Progesterone enhances secretion of IL-4 by CD4+ T
cell clones isolated from patients with the demyelinating
disease, MS, and from normal control subjects, in concentra-
tions equivalent to those found in the peripheral circulation
during the normal menstrual cycle (0.1-30 ng/ml), during
pregnancy (10400 ng/ml), as well as in pharmacologic
doses (12-35 ng/ml). Also, in vitro progesterone favors T-
cell differentiation along the Th2 pathway by human Thl T
cell clones [19b, 20]. Progesterone directly enhances differ-
entiation of mouse double-positive thymocytes, as well as
mouse splenic naive cluster of differentiation CD4" T cells
along the Th2 pathway while inhibiting Thl cell develop-
ment [21]. It has also been shown that progesterone induces
IL-4 and IL-5 secretion [22]. Further evidence that proges-
terone has influence on the polarization of the immune re-
sponse is that, during the luteal phase of the menstrual cycle,
cytokine secretion is altered. During this phase, women with
regular menstrual cycle show an inclination of the immune
response towards the Th2-type response, reflected as a rise in
IL-4 production [23].

It has been demonstrated in vitro that testosterone in-
crease IL-10 secretion by CD4+ T lymphocytes. Stimulationt
of splenocytes in the presence of a physiologic dose of DHT
caused a significant increase in IL-10 secretion and de-
creased IL-12 production, while IFN-y secretion was not
significantly changed [24].

Recently, the effect of estradiol, progesterone and testos-
terone on T lymphocyte proliferation has been evaluated
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[25]. It was found that female mouse T lymphocytes always
showed more proliferation than male cells, when activated
with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies. Furthermore, E2
treatment at pharmaceutical concentration, inhibited prolif-
eration in cells of both sexes, while progesterone diminished
proliferation in female T cells and had no effect on male
cells. Finally, testosterone had no effect on either female or
male cells [25].

Few studies have been done to investigate the effect of
sex steroids on CD8'Tcells. Studies in humans and rodents
have demonstrated that CD8 T cells numbers in uterine tis-
sues are influenced by the stage of the hormonal cycle, and
they are dependent on E2 and progesterone levels [26].

Treg Cells

Two classes of regulatory T (Treg) cells play a pivotal
role in the maintenance of immunological tolerance and pre-
vention of autoimmune diseases: naturally occurring regula-
tory cells (nTreg) and adaptive or induced regulatory cells
(iTreg). Naturally arising CD4'CD25 FoxP3" Treg cells are
derived from the thymus, and specifically express the gene
for forkhead/winged helix transcription factor (FoxP3) and
suppress the immune response via cell contact-dependent
mechanisms. In contrast, iTreg cells can be generated in re-
sponse to specific microenvironments, and develop from the
activation and differentiation of mature CD4'CD25 T cells
in the peripheral blood. One of the mechanisms by which
they achieve suppression is dependent on the secretion of
cytokines, such as IL-10 and TGF-B [27].

Modulation of the Treg function by sex hormones has
been suggested. During pregnancy a period with high serum
levels of female sex hormones, Treg cell numbers are ele-
vated [28]. Additionally, some studies suggest that Treg cells
may play an important role in mediating maternal tolerance
to the fetus during pregnancy [29].

Interestingly, the percentage of peripheral blood CD4'
CD25" Treg cells in men and women is comparable, and
there is no difference regarding the phases of the menstrual
cycle. These results and the lack of association between the
percentage of CD4 + CD25" Treg cells and the levels of pro-
gesterone in women, as well as of testosterone, progesterone
or estradiol in healthy male volunteers, suggests that in basal
immune conditions, physiological levels of sex hormones do
not substantially alter the number of Treg cells [27]. In con-
trast, when purified Treg cells from peripheral blood of
healthy male donors were treated with physiological doses of
E2 found during pregnancy, combined with activation
through CD3/CD28, cell proliferation increased signifi-
cantly, in an E2 dose-dependent manner [27]. Recently, us-
ing in vive and in vitro mouse models it has been observed
that E2 at physiological doses not only expanded Treg cells
in spleen, lymph nodes and peripheral blood, but also in-
creased expression of the Foxp3 gene, a transcriptional re-
pressor required for the development and function of Treg.
The presence of estrogen receptor (ER) has been found in the
CD4'CD25 T cells and the conversion of these cells into
CD4'CD25" T cells stimulated by estrogens was inhibited by
a specific inhibitor of ER. This indicates that estrogens could
be a potential physiological regulatory factor for the periph-
eral development of CD4'CD25" during pregnancy, and this
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effect might be regulated via maternal estrogen secretion
[30].

Other studies in mice have reported that E2 plays a pro-
tective role against autoimmune diseases such as collagen
induced arthritis (CIA) [31] and experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) [8a]. The ability of E2 to protect
mice from EAE and CIA correlated with its ability to aug-
ment Foxp3 mRNA and protein expression in the CD4+ T
cell compartment. Although previous data do not prove that
E2 inhibits autoimmunity by expansion of Treg, they do
show that E2 is capable of increasing the number of Treg.
Because depletion of Treg causes autoimmunity, this could
be a plausible mechanism [32]. Together, these data suggest
that estrogens can modulate the function of Treg cells by
promoting their proliferation, and highlight a potential use of
estrogen, or its analogs, as a therapeutic agent to prevent
progression in a variety of autoimmune diseases because
Treg cells have the potential of suppressing immune re-
sponses to a broad range of self antigens.

One study in humans showed that testosterone and/or its
metabolites E2 and DHT, may modulate cell-mediated im-
munity in healthy men. These data demonstrated modifica-
tions in the cellular immune composition in medically cas-
trated men (compared both with their baseline and with the
two control groups). The population of Treg cells was sig-
nificantly reduced, whereas the percentages of CD4 and CD8
T cells and the ratio of CD4 to CD8 T cells remained un-
changed. Interestingly, these changes were prevented by
testosterone replacement, suggesting that testosterone and/or
its metabolites play an important physiological role in regu-
lating immunity at the cellular level [33]. Deficiency in ei-
ther the number or function of Treg cells has been implicated
in a number of human autoimmune diseases such as human
inflammatory bowel disease and SLE. Interestingly, andro-
gen administration has recently been demonstrated to im-
prove disease activity in women with SLE [34]. Together,
these data suggest that androgens may be important in main-
taining the number of potential regulatory T cells, a mecha-
nism through which testosterone and/or its active metabolites
might preserve immune tolerance and protect men from
autoimmune diseases.

SEX STEROID EFFECTS ON INNATE IMMUNE
CELLS

Macrophages

Macrophages are phagocytic cells that are widely distrib-
uted on the organism, and have an important role in the
maintenance of the homeostasis. They also have a broad par-
ticipation in the development of the immune response to
many pathogens, ranging from bacteria to helminths. In the
context of infection, macrophages are able to promote or
modulate inflammation, to polarize T helper (Th) cells acti-
vation in Thl or Th2, and also have a role in tissue remodel-
ing and wound repair.

The ability of macrophages to polarize the Th cells into
Th1 or Th2 profiles responds to different kinds of activation,
which can be divided in two broad categories by their pro-
duction of IL-12. Macrophages with a high production of TL-
12 are termed M1, inflammatory or classically activated, and
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these macrophages promote the activation of Th cells toward
Thl phenotype [35]. The second category of macrophages is
characterized by a low production of IL-12 and is termed
M2. This category includes alternatively activated macro-
phages that are activated in an environment rich in the Th2
cytokines: IL-4 or IL-13, and also promote the differentia-
tion of Th2 cells [35].

In the context of immunoendocrine communication, it
has been previously established that macrophages express
the androgen receptor (AR) [36], progesterone receptor (PR)
[37] and both types of estrogen receptor (ER-o y ER-B) [38].
It has been shown that sex steroids are able to modulate sur-
vival of human macrophages cell lines [39], the recruitment
of macrophages to the site of inflammation [40] and their
effector functions. As occurred with other immune cells, the
effect of sex steroids on macrophages depends on the con-
centration, type and the context in which macrophages are
studied.

For instance, in the murine model of incisional wound,
gonadectomy of females is associated to an increased in-
flammation and delay in wound healing. This effect is due to
the fact that ovariectomy induces an increase in the secretion
of TNF-a and MIF, as well as in the number of infiltrated
macrophages at the site of the lesion. Also, the percentage of
alternatively activated macrophages are increased [40-41]. If
castrated females are reconstituted with E2 concentrations
observed during estrous, then the production of TNF-a, MIF
and the total number of infiltrated macrophages in the
wounds are decreased. However, treatment with physiologi-
cal levels of progesterone has a modest effect, in comparison
to the effect induced by estradiol, on the same parameters
studied [40]. On this circumstances, androgens seems to
have the opposite role than that for E2, since castrated males
showed a decrease in the number of macrophages at the le-
sion in the mouse, and a decrease also in the production of
TNF-a. The antagonist of androgens, flutamide, also reduces
the production of TNF-a by macrophages obtained from
lesions in humans (men) [36a].

Moreover, sex-steroides regulate the production of nitric
oxide (NO) by macrophages, in a dichotomic way. At low
concentrations, E2 stimulates the secretion of NO by LPS-
activated macrophages in vitro, however, at high concentra-
tions of E2, there is a decrease of NO [42]. Testosteone also
decrease NO production by macrophages cell lines and in
astrocytes, affecting the expression of the iNOS [43]. Fur-
thermore, E2 and to a lesser extent Progesterone, decrease
the activity of the enzyme catalase, a very important modula-
tor of the NO synthesis [44]. In mouse macrophage cell
lines, testosterone induces IL-10 synthesis and exerts anti-
inflammatory effects by inhibition of TNF-o, while estradiol
increases TNF-o; production and decreases IL-10 synthesis
in cultures stimulated with lipopolysaccharide (LPS) [45].

Furthermore, testosterone decreases the expression of
TLR4 and the sensibility to the ligand in macrophages cul-
tured in media that contains physiological concentrations of
this hormone. Orchidectomized mice were significantly
more susceptible to endotoxic shock and macrophages iso-
lated from these animals have significantly higher TLR4 cell
surface expression than those derived from sham gonadec-
tomized mice. Importantly, these effects were not apparent in
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orchidectomized animals which received exogenous testos-
terone treatment. As such, these data may represent an im-
portant mechanism underlying the immunosuppressive ef-
fects of testosterone [46].

Granulocytes

It is well known that granulocytes are key cellular com-
ponents of the innate immune system. Granulocytes consti-
tute approximately 65% of all white blood cells and are
commonly divided in neutrophils (90-95%), eosinophils (3—
5%) and basophils (0.5-1%). Neutrophils have been the best
investigated granulocyte population as far as effects of sex
hormones are concerned. Neutrophils are an essential com-
ponent of the acute inflammatory response and play impor-
tant roles in host defense against all classes of infectious
agents. The effects of sex hormones on granulocytes func-
tions have been investigated in a few studies and some
yielded contradictory data. In this context, it has been shown
that sex steroids have different actions on reactive oxygen
species (ROS) generation by human neutrophils. Treatment
of human neutrophils with 17-beta-estradiol, progesterone
and testosterone, in vitro, significantly reduced ROS produc-
tion [47]. In contrast, neutrophil free radical production has
been shown to be increased after treatment with physiologi-
cal doses of estradiol or progesterone [48]. Furthermore, the
effect of synthetic hormones in granulocytes is not clear,
since depending on the type of oral contraceptive used, they
may or may not increase granulocyte numbers [49]. Other
effects of sex steroids on neutrophils are the effects of estro-
gen and progesterone on NO production. /n vivo, estrogen
and progesterone can increase expression of NO synthase. It
is correlated with in vifro experiments demonstrating that
estrogen can up-regulate NO synthase expression in human
neutrophils [50]. Furthermore, leukotriene production in
stimulated neutrophils is suppressed by testosterone and dif-
ferent testosterone levels in males and females cause a dif-
ferential activation in human neutrophils, which mediates
sex differences in leukotriene production [51].

Eosinophils are pleiotropic multifunctional leukocytes
involved in initiation and propagation of diverse inflamma-
tory responses, as well as modulators of innate and adaptive
immunity. Human eosinophils have both estrogen and pro-
gesterone receptors, while the expression of estrogen recep-
tor has been demonstrated in rodents [52], thus sex hormones
may influence the activity of eosinophils through their recep-
tors. There are some studies reporting the effect of sex ster-
oids on the main functions of eosinophils. Such studies have
demonstrated that treatment with a combination of estradiol
and progesterone significantly enhances human eosinophils
degranulation, in vifre [53]. Also, progesterone alone m-
duces degranulation of blood eosinophils in vitro [54]. Simi-
larly, estradiol has been shown to induce degranulation of
human blood eosinophils in vive and in vitre [55]. In addi-
tion, estradiol treatment significantly enhances the eosino-
phil adhesion to human mucosal microvascular endothelial
cells. In contrast, testosterone treatment reduces human eosi-
nophil adhesion and viability [53]. Progesterone has also
been shown to increase the esosinophilic airway inflamma-
tion in a mouse model of allergic asthma, by enhancing sys-
temic IL-5 production [56]. Since eosinophils are involved it
the pathogenesis of asthma, then sex hormones, through the
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interaction with eosinophils, might affect the severity and
evolution of this disease.

The role of basophils, the rarest of blood granulocytes, in
host immunity has recently gain prominence with the dis-
covery that they function as antigen-presenting cells and are
sufficient to drive Th2 cell differentiation [57]. Although
basophils are found mainly in the blood, they are rapidly
recruited to the lymph nodes during a primary response to
the soluble antigens of parasites. Basophils initiate allergen-
and helminth-driven CD4+ T helper type 2 responses by
functioning as antigen-presenting cells in draining lymph
nodes [57].

Little information is available about the effects of sex
steroids on basophils. One study showed that estradiol en-
hances the histamine release of sensitized human basophils
upon stimulation with anti-IgE, while incubation with estro-
gens alone, without challenge with anti-IgE, did not give any
detectable histamine release [58]. Another study reported
that the sex steroids, testosterone and estrogen, showed no
effect on the in vitro release of IL-4 by human basophils,
induced by anti-IgE antibodies or on the release of histamine
induced by the human recombinant histamine-releasing fac-
tor [59].

In summary, although much more research is needed, it
appears that sex steroids can affect innate immunity by regu-
lating the function of granulocytes.

Dendritic Cells

Dendritic cells (DCs), are an heterogenecous group of
cells that can be derived from mieloid and lymphoid pro-
genitors. Several classifications have been proposed for this
cell type, however, the studies of the effect of sex steroids
have been focused on the next categories of DCs: conven-
tionals DCs (¢DCs), plasmacitoids DCs (pDCs) and the
newly discovered interferon producing killer dendritic cells
(IKDCs). DCs are best known as antigen-presenting cells
that initiate adaptive immune responses; they have a central
role on the regulation of the function of the immune system,
serving as a link between innate and acquired immunity.

Human ¢DCs express estrogen receptors (ER-p and ER-
B) and progesterone receptors (PR-A and PR-B) [60]. Sev-
eral studies of the effect of female sex hormones on DCs
have focused on the differentiation of these cells from bone
marrow precursors grown in vitro and stimulated by the
Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-—
CSF), or the tyrosine FIt3 ligand [60b, 61]. These studies
have shown that E2 is an important component in the culture
media for the differentiation of DCs. Perhaps this is not ob-
vious, since most of the cultures to differentiate DCs use
fetal bovine serum and, since this contains significant con-
centrations of estrogen, it promotes the differentiation of
DCs in cultures [60b, 62]. Importantly, high concentrations
of E2 in vivo does not seem to generate the same effects as
no differences were found between animals treated with this
hormone and its controls, particularly on the number of
PDCs in bone marrow or spleen, despite the fact that treat-
ment with E2 significantly reduces the number of lymphoid
precursors [61b].
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The effects of E2 on DCs are not limited to their differen-
tiation, but also regulate the ability of DCs to activate the
immune response and a polarized Thl or Th2. The spleen
DCs exposed to concentrations of E2 ex vivo, secrete more
IL-6 and IL-10 and are less efficient in the activation of na-
ive T cell compared to DCs maintained in media with lower
concentrations [63]. In line with this, the DCs exposed to
high concentrations of E2 appear to have a tendency to
stimulate Th2 cells [62].

Progesterone is known to have immunomodulatory ef-
fects on DCs. One study reported direct effects of progester-
one on DCs from female rodents, primarily affecting mature
DC function. Progesterone effects on DCs included inhibi-
tion of secretion of the proinflammatory cytokines TNF-o
and IL-1B in a dose-dependent manner and downregulation
of cell surface markers (major histocompatibility complex
class II and CD80) expression. In addition, progesterone
inhibited DC-stimulated proliferation of T cells [64].

Recently, the differential expression of steroid hormone
receptor has been assessed in immature bone marrow-
derived DCs (BMDCs) from male and female rats. Higher
numbers of immature BMDCs expressed androgen receptor
(AR) protein in males than in females, while higher numbers
of immature BMDCs from females expressed PR protein
compared with males. Conversely, BMDCs from females
were miore sensitive to progesterone, as indicated by a more
dramatic reduction in proinflammatory cytokine secretion.
These findings suggest that the effects of progesterone on
DCs in rodents may be more pronounced in females than in
males, and this is likely due to differences in PR protein ex-
pression [64]. These data indicate that estradiol and proges-
terone directly modulate DC capacity to drive pro-
inflammatory responses. This mechanism could contribute to
or account for some of the differential expression of auto-
immune/inflammatory disease in females. Thus, through
direct actions on DCs, female sex steroids may influence
immunity, autoimmunity and tolerance. Since most of the
studies analyzing the effects of steroid hormones on DCs
have utilized whole DC populations, studies using specific
DC subsets are needed to understand the precise effect of sex
steroids and their role in DC immunity.

Mast Cells

Mast cells (MC) are key elements of the immune systen.
They are widely distributed throughout the body in particu-
larly close proximity to mucosal surfaces. Recent studies
have shown that MC have important roles in innate and
adaptive immune responses. MC respond to danger signals
not only with immediate and delayed release of a wide vari-
cty of inflammatory mediators such as tumor necrosis factor
(TNF) and histamine, but also with recognition of a diversity
of invading micro organisms and recruitment of neutrophils,
dendritic cells and T cells. Moreover, many mast cell-
derived products have effects that can significantly influence
the survival, proliferation, phenotype or function of many
other cell types that participate in inflammation, immunity
and tissue remodeling. MC have long been known as major
effector cells of IgE-mediated allergic inflammation such as
asthma and other allergic disorders, and are active in many
diseases characterized by inflammation and tissue remodel-
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ing [65]. Many of these conditions are associated with mast
cell activation and changes in the numbers of MC at the af-
fected organ or anatomical site. A number of clinical and
epidemiological studies suggest that sexual hormones regu-
late immune functions through their effects on MC func-
tions, including mast cell secretion. In this context, a rela-
tionship between female hormones, mast cell-derived media-
tors and development of asthma and other allergic and in-
flammatory diseases has been suggested [66]. Furthermore,
it has been demonstrated by several investigators that sex
steroids influence the function of MC and their distribution
in several tissues [67]. In mice, it has been observed that
histamine content and MC density in the uterus increase dur-
ing pregnancy and after treatment with progesterone [67a].
Other experiments in rats confirm a stimulatory effect of
estradiol on MC activation and allergic sensitization, while
progesterone is shown to suppress histamine release but po-
tentiate IgE stimulation [58, 67b, 68]. In stimulated rat peri-
toneal mast cells 17 B-estradiol augmented secretion of his-
tamine and serotonin, in a dose-dependent manner. In con-
trast, testosterone inhibited histamine secretion in stimulated
rat mast cells [67b]. In humans, the distribution and activa-
tion of MC in the endometrium are modulated throughout
the menstrual cycle [69]. It has also been shown, that proges-
terone at physiological concentration reduced the spontane-
ous proliferation of a human mast cell line to half that of
cells cultured without hormone [67c¢].

MC express high affinity estrogen receptor (ER) and
progesterone receptor. ER alpha has been identified in hu-
man bladder MC [70], in the human MC line HMC-1 [71], in
arterial MC [72] and in human nasal mucosa MC [73]. Fur-
thermore, ER-a mRNA was detected in the rat MC line
RBL-2H3 and in the mouse bone marrow MC [71]. In addi-
tion, expression of progesterone and estrogen receptors have
recently been identified in MC in the upper airways, indicat-
ing that this may be a major route for the involvement of sex
hormones in airway inflammation when exposed to the
higher and varying concentration of estrogen and progester-
one characteristic of females [74].

Very few studies of sex differences involving cytokine
production by mast cells have been reported to date. These
studies provide evidence that estrogen treatment significantly
inhibit TNF-a, IL-6and IL-13 release from stimulated MC
[75]. Interestingly, it has been found that MC can also be
activated or regulated by environmental estrogens. Stimula-
tion of MC with a variety of environmental estrogens with
and without estradiol or IgE and allergens caused rapid dose-
related degranulation of MC and enhanced IgE-mediated
release of allergic mediators. Furthermore, the combination
of physiologic concentrations of 17B-estradiol and several
concentrations of environmental estrogens has additive ef-
fects on MC degranulation. Thus estrogenic environmental
pollutants might promote allergic diseases by inducing and
enhancing MC degranulation [76]. In addition, the possible
impact of estrogen mimetics, in the environment and in food,
on the development of disease associated with MC activation
must be considered. Finally, since MC are involved in a va-
riety of diseases, all of which have a higher prevalence in
women, it is necessary a better understanding of the gender
and sex hormones influences on MC function in humans, in
order to produce, novel therapeutic approaches.
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NK Cells

NK cells are a subset of lymphocytes with unique pheng.
typic characterization and functional properties. Some of the
functions of NK cells include perforin-dependent cytotoxic-
ity, cytokine production (especially IFN-y, IL-5 and [L.-] 3),
and induction of costlmulatory molecules. In this capacity,
NK cells participate in early immunity against certain vi.
ruses, intracellular bacteria and parasites and can facilitate
adaptive immunity [77]. Besides their role in early immy.
nity, the role of NK cells in human reproduction has been
extensively ‘investigated, primarily because they constitute
the predominant leukocyte population present in the endo-
metrium at the time of implantation and in early pregnancy
[78]. One of the most striking examples of interaction be-
tween the endocrine system and the immune system in hy-
mans occurs at the level of the decidua (endometrium of
pregnancy). Here, under the influence of sex steroids, there
is a dramatic increase of a unique populaticm of lympho-
cytes, the uterine natural killer (uNK) cells, in early preg-
nancy. These cells derive predommantly from a subset of
peripheral blood NKcells, which under hormonal influence
gets recruited to the uterus. The role of these cells in human
pregnancy has not been definitely established; however, they
are believed to provide immunomodulation at the maternal-
fetal interface [79]. It has been demonstrated that human
uNK cells express both mRNA and protein for ERB1 sug-
gesting that estrogens could be acting directly on uNK cells
through ER [78]. Other studies have shown an influence of
female sex hormones upon peripheral blood NK cells num-
ber and function. Durmg normal human pregnancy, periph-
eral NK cells decrease in number and exhibit decreased lytic
activity compared with NK cells from controls [6, 79]. The
changes in peripheral NK cell numbers, phenotype, and ac-
tivity during pregnancy indicate that NK cells are hormon-
ally regulated.

There are various reports on the effect of the sex ester-
oids on the main activity of NK cells, their ablhty to lyse
other cells. Higher NK activity has been found in post-
menopausal women and in males as compared to females
[80], suggesting a suppression of NK activity by progester-
one or E2. Studies in vivo on the effects of 17p-estradiol on
castrated mice showed significant inhibition of NK cell a¢c-
tivity after continuous exposure to estrogen [79]. Consistent
with this, a study in ovariectomized mice treated with estro
gen demonstrated that purified splenic NK cells had a sig
nificant reduction in cytotoxicity compared with control ova-
riectomized animals [81]. Also, in vitro it has been demon-
strated that sex hormones affect NK cell function. However,
this effect depends on the incubation time and dose (ré?
viewed in [6]). The effect of hormones on peripheral
cells could be either direct, through receptors on NK cellsxﬁ
indirect, through action on neighboring cells. Estrogen 'W
ceptor alpha (ER-o and ER-B have been identified in mouse
spleen and peripheral blood NK cells [81]. Also, peri
blood NK cells express classical progesterone receptor
and this makes NK cells susceptible to progesterone-i
apoptosis [82].

Another function of NK cells is cytokine production
cytokine repertoire of peripheral NK cells is mainly type
cytokines (IL-2, IFN-y). Although there are many $
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into cytokine production of uterine NK cells during preg-
nancy, little is known about effects of sex hormones on cy-
tokine production by peripheral NK. It has been observed,
that production of IFN-y by stimulated peripheral NK cells is
decreased during pregnancy [83]. Also, the effect of estrogen
on cytokine production by a rare but important subset of NK
cell the invariant natural killer T (iNKT) cells, has been de-
scribed. In this respect, in vivo activation of iNKT cells in-
duced significantly higher concentrations of IFN-y in the
serum of female than in that of male mice, while IL-4 pro-
duction was not affected. In support of a crucial role of ovar-
ian hormones in this phenomenon, a significant decrease of
serum IFN-y concentration occurred in ovariectomized fe-
males, while orchidectomy affected neither IFN- nor IL-4
serum concentrations in males. Furthermore, in vitro and in
vivo experiments demonstrated an increased synthesis of
IFN-y by activated iNKT cells upon exposure to estradiol
[84].

The current literature suggests that immunomodulation of
NK cells by sex steroids is complex. In humans, it has been
demonstrated that both, reduced testosterone and E2 levels
during medical castration induces an increase in peripheral
NK cells [33]. Furthermore, it was found that NK cells were
unaffected when testosterone and E2 levels were maintained
in the physiological range with testosterone replacement.
These data indicate that testosterone and/or its metabolites
may suppress NK cell proliferation in healthy men.

The mechanism by which sex steroids influence immune
composition or cellular immune function is not well under-
stood. Because of the important role of NK cells in innate
immunity and the crucial role of iNKT cells in immune regu-
lation, it seems highly probable that estrogens participate in
the sexual dimorphism associated with autoimmunity and
infectious diseases, at least in part, by modulating NK and
iNKT cells functions.

CONCLUDING REMARKS

The sex hormones estrogens, testosterone and progester-
one, affect the processes of differentiation, maturation and
function of many cell types of the immune system. The de-
termination of the cell types that are targets of sex steroids
and the better understanding of the mechanisms by which
these factors modify immune cell activity are of crucial im-
portance to unravel the causes of gender differences in auto-
immune and infectious diseases and to design the most ap-
propriate therapeutic strategies.

Currently, available evidence suggests that the effects of
sex steroids on the immune system cannot be generalized,
since these effects may vary from immunosuppression to
immunopotentiation, even with the same hormone. This re-
view shows that the data on the effects of sex hormones on
the various immune cells are conflicting. Conflicting results
may be due to handling of the cells for in vitro research,
which may result in changes in expression of various recep-
tors or in priming of the cells. Furthermore, variability in
results may be explained by differences between systems.
These include, in vitre and in vivo studies, dose of hormones
(low vs high doses), age and sex-hormonal status, route and
time of administration, the metabolism of hormones (e.g.
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metabolism of testosterone to estrogen) and the effect of
systemic treatment on the levels of other steroid hormones.

On the other hand, conflicting results can also (partly) be
explained by different experimental methods used: the use of
whole blood cells versus isolated cells, since isolation per se
may affect the leukocytes, while the stimulation of the cells
takes place in a setting, which is very different from the in
vive environment. Thus in starting to unravel the mechanism
by which the reproductive condition and sex hormones regu-
late immune responses, we should not only standardize our
experiments, but we should also direct our focus towards
other factors, such as the anti-inflammatory factors produced
during the follicular phase [6].

Experimental and clinical evidence in many models has
indicated a link between sex steroid hormones including es-
tradiol, testosterone and progesterone, and autoimmune dis-
eases such as: multiple sclerosis (MS), rheumatoid arthritis
(RA), SLE and experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE). Based on these observations, some clinical trials
based on hormone therapy and strategies to modulate auto-
immunity via selective estrogen receptor modulators, have
been performed. However, sex steroid treatments are a com-
plicated clinical issue that raises questions on risks vs. bene-
fits. Clearly, further basic science information is essential to
our understanding of the immune and neural implications of
clinically used sex steroids and sex steroid receptor modulat-
ing drugs. Such studies will certainly provide the basis for
new therapeutic strategies for autoimmune and infectious
diseases.

In recent years it has become evident that rapid effects
(non-genomic) of steroid hormones are mediated by interac-
tions with components of various signal transduction path-
ways, including adenylyl cyclase, mitogen-activated protein
kinases (MAPKs), and phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)
[85].

Indeed, estrogens and androgens acting via a non-
genotropic action of their classical receptors (ER-a, ER-B, or
AR), affect the function of several different cell types, by
rapidly activating the Src/Shc/ERK and PI3K and down-
regulating the INK signaling pathways. Unlike its classical
transcriptional action, this effect requires only the ligand
binding, not the DNA binding, domain of the receptor [85b,
86]. Also, there is evidence that nuclear hormone receptors
(NHRs) are important regulators of cytokine action. NHRs
regulate cytokine receptor signaling by affecting STAT ex-
pression and by acting as coregulators of STAT transcrip-
tional action [87]. Furthermore, ubiquitous signaling path-
ways traditionally believed to mediate the signals of growth
factors or cytokines have been found to be recruited by sex
steroid hormones via their nuclear or membrane receptors.
These include tyrosine kinases, c-Src, G proteins, phosphati-
dylinositol 3-OH kinase/Akt, and MAPKs. These cascades
lead to rapid actions and are also critical for the regulation of
the expression of several target genes in the nucleus, indicat-
ing a tight integration of the non-genomic and genomic
pathways of sex steroid signaling [88]. Despite these studies,
the molecular mechanisms underlying sex steroids regulation
of cytokine signaling are not completely understood. Then
studies directed to understanding of the molecular basis of
the non-genomic actions of sex steroids on the cytokine sig-
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naling are needed, and may become relevant for ¢linical pur-
poses in the future.

Finally, our work and the work of others reveal that hor-
mones, including androgens, estrogens, and glucocorticoids,
affect both the parasite and host responses to infection. Fu-
ture studies must continue to consider the interactions of
hormones with cytokines in a network that result in sex dif-
ferences in response to infection.

Our hypothesis would be that the immune system of
males and females are not dimorphic; rather, the immune
responses generated against both self and non-self antigen
are different between the sexes. Immunological sensitivity to
hormones, and possibly neurotransmitters, may have evolved
as an adaptation for individuals of either sex to confront in-
fection successfully, even if by different mechanisms. Sex
differences in immune function also may have evolved to
solve sex-specific challenges, like pregnancy or competition
for territories or mates. Selective pressures may have driven
the evolution of dimorphic immunity to infection and create
a need to balance the defense of the host against infection
with successful reproduction and survival of the host. A
compromise may be achieved by a transient enhancement or
suppression of immunity, which could allow pregnancy in
females with offspring that are partially non-self and to al-
low males to utilize high androgen concentrations to develop
secondary sex traits, defend territories, and obtain mates.
Pregnancy, in particular, demands for immunological allow-
ance that would be beneficial for offspring survival and tran-
sient immunoendocrine regulation by hormones and cytoki-
nes may ensure that the fetus is not damaged. Similarly,
males that can better cope with the stress of competition and
can balance this with susceptibility to infection may be more
likely to achieve successful matings and reproductive suc-
cess.
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INTRODUCCION

La homeostasis es un rasgo distintivo de todos los organismos vivos,
caracterizado por el mantenimiento del equilibrio interno con respecto
al medio exterior. Claude Bernard (1813-1878), eminente médico y
bidlogo tedrico, considerado como el padre de la fisiologia moderna,
postuldé en 1865 este término, poniendo especial énfasis en los
distintos sistemas dinamicos que un organismo posee, con la
finalidad de preservar una condicion fisiolégica estable,. capaz de
auto-ajustarse y llevar al organismo a un nuevo estado homeostatico.
En vertebrados superiores, particularmente mamiferos, existen
diversos mecanismos homeostaticos que regulan multiples aspectos
fisiologicos, tales como la temperatura corporal, el balance
electrolitico, el intercambio de gases (oxigeno), diversos procesos
anabdlico-catabdlicos, entre otros.
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RESUMEN

Las hormonas sexuales tienen una importante participacion en la
regulacion de la respuesta inmunologica. Debido a que la respuesta
inmune inicial determina el tipo de respuesta inmune adaptativa, los
efectos de hormonas sobre la inmunidad innata podrian afectar a la
respuesta  inmune  adaptativa  subsiguiente. Los  estrdégenos,
progestdgenos y andrégenos regulan el crecimiento, diferenciacion y
funcionamiento de varios tipos celulares involucrados en la inmunidad. La
presencia de receptores para esteroides sexuales en células del sistema
inmune es un indicador de que los esteroides sexuales pueden ejercer
sus efectos biologicos uniéndose a dichos receptores. Los esteroides
sexuales y la inmunidad estan estrechamente conectados y su mutua
regulacion esta ligada al mantenimiento y balance inmunoldgico. El
entendimiento de los mecanismos de accion de los esteroides sexuales
sobre el sistema inmune es importante para el desarrollo de nuevas
terapias relacionadas con enfermedades cronicas asociadas a la
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RESUMEN

Las hormonas sexuales tienen una importante participacion en la
regulacion de la respuesta inmunolégica. Diversos estudios han
demostrado que existe una relacion reciproca entre los esteroides
sexuales y el sistema inmune innato. Dado que la respuesta inmune
inicial, determina el tipo de respuesta inmune adaptativa, los efectos
hormonales sobre la inmunidad innata podrian afectar a la respuesta
inmune adaptativa subsiguiente. Los estrogenos, progestagenos vy
androgenos regulan el crecimiento, diferenciacion y funcionamiento de
varios tipos celulares involucrados en la inmunidad innata. La presencia
de receptores de esteroides sexuales en células del sistema inmune
innato es un indicador de que los esteroides sexuales pueden ejercer sus
efectos biolégicos uniéndose a dichos receptores. El entendimiento de los
mecanismos de accion de los esteroides sexuales sobre el sistema
inmune innato es importante para el desarrollo de nuevas terapias
relacionadas a enfermedades inflamatorias asociadas a la desregulacién
de una respuesta inicial. En este capitulo se describen los efectos de los
esteroides sexuales sobre la funcion de diversos tipos de células del
sistema inmune innato, asi como algunos de los mecanismos de accién
de los esteroides sexuales en estas células.
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