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Sex steroids and immunity:
the role of estrogens on dendritic cells

ABSTRACT

It is well known that 17p-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 17p-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, 17f-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. 17j-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. Ademas de partici-
par en estos procesos biolégicos, 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 ultimos afios, se ha demostrado que el estradiol regula la
diferenciacion, 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. EIl presente trabajo presenta
un resumen de los efectos descritos del estradiol sobre las
DCs, comparando la informacién 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. Presentaciéon antigénica. Au-
toinmunidad. Dimorfismo sexual.

nas con efectos inmunorreguladores, que forman
parte de una red de comunicacién entre los sistemas
inmune, nervioso central y endocrino. Mediante esta
red de comunicacion, se coordinan varios procesos
bioldgicos, tales como el metabolismo, la reproduc-
cion 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 relacion
con la fertilidad. Sin embargo, también poseen una
extensa gama de otros efectos, que no son solo re-
productivos sobre el organismo. Se ha demostrado
previamente, que los esteroides sexuales modulan el
estado de d&nimo, la masa 6sea, la presion arterial, la
neuroproteccidon 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 atencion, ya que varias enfer-
medades autoinmunes como el lupus eritematoso
generalizado, la esclerosis multiple y la artritis reu-
matoide, son mas frecuentes en las mujeres que en
los hombres. Por otro lado, las mujeres son mas
resistentes a varias infecciones (por varios patége-
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 mas 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.?5 Particularmente, el E2 afecta las fun-
ciones de células NK, macrofagos, mastocitos y
linfocitos,®> ademas 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 es en
el caso de la cisticercosis experimental murina,® o a
la susceptibilidad en la autoinmunidad, como en la
encefalomielitis experimental autoinmune o el lu-
pus eritematoso generalizado.” Los efectos del E2
sobre el sistema inmune son pleiotropicos, 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 funcion del con-
texto en el que son analizadas, como discutiremos
més 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 mas efi-
cientes, ya que son superiores a los macroéfagos en el
desempefio de esta funcion.® Esta condicion 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 ademas también hacen lo propio a diversos
patdgenos 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 activacion de la inmunidad
adaptativa o a la generacion 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 expresion de las
moléculas CD80 y CD86 (también llamadas B7.1y
B7.2, respectivamente), activando a aquellos linfoci-
tos que reconozcan al complejo antigénico. Ademas
de activar a los linfocitos T, las DCs pueden progra-
mar la diferenciacidn de los linfocitos T cooperado-
res hacia un perfil Thl 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-L1y PD-L2.11

Una vez iniciada la respuesta inmune, las DCs re-
gulan la duracion 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,'® ini-
ciando procesos inflamatorios tras reconocer patro-
nes moleculares asociados a patogenos y activando a
otras células de la inmunidad innata como las NK.14

TIPOS DE DCs
Las DCs son un conjunto bastante heterogéneo

de células que varian en fenotipo y funcion; sin em-
bargo, la mayoria de estas células se puede distin-
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guir por expresar niveles elevados de la molécula
CD11c y de moléculas de la clase Il del CPH (CPH-
I1). La clasificacion de las DCs ha sido abordada re-
cientemente en dos revisiones.%16

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-I11 en ausencia
de los marcadores B220 y NK1.1 (CD11c*/CPH-I1*/
B220/NK1.1%), y en general secretan IL-12 en
respuesta a los estimulos por lipopolisacaridos
(LPS).1516 |_as cDCs pueden ser subdivididas en
varias categorias con base en la expresion de otros
marcadores como CD11b, Ly6C y el homodimero
CD80..1%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 secrecion
de interferones del tipo | (IFN-I) en respuesta a va-
rios tipos de patdgenos intracelulares como los virus
encapsulados.'” El tercer tipo, son las recientemente
descritas DCs asesinas productoras de interferon
(IKDCs).'8 Las IKDCs pueden secretar I1L-12, IFN-y
o IFN del tipo | dependiendo del estimulo, y se dis-
tinguen por expresar una combinacion de marcado-
res de moléculas membranales caracteristicos de
DCs y de células NK que incluyen a CD11c*/CPH-
117/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.2!

ESTRADIOL Y SUS RECEPTORES

Los estrogenos son un conjunto de hormonas es-
teroideas que incluyen al estriol, la estrona y el
estradiol. El estradiol (E2) es el mas abundante y de
mayor relevancia fisioldgica en las mujeres en edad
reproductiva. Los estrogenos son producidos por la
aromatizacion de los andrdgenos, por ejemplo, la tes-
tosterona sufre la pérdida del grupo angular C-19 y
la formacion de un anillo aromético y da origen al
E2. La principal fuente de estrégenos son los ova-
rios y la placenta, aunque hay otros 6rganos impor-
tantes de produccion de estrégenos cdmo la piel y el
cerebro.

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

RER. La unién del E2 a los RE causa la dimeriza-
cion del receptor y su translocacion al nucleo, en
donde interacttan con secuencias del DNA llamadas
elementos de respuesta a estrégenos, y promueve o
inhibe la expresidn de genes. Cada dimero del RE po-
see distintas afinidades por los elementos de respues-
ta a estrégenos, y el namero 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 activacion
de genes.?®

DIFERENCIACION DE DCs IN VITRO

Las DCs pueden diferenciarse a partir de precur-
sores mieloides y linfoides contenidos en la pobla-
cion Lin/c-kit*/FIt3* de las células de la médula
osea del raton, entre los que se incluyen el progeni-
tor multipotencial de médula 6sea, 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”
(CD8u*) y DCs “mieloides” (CD8«a’) 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 6sea de
animales, o de monocitos periféricos CD14* de san-
gre periférica del humano.?® Hay varios métodos
para la diferenciacion 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 macrofagos (GM-CSF, por sus siglas
en inglés), lo que da origen a cDCs CD8o “mieloi-
des”. El GM-CSF puede ser empleado junto con
otras citocinas como IL-4, generando DCs que pre-
sentan caracteristicas distintas en comparacion a
las diferenciadas con GM-CSF Gnicamente.16:26.27

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 FIt3
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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 FIt3-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 y
tumores, ademas de regular el desarrollo de inflama-
cion patoldgica.?® FIt3-L ha demostrado ser indispen-
sable para el mantenimiento de varias poblaciones de
DCs en condiciones fisiologicas (en ausencia de in-
flamacion o infeccion).2%30

EFECTOS DEL E2 SOBRE LA
DIFERENCIACION DE DCs IN VITRO

El efecto del E2 y la participacion de los RE sobre
la diferenciacion de DCs en cultivos estimulados por
el GM-CSF han sido abordados por varios grupos de
investigadores y es el mejor caracterizado. El E2 es
un componente relevante en los medios de cultivo
para la diferenciacion 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,3! mientras que el suero fetal bovino con-
tiene E2 y mantienen las concentraciones de esta
hormona entre 0.03 y 0.55 nM.32:33

Varios grupos han demostrado que el porcentaje
de DCs (CD11c*/CPH-I1™") 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 comparacion a los me-
dios que contienen concentraciones menores, 0 en
los que se incluyo algiin antagonista de los RE como
1S1182, 780 (ISI) o Tamoxifen.30:32:3435 E| aumento
en el porcentaje de DCs estimulado por E2 es pro-
porcional a la disminucion en el porcentaje de célu-
las mieloides, caracterizadas por la expresion de
marcadores CD11c¢/Gr-1*/CPH-II-, que pueden con-
tener precursores no diferenciados de las DCs.3%36
El E2 no afecta la sobrevivencia de las células en los
cultivos estimulados por el GM-CSF 343637

En linea con lo anterior, el porcentaje de DCs ge-
neradas por progenitores en los que se ha suprimido
la expresion del REo (REa’) es equivalente a la pro-
porcion 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 concentracion del E2, mientras que
los efectos sobre el porcentaje de DCs derivadas de
precursores REB” son mas modestos y responden a

cambios en la concentracion del E2. Lo anterior im-
plica que el REa tiene un papel central en los efectos
del E2 sobre la diferenciacion 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 mas de lo que contienen los me-
dios regulares) para estimular la respuesta prolife-
rativa en reacciones mixtas alogénicas, pero el
ndmero de DCs diferenciadas aumenta en funcion de
la concentracion del E2.32:36

EFECTOSDEL E2Y LOSRE EN
LA COMPOSICION DE DCs IN VITRO EN
CULTIVOS ESTIMULADOS POR EL GM-CSF

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

El E2 regula la diferenciacién de distintas subtipos
de DCs a partir de un mismo progenitor purificado, es
decir, progenitores que comparten un mismo fenoti-
po.3” Ademas, los efectos del E2 son efectuados direc-
tamente sobre las células en diferenciacion, y son
independientes de la produccién de factores de cre-
cimiento por otras células de la médula ésea en el
cultivo.36

Los efectos del E2 sobre la diferenciacion de las
DCs a partir de precursores de médula 6sea estimu-
lados por el GM-CSF varian entre las subpoblacio-
nes de DCs (CD11c*/CPH-11") diferenciadas,3?:3536
estas subpoblaciones se pueden distinguir de las de-
mas por la intensidad con la que expresan CD11b,
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 (CD11hbrillante/med/) ygC+ ) y
una subpoblacién que expresa niveles medios
de CD11b pero que carece de Ly6C (CD11b™ed/
Ly6C").32:3536 Esta Gltima presenta varias caracte-
risticas semejantes a las células de Langerhans en la
piel como la morfologia, posesién de granulos de
Bribeck y transcripcion de mRNA para Langerina.®®

La diferenciacion de las DCs Ly6C-/CD11b™ed que
contiene a las DCs con caracteristicas de Langer-
hans® depende del REa®® y su porcentaje es hasta
cuatro veces mayor en los medios que contienen E2
en comparacion a los medios deficientes en esteroi-
des.32:3536 |_as poblaciones de DCs Ly6C* parecen ser
mas heterogéneas en su dependencia por E2, mien-
tras que la poblacién de DCs Ly6C*/CD11bbrillante
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quizas sea favorecida por la presencia del E2,35 el
nuamero absoluto de la subpoblacion Ly6C*/
CD11b™Med no es afectado por la concentracion
del E2.36

De cualquier manera, la concentracion del E2
puede cambiar la composicion de las DCs diferencia-
das en cultivos estimulados por el GM-CSF. Las
DCs Ly6C/CD11b™¢d son la subpoblacion dominante
de DCs diferenciadas por el GM-CSF en medios con
concentraciones del E2 préoximas 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+/CDllbmed/brillante_SG

Las diferencias en la composicion de DCs tienen
consecuencias funcionales, ya que las DCs Ly6C™*/
CD11bPrillante son mas eficientes en la endocitosis de
varias moléculas como dextran y albimina en
comparacion a las Ly6C-/CD11b™¢d.32 |_as DCs Ly6C"
/CD11b™ed presenta una expresion 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 mas in-
tensa tras la exposicion a lipopolisacaridos (LPS).
Las DCs Ly6C" en comparacion a las DCs Ly6C™*
son mas potentes en la estimulacién de la respuesta
proliferativa de linfocitos T en reacciones mixtas alo-
génicas.3®

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

Ademas de moldear a las subpoblaciones durante
la diferenciacion de las DCs, la activacion del REa
regula la adquisicién de funciones efectoras dentro
de una misma subpoblacién de DCs.36 La expresion de
moléculas del CPH-II en las DCs no estimuladas es
proporcional a la concentracion 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 expresion de CD40,
CD86 y CPH-II, asi como la produccion de IL-12
tras la estimulacion por LPS u oligodeoxidinucléoti-
dos de citosina guanina (CpG), es mayor en las DCs
diferenciadas en medios cuya concentracion del E2
es 1.0 nM en comparacién a las DCs diferenciadas
en concentraciones menores. Sin embargo, la con-
centracion del E2 durante la diferenciacidon de las
DCs no parece tener efectos sobre la expresion de los
marcadores mencionados arriba cuando las DCs son

estimuladas con RNA de doble cadena sintético (poli
I:C) 0 a la combinacion de IL-12 e IL-18.34 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 estimulacion de la respuesta
proliferativa de los linfocitos T, aun tras ser estimu-
ladas por ligandos de los TLRs incluyendo poli
I:C,34-36 esto podria relacionarse con una disminu-
cion en la expresidon de moléculas del CPH y CD86
aun en las DCs Ly6C* 3435

Sorpresivamente, las DCs REo”’" secretan mas
TNF-q, 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 comparacion 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 1L-12p40 al ser
estimuladas por CD40L y en la estimulacion de la
respuesta proliferativa de linfocitos T.36

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

Los RE probablemente regulen la diferenciacion
de DCs a partir de monocitos CD14* de sangre peri-
férica estimulados in vitro por el GM-CSF e IL-4, ya
gue los antagonistas de los RE ICI 182,780 inhiben
la expresion del marcador CD1a y la formacion de
procesos dendriticos. Sin embargo, las DCs diferen-
ciadas a partir de precursores de sangre periférica
presentan niveles comparables en la expresion de
CD1a o formacidn de procesos dendriticos al ser cul-
tivadas en medios con concentraciones del E2 entre
0.7y 0.13 nM.*

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

Los efectos del E2 en la diferenciacién de DCs a
partir de cultivos estimulados por FIt3-L han sido
menos estudiados, de hecho sélo encontramos un
ejemplo en literatura.3” En este estudio describen
tres poblaciones de DCs, una poblaciéon que corres-
ponde a pDCs (CD11c¢*/B220*/CPH-11%), y dos po-
blaciones de cDCs (CD11c*/B220/CPH-11*) una que
podria corresponder a DCs “linfoides”, es decir,
CD8a™ definida por los autores como (CD11c*
/CD11b”med) y otra poblacion de cDCs que los auto-
res definen como (CD11c*/CD11b™%).3” En concentra-
ciones iguales o0 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.

Concentracién del E2

0.1nM

10nM 0.1uM 1.0uM

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

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

Produccién de citocinas
IL-6
IL-10
IL-12
TNF-o0

[ A e A 1|
non o —=un

oo =i

W

—> &1
e
—

S
SO

T
/I\
']‘*

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.*0

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 relacion al total de células
viables, pero reduciendo 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 FIt3-L son mediados
principalmente por el REa.3” Las subpoblaciones de
DCs mas sensibles al efecto del E2 en este modelo
de diferenciacién son las pDCs (CD11c*/B220™*) y la
subpoblacién de cDCs “linfoides” (CD11c+/CD11b”
med) 37 Nlo 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-
sion de CD40, CD86 y CPH-II. En contraste, E2 pro-
mueve la expresiéon de los marcadores mencionados
en las cDCs al estimularlas con LPS.3"

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 diferenciacion, las DCs expresan los RE nuclea-

res y un receptor de estrogenos de membrana
(GPR30).33:3839 |_as 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,?® 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 ultimo trimestre del embara-
zo, incrementan modestamente la sobrevivencia y au-
mentan significativamente la produccion de IL-6 e
IL-10 por las DCs del bazo mantenidas en cultivo,
pero disminuyen la expresion de CD40, CD54, y la
translocacion de NF«xB al nucleo, asi 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 expresion de CD40 y CD54 asi como la
capacidad de las DCs para estimular respuestas proli-
ferativas. E2 no parece regular la expresion de las
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, ni tampoco
la produccion 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-
cidon de CCL1 cuando las DCs son estimuladas por
LPS. CCL1 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 colocalizacion de distintos tipos de
linfocitos T y las DCs in vivo.3® En este mismo estu-
dio, reportan que las concentraciones del E2 no
afectan la expresion de CPH-11, CD40, CD80, CD83,
CD86, CD1a, ni tampoco la produccion 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-
tracion 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 Gunicamente 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 secrecion
mayor de ambas citocinas en comparacion a las DCs
mantenidas en concentraciones menores del E2, es-
tas diferencias son mas notorias en la produccion de
IL-10. En linea con lo anterior, cuando las DCs son
estimuladas por LPS y CD40L, la produccion de las
citocinas IL-5, IL-10 e IL-13 por los linfocitos T au-
menta en funcion de la concentracion del E2 en el
medio de las DCs que los estimularon, con los efec-
tos mas marcados en un rango de 0.001 a 0.1 uM.33
Otro estudio presenta datos similares, la exposicion

de las DCs a E2 previo a la activacion de los linfoci-
tos T disminuye la produccion de IFN-yy TNF-a
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
FIt3-L%" y altera las proporciones de cDCs diferen-
ciadas en respuesta al GM-CSF,32:3536 gn el modelo
murino la administracién de capsulas de liberacion
prolongada del E2 reduce drasticamente el nimero
de los progenitores linfoides pero no afecta el nime-
ro de pDCs diferenciadas en la médula 6sea ni en el
bazo,3*42 por lo que se ha sugerido que al menos en
condiciones fisiologicas 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 capsulas de liberacién prolongada
del E2 (manteniendo niveles constantes de esta hor-
mona semejantes a los del estro) no afectan el nime-
ro absoluto de DCs (CD11c*/CPH-Ilbrillante) en g]
bazo o la composicién de las cDCs, es decir el por-
centaje de DCs CD11b*, CD8a™, ni la expresion de
CD40 o CD86.34 Sin embargo, la exposicion a niveles
constantes del E2 disminuye el nimero de IKDCs en
el bazo y en la médula ésea,?%3* promueve su pro-

A
GM-CSF
P Célula mieloide
CD11cbaiol/Gr-1*
a
I. . I. A
. ]
cDCs
cDCs cDCs CD11pmedio
CD11pbrillante CD11bpbrilante

IKDCs

i?

Figura 1. Efectos del E2 sobre la diferenciacion de las DCs. A. Efectos del E2 en la generacién de DCs in vitro a partir de precursores de medula
6sea (PMO). B. Efectos del E2 in vivo sobre la diferenciacion de DCs a partir de progenitores de médula 6sea, observado en la composicién de DCs del
bazo. Flt3-L: ligando de la tirosina cinasa FIt3; GM-CSF: Factor estimulante formador de colonia de macréfagos y monocitos; PCL: Precursor comun lin-
foide; PCM: Precursor comin mieloide; IKDCs: Células dendriticas asesinas productoras de interferén; pDCs: Células dendriticas plasmacitoides; cDCs:
Células dendriticas convencionales; Promueve (+); Inhibe (-). El grosor de las flechas indica el nimero de DCs diferenciadas.
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duccidn de IFN-y al ser estimuladas por la combina-
cion de I1L-12 e IL-183%4 y tiene el efecto contrario
cuando las IKDCs son estimuladas por CpG.?°

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 organica multiple es mas frecuente en los hom-
bres y las personas de edad avanzada, en compara-
cion 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 hemorrégico, en los que se confirma que las
hembras de ratén durante el proestro mantienen un
mejor funcionamiento cardiovascular e inmune en
comparacién a machos y hembras en otras etapas
del ciclo estral. La administracién del E2 tiene efec-
tos protectores en los machos. La inmunosupresion
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,
macrofagos y DCs, ademas se observa una fuerte
liberacion de IL-6 y TNF-o al poco tiempo de la he-
morragia, seguida por un pico elevado de IL-10. La
administracion del E2 junto con suero durante el
rescate tiene la facultad de mantener los niveles de
citocinas semejantes a los de animales sanos.#44°

Tan so6lo dos horas después del choque hemorra-
gico se observa una reduccion en el porcentaje de
DCs (CD11c) en el bazo, las DCs que permanecen
disminuyen drasticamente la expresion del TLR4 y
la produccion de las citocinas TNF-o, IL-6 e 1L-12
ante el estimulo por LPS, ademas de la produccion
de IFN-y estimulada 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 expresion de CPH-11 y de CD83
gue es disminuida al igual que su capacidad para acti-
var la respuesta proliferativa de linfocitos T.4346

Al igual que con las funciones de otras células del
sistema inmune como los macréfagos, la administra-
cion subcutanea del E2 (50ug/k de masa corporal)
previene los efectos del trauma hemorréagico en las
DCs del bazo, disminuyendo la tasa de apoptosis de
las DCs, promoviendo la secrecion de I1L-12 e IFN-y
en respuesta a LPS, asi como la activacion de linfo-
citos Th1.4445

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

machos y hembras, mientras que el antagonista se-
lectivo del RER, diarilpropionitrilo no present6 efec-
tos protectores, sugiriendo que la benevolencia de
los estrogenos sobre las DCs durante el trauma he-
morragico son mediadas a través del REa. 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 hemorragico.*”

E2 SOBRE LAS DCs EN LA
ESCLEROSIS MULTIPLE IN VIVO

La esclerosis multiple es una enfermedad crénica
en la que el paciente sufre la desmielinizaciéon 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
Thly Th1l7. En afios recientes los linfocitos Th17
han ganado interés, estos linfocitos se caracterizan
por la secrecion 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 hematoencefalica mediante la secrecién de
IL-17 e IL-22, participando en la inflamacion del sis-
tema nervioso central y en el reclutamiento de otras
células inmunes, ademas, los linfocitos Th17 poseen
actividad citolitica.®

La esclerosis multiple 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 comparacion 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 mas del doble en com-
paraciéon a hombres sanos,>! quizas estas diferencias
sean consecuencia de la aromatizacion de la testos-
terona a E2 estimulada por el incremento de citoci-
nas pro inflamatorias.5? Sin embargo, los niveles
elevados del E2 en los hombres se presentan duran-
te las recaidas y en periodos de remision, y son siem-
pre menores a los niveles del E2 en las mujeres en el
altimo trimestre del embarazo, que como veremos
tiene efectos protectores, sugiriendo que la concen-
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tracion 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-
minucion en la severidad de la enfermedad y en el
namero de recaidas.53%* 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 proteccion se limita al periodo final
del embarazo, fuera de este periodo la produccién de
las citocinas IL-2, 4, 10, 17 e IFN-y y la respuesta
proliferativa de los linfocitos T son iguales a los de
individuos no embarazados. El suero de los animales
en el ultimo periodo del embarazo es capaz de inhi-
bir la respuesta proliferativa y la secrecion de IL-2
in vitro.5*58 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 estan rela-
cionados al efecto de esta hormona sobre macrofagos
y DCs.50.61 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 multiple.53

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
expansion 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
induccion de la EEA, reduce draméaticamente el por-
centaje de DCs (CD11c*/CD11b™*) en el cerebro,
antes, durante el inicio, y en el pico de la encefalo-
mielitis. Una vez que la EEA ha iniciado, la dismi-
nucion del namero 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-y.41
De manera interesante, los ratones nulos en la ex-
presion 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
Th2.5% Algunos autores reportan que no hay diferen-
cias en la expresion 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-
cion del E2 durante la EEA depende de la expresion
de PD-1, el receptor de PD-L1y PD-L2, que a su vez
se asocia a una disminucion 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 expresion de CD80 y CD86 en las
DCs, aunque también se observa una disminucidén
en su capacidad para estimular a los linfocitos T
reactivos a la mielina.®® La reduccion 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.56:58

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

La administracion de capsulas de liberacion pro-
longada del E2 tres semanas antes de la inmuniza-
cion aumenta la respuesta Thl contra el receptor de
acetilcolina (AChR). En los animales tratados ocu-
rre un incremento en la produccién de IFN-y, TNF-c,
e IL-6, sin afectar la produccion de IL-4 e 1L-10.
En este estudio, E2 se relaciona a un aumento en el
numero de linfocitos Thl y anticuerpos fijadores de
complemento (IgGla e 1gG1b) reactivos al AChR.
Sin embargo, los efectos mencionados dependen de
la administracion de capsulas de liberacion prolon-
gada del E2 tres semanas antes de la inoculacién, ya
que la administracion de las capsulas del E2 al mo-
mento de la inoculacion no genera ninguno de los
efectos mencionados.

Catorce dias después de la inmunizacion, los au-
tores analizaron la composicion de células en el
bazo, encontrando que en estas condiciones E2 au-
menta el namero de linfocitos B y de DCs “linfoides™
(CD11lc+/CD11b-/ CD8a+). También encontraron
que las células del bazo estimuladas con células de
Staphylococcus aureus e IFN-y de los animales tra-
tados con E2 producen mas IL-12. Sugieren que este
efecto puede estar relacionado con el incremento en
el namero de DCs CD8a*, que en comparacién con
las DCs CD8a producen mas IL-12 y son mejores
promotoras de la activacion de linfocitos Th1.%”

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 estimulacion de las DCs
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por CD4O0L 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 mas notorias se encuen-
tran los efectos del E2 en la diferenciacion de las
DCs, in vitro E2 promueve la diferenciacion de
cDCs a partir de precursores de medula dsea estimu-
lados por el GM-CSF, mientras que reduce los nu-
mero de pDCs diferenciadas a partir de los mismos
precursores estimulados por FIt3-L. E2 no parece
afectar el nimero de ¢cDCs o pDCs en el bazo ni en
otros Organos, 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 diferenciacion, 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 fisioldgicas y en el desarrollo de
las respuestas inmunes, esta regulacion incluye a las
DCs, a las que el E2 puede estimular como promoto-
ras de Thl 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 informacion sobre los mecanismos
gue 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 mas grande
el namero 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, parasitos y hongos.
La remocién o reduccion de esta poblacién celular
puede provocar el desarrollo espontaneo de varias
enfermedades autoinmunes y puede potenciar la res-
puesta inmune contra diversos agentes patogenos. A

pesar de la importancia biologica de estas células,
no escapan a la regulacion 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 explicacidn 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 mas
claro de esta red de interacciones inmunoendocrinas
est4 cambiando considerablemente nuestra concep-
cion de la fisiologia y podria afectar profundamente
el tratamiento de diversas enfermedades.
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