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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién fue realizado con el
prop6sito de conocer algunos de los factores biolégicos que
participan en la susceptibilidad a la cisticerceosis experimental
murina - causada por el cisticerco de la Taenia crassiceps. Los
factores estudiados fueron hormonales e inmunolégicos.

Fn esta parasitosis experimental existen claras diferencias
de susceptibilidad entre sexos. Las hembras presentan una carga
parasitaria significativamente mayor que los machos. Por otro
lado, la respuesta inmune de tipo humoral no parece estar
involucrada en la proteccién contra este parasito.

Aqui estudiamos el efecto de la gonadectomia, de 1la
timectomia neocnatal y de la reconstitucidn hormonal sobre 1la
respuesta de hipersensibilidad retardada (PTH) y sobre 1la
susceptibilidad al parasito. Ademis, estudiamos la evolucién de
la respuesta inmune celular tanto in vivo (DTH) come in vitro
(respuesta a concanavalina A) y su relacién con el crecimiento
parasitario. Por dGltimo, estudiamos un posible mecanismo de
. inhibicién de la respuesta inmune durante la infeccién crénica
con el cisticerco de T.crassiceps.

Los experimentos de timectomias, gonadectomias y
reconstitucién hormonal, indican que el crecimiento del
cisticerco es regulado por eventos inmunolégicos dependientes del
timo, en los cuales el 17 B-estradiol influye negativamente.

Por otro lado, la respuesta inmune celular es inhibida

durante el desarrollo de la infeccién; se discute la posible



participacién de las células Tm y Tiz en la inmunomodulacién de
la parasitosis. Por Gltimo, un posible mecanismo de inhibicién de
la respuesta inmune, que es sensible a la indometacina, es
sugerido.

Lo anterior implica que factores del propio hospedero pueden

facilitar la parasitosis por T. crassiceps.
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INTRODUCCION GENERAL

La cisticercosis humana y porcina es una enfermedad causada
por el metacéstodo de Taenia solium. La gravedad de esta
parasitosis depende principalmente del lugar anatémico en que se
aloje el paré&sito. Este céstodo utiliza al cerdo como hospedero
intermediario, mientras que el hombre es hospedero intermediario
y/o definitivo; y es el Gnico que puede alojar al parésito
adulto. Por lo tanto, el hombre es el principal responsable de la
diseminacién de los huevecillos en el medio ambiente (Aluja y
cols. 1982; Larralde, y cols. 1989b).

Esta parasitosis es frecuente en México y otros paises en
desarrollo. En nuestro pais la cisticercosis es considerada como
un problema importante de salud piblica. Los datos de la Gltima
encuesta seroldégica nacional indican que la seropositividad en
poblacién abierta es del orden de 1.2 % en promedio (Larralde, y
cols. 1992).

Las investigaciones sobre cisticercosis se han incrementado
de manera importante en los Gltimos afios, principalmente en la
bisqueda de un inmunodiagnéstico especifico, confiable vy
reproducible que pueda manejarse para un nimero alto de muestras
biolégicas, y que permita la deteccidn temprana de pacientes con
cisticercosis (Larralde y cols, 1986 y 198%a; Schantz y cols.
1988; Tsang Yy cols. 1989; Ramos-Kuri y cols. 1992).

Por otro lado, las investigaciones tendientes a conocer los

factores biolégicos que intervienen en 1la interaccién



hospedero-par&sito en la cisticercosis por T.solium no han
dejado de realizarse, a pesar de la dificultad de trabajar
directamente con los hospederos naturales. En consecuencia, los
conocimientos producidos son un tanto insuficientes para sostener
las propuestas de 1los mecanismos que definen la sobrevivencia del
pardsito en el hospedero inmunocompetente (Flisser, 1989). Debido
a lo anterior, ha sido necesario recurrir a modelos
experimentales que permitan estudiar m&s detalladamente los
factores gque pudieran intervenir en 1los mecanismos de
susceptibilidad o proteccién en cisticercosis.

Pero ademi&s de sus intereses aplicativos en la medicina,
todas la cisticercosis tienen un gran interés biolégico, en
particular para la inmunologia. Resulta que los cisticercos - o
metacéstodos- son organismos grandes - de varios milimetros
' hasta decenas de centimetros, ocupantes de un volimen gue varia
de unas décimas de mililitro hasta volGmenes mayores- compuestos
de varios tejidos estructural y funcionalmente sofisticados
(sistemas nervioso, muscular, protonefidial; aparato reproductor,
6rganos de fijacién, especializacién periférica (Barnes, 1982); y
contienen numerosos y potentes antigenos (Tsang y cols. 1989;
Larralde y cols. 1989a). Y, sin embargo, en contra de las leyes
fundamentales de la inmunologia, los cisticercos frecuentemente
franquean la inmunidad de transplante (Roitt, 1988). Esclarecer
la forma estratégica que el cisticerco emplea para permanecer por
largos periodos en un hospederco inmunocompetente podria también
contribuir al estudio y control de la inmunidad de transplante, y

a entender mejor el exquisito funcionamiento del sistema inmune,



cuya funcién se resiste a ser cabalmente predicha por unas
cuantes reglas (por ejemplo: ajenoc Vvs. propio; primario vs.
secundario; timo dependiente vs. timo independiente; con o sin

adyuvante; celular vs. humoral, etc.).

EL MODELO EXPERIMENTAL.

Asi es que adoptamos para su estudio m&s fino 1la
cisticercosis experimental murina causada por el metacéstodo de
Taenia crassiceps. Este modelo nos facilita enormemente el
estudio de 1los factores bioldgicos dque participan en el
desarrollo del par&sito. Adem&s, T.crassiceps presenta una serie
de semejanzas con T. solium; por ejemplo: a) tiene un ciclo
biclégico similar (de manera natural el ratén contrae 1la
enfermedad al ingerir huevecillos presentes en el medio ambiente
contaminado con heces de carnivoros pequefios (canidos y felinos)
que alojan al pardsito adulto en el intestino, y el ciclo se
completa cuando estos ratones son devorados por los carnivoros).
b) las manifestaciones patolégicas también son similares, debido
a que el cisticerco de T.crassiceps puede alojarse crénicamente
en los ratones sin causar dafios importantes a las estructuras
vecinas del hospedero (Haselgrove y cols. 1987) aungue, en los
Gltimos estadios de la infeccién hay una ligera inflamacién en la
serosa intestinal, gue es semejante a aquella causada por el
cisticerco de T.solium en las meninges basales del hombre). c) la
similitud estructural, morfolégica y antigénica que comparte con
otros céstodos, en especial con T, soliuﬁ, que pueden relacionar

los resultados encontrados en este modelo con aguellas



infecciones causadas por otros céstodos incluyendo 1la
cisticercosis humana (Larralde, y cols. 198%a). Ademds, los
cisticercos de T.crassiceps pueden servir como una fuente
importante de antigenos dtiles para el inmunodiagnéstico en
cisticercosis (Larralde, y cols. 1990} e incluso para vacunacién,
debido a qgque en el modelo experiméntal se ha encontrado
inmunoproteccién cruzada entre T.crassiceps y T.solium (Sciutto,
y cols. 1990).

La cisticercosis experimental murina por T.crassiceps ofrece
las siguientes ventajas para la experimentacién: 1la infeccién
puede inducirse fAcilmente por la inoculacién directa de los
metacéstodos en la cavidad peritoneal; un crecimiento rapido del
pardsito debido a su reproduccidn asexual por medio de gemaciones
asegura prontos resultados; por su tamafio macroscépico, la carga
parasitaria puede determinarse f&cilmente con un conteo directo
de los pardsitos; y por Gltimo, el cisticerco de T.crassiceps
puede mantenerse in vitro por varios dias o semanas en medios de
cultive convencionales lo gue permite miltiples disefios
experimentales (Huerta y cols. 1992); estudios recientes sobre la
cisticercosis experimental, han demostrado que el desarrollo de
esta infeccién se encuentra bajo el control genétice (H-2),
gonadal e inmunolégico (Sciutto y cols. 1991; Huerta y cols.

1992; Bojalil y cols. 1992).

EFECTO DEL LOCUS H-2 EN LA SUSCEPTIBILIDAD.
La existencia de diferencias de susceptibilidad asociadas al

complejo mayor de histocompatibilidad han sido descritas



recientemente (Sciutto y cols. 1991). En estos trabajos se
demostré que la cepa BALB/c (H-2d) fue mis susceptible a 1la
infeccién experimental con el cisticerco de T.crassiceps que las
cepas BALB/b (H-2b) y BALB/k (H-2k) y otras (Sciutto y cols,
1991) . Es importante mencionar que estas tres cepas de ratones
tienen un fondo genético comin (BALB) y sélo varian en el locus
H-2, de tal modo que las diferencias de susceptibilidad entre las
cepas se deben exclusivamente a esta variacién genética. En
todas ellas la carga parasitaria siempre fué mayor en las

hembras que en los machos.

RESPUESTA INMUNE AL PARASITO.

También se han llevado a cabo estudios sobre la respuesta
inmune en contra del metacéstodo de T.crassiceps. Estos indican
que la participaciébn de la respuesta inmune en el control de esta
parasitosis es irrefutable, debido a que 1la vacunacién con
antigenos especificos induce proteccidn {Sciutto y cols. 1990);
sin embargo, los mecanismos involucrados en dicha proteccién son
ain desconocidos.

Los primeros en demostrar que el hospedero es capaz de
montar un respuesta inmune humoral especifica en contra de 1los
antigenos del cisticerco de T.crassiceps fueron Freeman en 1964 y
Chernin en 1977. Posteriormente, Gooed y Miller en 1978 observaron
in vitro el efecto dafiino del complemento sobre el tegumento del
parisito sin afectar la viabilidad del mismo.

Trabajos m&s recientes han demostrado gue la respuesta de

tipo humoral es insuficiente para la inmunoproteccién en esta



parasitosis (Sciutto y cols. 1990). Por el contrario, se ha
observado que la transferencia pasiva de anticuerpos
anti-cisticerco puede incluso facilitar el crecimiento del
pardsito en el animal receptor (Sciutto, 1989).

Nosotros iniciamos las investigaciones sobre la respuesta
inmune celular en este modelo experimental, abordandolo de dos
maneras: la primera fue estimulando la respuesta inmune celular
con ciclofosfamida (CY). En estos trabajos encontramos un aumento
significativo en 1la respuesta de hipersensibilidad de tipo
retardado (DTH) correlacionado con una carga parasitaria menor en
ambos sexos (Bojalil y cols. 1992; Apéndice I). La segunda forma
de abordar 1la investigacién fue 1llevando a cabo timectomias
necnatales (TxN) en ambos sexos. Aqui 1la respuesta de DTH
disminuyé significativamente, mientras gue la susceptibilidad al
parasito se incrementé en ambos sexos, pero de manera mucho mas
notable en los machos. En esta serie de experimentos, realizamos
también transferencia pasiva de células esplénicas inmunes
enriquecidas en linfocitos T a animales TxN. Los resultados
obtenidos confirmaron gque la respuesta inmune dependiente de
células T es importante en ésta parasitosis, puesto que aquellos
animales neonatalmente timectomizados que recibieron las células
T inmunes, tuvieron una carga parasitaria significativamente
menor que los animales no transferidos (Bojalil y cols. 1992;
Apéndice I).

EFECTO DEL SEXO EN LA SUSCEPTIBILIDAD.
Estudios previos sobre la cisticercosis experimental murina

causada por T,crassiceps han determinado que 1las hembras son



significativamente mis susceptibles a esta parasitosis que 1los
machos, ya sea que la infeccién haya sido adquirida por 1la
ingestién de huevecillos o por la inoculacién intraperitoneal
directa del cisticerco (Freeman, 1964; Larralde, y cols. 1989b).
Sobre estas diferencias sexuales hemos demostrado que la
gonadectomia iguala la carga parasitaria en ambos sexos: en
machos gonadectomizados la susceptibilidad aumenta y en las
hembras disminuye la carga parasitaria (Terrazas 1989; Huerta y
cols. 1992; Apéndice I). El posible mecanismo de accidn de 1las
hormonas sexuales en esta parasitosis parece estar mediado a
través del sistema inmune, pues in vitro no se detecté efecto
alguno de testosterona, 17 g-estradiol y progesterona sobre la
capacidad de gemacién y crecimiento del cisticerco (Huerta y
cols. 1992; Apéndice I).

Por otro lado, las diferencias entre sexos desaparecieron
también cuando los animales fueron neonatalmente timectomizadeos;
lo anterior nos sugirié la posible existencia de una interaccién
entre gbénadas~-timo-respuesta inmune y susceptibilidad al parasito
(Bojalil y cols, 1992).

Este Gltimo punto nos ha llevado a investigar las posibles
interrelaciones entre el sistema inmune y el neuroendécrino gque
participan en la regulacién del crecimiento parasitario; de modo
que es necesario presentar una pequefia parte de lo gue se conoce
actualmente en &ste tema, antes de abordar los resultados de ésta

tesis.



INTERACCIONES NEUROINMUNOENDOCRINAS

El sistema nervioso <central y el inmune han sido
considerados histéricamente como entidades biolégicas
independientes; sin embargo, muchas publicaciones en afos
recientes han generado una gran cantidad de informacién que nos
indica la existencia de una ineterrelacién entre el sistema
inmune y el eje hipotdlamo~hip6fisis-suprarrenales, asi como con
el eje hipotdlamo-hipbéfisis-génadas. De tal modo que actualmente
es reconocido que 1los sistemas neurcenddcrino e inmune estan
intimamente ligados y que existe una comunicacién bidireccional
entre ambos (Weigent y Blalock 1987; Buzzetti y cols. 1989).

Las primeras interacciones entre los dos sistemas fueron
identificadas para 1los glucocorticoides (Fauci 1979) cuya
principal accién es inhibir la respuesta inmune, y para el timo
(6rgano clave en el desarrollo del sistema inmune), en 1la
regulacién de 1los niveles de hormonas sexuales y de 1la
reproduccién (Rebar y cols. 1981; Grossman 1985).

Las bases moleculares para la comunicacién entre estos
sistemas implica 1la utilizacién de sefiales Y receptores
comunes. Es decir, el sistema inmune y sus productos pueden
modular funciones neuroendbcrinas y 1las hormonas de origen
neurcendécrino asi como sus receptores son ahora incluidos como
componentes del sistema inmune.

En este apartado se revisan brevemente las interacciones
entre sistema inmune y neuroendécrino en el siguiente orden 1)
efecto de 1las hormonas neuroenddcrinas sobre 1la funcién de

linfocitos, y 2) el efecto de las linfocinas y monocinas sobre el
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sistema neuroendécrino.

Efecto de hormonas neuroenddcrinas sobre linfocitos,

HORMONA ADRENOCORTICOTROPICA (ACTH).- Mediante ensayos in
vitro e in vivo, se ha demostrado gque 1la ACTH suprime la
respuesta de anticuerpos a antigenos dependientes (eritrocitos de
carnero) e independientes (dinitrofenol, DNP) de células T
(Johnson y cols. 1982; Blalock, 1989). Las funciones de
linfocitos T y macréfagos también son moduladas por ACTH; por
ejemplo, ACTH inhibe la produccién de interferén gamma (IFNy) por
linfocitos T (Johnson y cols. 1984), y blogquea la capacidad
tumoricida de los macréfagos (Koff y Dunegan 1985).

ENDORFINAS y ENCEFALINAS.- Los péptidos opicides endégenos
también tienen influencia sobre la respuesta inmune. La
a-endorfina, met-encefalina y 1leu-encefalina son potentes
supresores de la produccién de anticuerpos; tal supresién puede
blogquearse por el antagonista opidceo naloxona. Por otro lado, la
respuesta celular parece ser aumentada por las endorfinas, ya que
B=endorfina incrementa la respuesta proliferativa de células T a
concanavalina-A y fitohemaglutinina, aumenta la generacién de
linfocitos T citotéxicos (Carr y Klimpel 1986), de células
asesinas naturales y la produccién de IFN-7 (Mandler y cols.
1986) .

HORMONA DE CRECIMIENTO (GH).- La hormona de crecimiento es
de origen hipofisiario, inicialmente se reconocié su efecto sobre
el sistema inmune en una cepa de ratones "enanos", los cuales

tienen una baja concentracién de GH y respuestas inmunolégicas
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deprimidas (Blalock, 1989). Su efecto mis sobresaliente es a nivel
del timo, de modo gue las respuestas dependientes de células T
son las mas deficientes. La hormona de crecimiento es necesaria
en cultivos in vitro para obtener células T citotéxicas
funcionales, asi como para estimular la tasa de divisién de las
células T, de tal modo que la GH puede influir tanto en 1la
proliferacién de células T, como en su diferenciacién terminal en
c&lulas efectoras (Snow, 1985).

HORMONA LUTEINIZANTE (LH) Yy PROLACTINA (PRL).- Estas
hormonas hipofisiarias también son capaces de modular funciones
del sistema inmune y son dependientes de la funcién del timo,
puesto gque animales timectomizados presentan una disminucién
importante en los niveles séricos de IH y de PRL con el
consiguiente efecto sobre la produccién de estoeroides sexuales
(Grossman, 1985; Hall y Goldstein 1984; Ver apéndice 1I). Los
trabajos de Rouabhia y colaboradores (1988a) han demostrado un
efecto inhibidor de ILH sobre la actividad citotoxica de las
cé&lulas NK por un lado, pero por el otro también demostraron un
efecto estimulador de LH sobre la respuesta proliferativa de
linfocitos de bazo (Rouabhia 1988b). Lo que implica distintas
formas de accién para una misma hormona dependiente de la célula
receptora.

La prolactina es otra hormona hipofisiaria inmunomoduladora,
ya que incrementa la produccién de anticuerpos in vitro e in vivo
(Cross y cols. 1989) y el tratamiento con bromocriptina, que es
una droga que suprime la produccién de prolactina, inhibe 1la

produccién de anticuerpos (Nagy y cols. 1983). Al parecer el
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principal mecanismo de inmunomodulacién de la prolactina es sobre
células Tu activas, especificamente sobre la produccién de IL-4 e
IL-6 con lo cual se asocia su efecto a las células Tuz. Por otro
lado, en pacientes con altos niveles de prolactina se han
determinado niveles bajos de IL-2 (vVidaller y cols. 1986). Por
Gltimo, en un modelo animal de enfermedad autoinmune se determiné
gue la prolactina acelera 1la mortalidad de estos animales

(McMurray y cols. 1991).

Efecto de linfocinas y monocinas sobre el sistema neuroendécrino,

En los parrafos anteriores se ha descrito brevemente que
muchos péptidos de origen neuroendécrino tienen diversas acciones
inmunoregulatorias. Sin embargo, el sistema neuroendécrino puede
también ser modulado por productos del sistema inmune que tienen
algunas funciones hormonales, primordialmente a nivel de
hipotdlamo e hipéfisis.

INTERFERON (IFN).- Se ha demostrado in vitro que el
interferén induce un efecto esteroidogénico, similar al de ACTH,
sobre células suprarrenales (Blalock y Harp 1981). In vivo se
observé que el IFNx eleva los niveles de cortisol circulante en
humanos. Probablemente el érganc blanco del IFN son las gl&ndulas
suprarrenales (Blalock, 1989).

INTERLEUCINA 1 (IL-1).- La interleucina 1 es una citocina
producida primordialmente por macr&fagos activados. Los primeros
reportes de la accién de esta citocina a nivel sistémico fueron
sobre su efecto en la inducciédn de fiebre (Dinarello , 1984); la

accién directa parece estar dada al nivel del hipotélamo
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anterior, lugar donde se encuentran los centros termorreguladores
del organismo. Ademds, la IL-1 promueve la generacién de ondas
lentas de suefio (Besedovsky y cols. 1985). Por otro lado, la
administracién de IL-1 en ratas genera un incremento de ACTH y
corticosterona en sangre (Besedovsky y cols. 1986). Este efecto
puede ser a nivel de hipotdlamoc ya gque la IL-1 estimula 1la
secrecién del factor 1liberador de corticotropina (CRF)
(Berkenbosh y cols. 1987; Wolosky y cols. 1987) y también a
nivel de hip6fisis donde provoca la secrecidén de ACTH como se
mencioné antes. La IL-1 también puede alterar la secrecibn in
vivo de la hormona de crecimiento , somatostatina y prolactina en
la hip6fisis, a través de su accién sobre el hipotdlamo (Rettori
y cols. 1987; Honegger y cols. 1992).

IL-2.- En esta citocina se ha demostrado que su capacidad
para elevar los niveles circulantes de ACTH y cortisol (Lotze y
cols. 1985). En este caso la acciébn de IL-2 parece ser sobre la
hipéfisis, ya que esta linfocina causa una mayor produccién y
liberacién de proopiomelanocorticotropina (POMC) en células
tumorales de hipéfisis (Low y cols. 1987. Smith y cols. 1987).

IL-6.- Esta linfocina, que es producida principalmente por
macré6fagos, tiene efectos semejantes a los de la IL-1 y el factor
de necrosis tumoral (INF). Sin embargo, recientemente se ha
demostrado su participaci6n también en las interacciones entre
sistema inmune y neuroenddcrino. La accién de IL-6 sobre el
sistema neuroendécrino es a varios niveles: en las gl&ndulas
suprarrenales estimula la produccién de corticoesteroides, en la

hipéfisis anterior la IL-6 estimula la liberacién de LH, FSH,
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PRL y GH (Spangelo y cols. 1989). También el crecimiento
endometrial ha sido relacionado con niveles altos de IL-6
(Tabibzadeh y cols. 1989), y recientemente se ha sugerido 1la
participacién de IL-6 en la produccién de progesterona en células
de 1la granulosa (Gorospe y cols. 1992). Por Gltimo, se han
reportado receptores para esta citocina en la hipéfisis anterior
(ohmichi y cols. 1992).

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF a). E1 TNFa es una
citocina derivada de macré6fagos y es liberada durante estados de
inflamacién. La accién de TNFa sobre el sistema neuroendécrino es
también a nivel hipotdlamico en donde afecta la regulacién de la
temperatura corporal induciendo pirexia. In vitro, también actGa
directamente sobre la células hipofisiarias aumentando 1la
secrecién de ACTH, GH y TSH (Milenkovic y cols. 1989). Ademds, en
las células de la cromafina, el TNF a modula los niveles de
encefalina, péptido vasoactivo intestinal (VIP), substancia P y

neurotensina (Eskay y Eiden, 1992).

HORMONAS SEXUALES Y RESPUESTA INMUNE

Evidencias clinicas y experimentales sostienen la hipétesis
de que los esteroides gonadales pueden regular la funcién inmune.
Lo anterior est& basado en las siguientes observaciones:
1) La existencia de un dimorfismo sexual en la respuesta inmune;
2) La respuesta inmune es alterada por 1la gonadectomia Yy
reconstituciédn hormonal; 3) La respuesta inmune es alterada
durante el embarazo cuando la cantidad de hormonas sexuales se

incrementa; 4) Los 6rganos responsables de la respuesta inmune
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poseen receptores para hormonas sexuales.

Tradicionalmente es aceptado que el sexo femenino puede
montar una respuesta inmune mejor que el masculino, debido a que
muchos estudios han demostrado wuna mayor produccién de
inmunoglobulinas en hembras que en machos (Grossman 1985).
Ademids,se ha reportado que las hembras pueden rechazar injertos
de piel mucho mds rdpido que los machos (Ahmed y cols. 1985). Por
otro lado, el sexo femenino presenta mayor incidencia de
enfermedades autoinmunes (Ahmed y cols. 1985), por ejemplo para
lupus eritematosc sistémico la relacién con respecto al sexo es
13:1 para mujeres y hombres, respectivamente. Otras enfermedades
de este tipo que se presentan de manera preponderante en el sexo
femenino son: artritis y diabetes. Ademas, existen evidencias en
roedores que el tratamiento con estrégenos puede hacer menos
susceptibles a 1los animales a infecciones de tipo bacteriano
causadas por Pneumococcus typo I, Pasteurella spp. y Salmonella
spp. (Pung y cols. 1984), asi también como a ciertos protozoarios
como son Trypanosoma y Plasmodium (Cottrell y cols. 1977). Sin
embargo, también existen una serie de trabajos que indican que
los estrédgenos pueden suprimir la respuesta inmune, afectando
principalmente la de tipo celular (Ahmed y cols. 1985; Grossman y
cols. 1991; Carlsten y cols. 1992).

Ia accién de las hormonas sexuales sobre el sistema inmune
se da a 2 niveles:

1) A través del timo, en donde existen receptores para
hormonas de ambos sexos en distintas poblaciones celulares, y en

donde pueden modular la maduracién de los linfocitos T, asi como
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la producci6bn de hormonas timicas (Screpanti y cols. 1991; Sakabe
Yy cols. 1990; Goldstein, 1987; ver apéndice II}.

2) A nivel periférico sobre células linfoides y macréfagos
circulantes, que posean los receptores citos6licos apropiades.

Los esteroides sexuales (17 pB-estradiol, testosterona vy
progesterona), han sido bien caracterizados en sus diferentes
formas de modular la respuesta inmune (Grossman 1985; Ahmed y
cols. 1985). la testosterona ha sido considerada por algunos
autores como inmunosupresora, pero hasta ahora no se han
detectado receptores para esta hormona en células linfoides
{Cohen y cols. 1983), s6lo han sido detectados receptores para
estrbgenos en diferentes poblaciones de células linfoides (T, B,
NK) (Cohen y cols. 1983; Danel y cols. 1988), asi como en
macr6fagos (Hu y cols. 1988; Gulsham y cols. 1990), en doénde
pueden modular la respuesta inmunolégica.

La accién directa de los estrégenos sobre los linfocitos B
resulta en un aumento en la respuesta de anticuerpos
antigeno-especificos (Clerici y cols. 1991), mientras gue inhiben
la capacidad citotéxica en las células NK, y en las células T
inhiben su produccidén de linfocinas (Ahmed y cols. 1985). Su
accién sobre macréfagos es, principalmente, inducir una mayor
secrecidn de IL-1 (Gulsham y cols. 19%0).

Por otro lado, recientemente se ha determinado gque el
estradiol puede tener un efecto diferencial sobre el sistema
inmune y se debe a su accién dicotémica sobre las respuestas
inmunes mediadas por células B y células T, es decir, puede

incrementar la respuesta de anticuerpos, pero al misme tiempo
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inhibir la respuesta celular (Carlsten y cols. 1992).

COROLARIO.

Los estudios anterjores sobre la cisticercosis experimental,
y la informacién adicional sobre las interacciones entre los
sistemas inmune y neuroendécrino indican que existe una
intrincada red de factores biolégicos que pueden participar en la
susceptibilidad y/o resistencia contra esta parasitosis. Dichos
factores son esencialmente de tipo genético, sexual e
inmunolégico. De agui se origina nuestro interés en conocer los
factores sexuales y endécrinos que participan en la
susceptibilidad al paré4sito, y conocer el comportamiento de 1la
respuesta inmune celular que pueda ser (til para el control del
crecimiento parasitario. Ademas, ha sido nuestro interés
determinar la existencia de posibles interacciones
inmunoendécrinas en la cisticercosis experimental murina causada
po T.crassiceps, con el propésito de conocer el mecanismo de
accién de factores hormonales scbre la respuesta inmune celular
en la cisticercoisis experimental murina.

Es importante mencionar gque existen muy pocos modelos
experimentales gque nos permitan estudiar este -tipo de
interacciones en enfermedades parasitarias; es decir, que permita
integrar la neuroinmunoendocrinologfa con la inmunoparasitologia
y asi obtener resultados de una respuesta inmune efectora que se
encuentra influida por "ambos sentidos", o sea, por las hormonas
del propio hospedero y por la accién del par&sito sobre el

sistema inmune, y de este sobre el neuroendécrino.
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OBJETIVOS
El presente trabajo fue desarrollado con el propdsito de:

1) Conocer el papel de las hormonas sexuales en la
susceptibilidad a la cisticercosis experimental causada por
T.crassiceps;

2) Identificar el nivel de accién de las hormonas sexuales sobre
la respuesta inmune en esta parasitosis;

3) Estudiar la cinética de repuesta inmune celular in vivo e in
vitro y correlacionarla con el desarrollo de la parasitosis;

4) Determinar la existencia de otros factores gque puedan afectar

el desarrollo de la respuesta inmune en contra del parasito.

HIPOTESIS
Dados los antecedentes anteriores nuestra hipdtesis es gque
los estrégenos favorecen el crecimiento parasitario
interfiriendo con la respuesta inmune de tipo celular. De tal
modo que, cualquier intervencién gque modifique el nivel de
hormonas sexuales y/o la respuesta inmune celular, se verd
reflejado en una modificacién de 1la susceptibilidad al

parédsito.
A continuacién presento el manuscrito gue serd enviado a

publicacién préximamente, y que mas sucintamente presenta mi

trabajo experimental al caso.

20



RESULTADOS



IMMUNOENDOCRINE INTERACTIONS IN THE REGULATION OF PARASITE GROWTH
IN EXPERIMENTAL MURINE CYSTICERCOSIS (TAENIA CRASSICEPS): A ROLE
FOR 17 B=OESTRADIOL.

Luis Ignacio Terrazas , Rafael Bojalil, Tzipe Govezensky, and

Carlos Larralde.

Department of Immunology, Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México; AP 70228;

M&xico, D.F. 04510.

Mailing address:

Dr. Carlos Larralde

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.
AP 70228. México,D.F. 04510

MEXICO

Fax number: 525-550-0048

Telephone: 525-550-3982

21



Running Head:

Immunoendocrine Interactions In Cysticercosis

Keywords
Immune-endocrine interactions in parasitism; cysticercosis; sex

associated immunity; Taenia crassiceps; 17 g-oestradiol and

immunity.

22



ABSTRACT

Neonatal thymectomy, gonadectomy and hormonal reconstitution
experiments in female and male BALB/c mice experimentally
infected with Taenia crassiceps metacestodes indicate that growth
of cysticercus is regulated by thymus dependent cell-associated

immunological events involving 17 B-cestradiol but not

Sa-dihydrotestosterone.
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Experimental murine cysticercosis caused by T. crassiceps
(Freeman, 1964; Larralde et al., 1989) has gained prominence in
recent years as a manageable exXxperimental system in which to
explore the role of biological factors involved in host
susceptibility. Thus, the significance of the H-2 genes in mice
susceptibility has been advanced (Sciutto et al., 1991) as well
as the relevance of cellular immune mechanisms (Bojalil et al.,
1992), as opposed to antibodies (Sciutto, 1989), in immunological
resistance to cysticercosis. Further, that the striking
differences in susceptibility of female and male mice inveolves
both the immune system and the gonads has been recently
established (Huerta et al., 1992). T.crassiceps cysticercosis is
also an alternative source of crossreacting antigens useful in
the study of human cestode diseases (i.e. T. solium cysticercosis
(Gottstein et al., 1986; Schantz et al., 1988; larralde et al.,
1990), hydatid disease by Echinococcus granulosus (Larralde et
al., 1989)) and a practical model for testing candidate vaccines
against porcine T.solium cysticercosis (Sciutto et al., 1990).

In here we probe further in the immunoendocrinological
interactions regulating parasite growth in the host by way of
relating neonatal thymectomy, prepuberal gonadectomy and hormonal
reconstitution by 17 g-oestradiol and 5 a-dihydrotestosterone in
male and female mice, with whole parasite counts, antibody
response and delayed type hypersensitivity response to the
parasite’s antigens. Results confirm the mediation of thymus

dependent cellular immune mechanisms in the sex-associated
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differences in susceptibility, and point to 17 g-oestradiol as a
major protagonist in the immuno-endocrinological control of

cysticercus growth.
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MATERIALS AND METHODS

Parasites

The fast-growing ORF strain of T. crassiceps isolated by
Freeman in 1962, was used in all experiments and was supplied by
Dr. B. Enders (Behringwerke, Marburg. Germany) in 1986. Since
then the parasites have been maintained in female Balb/c mice by
intraperitoneal sequential inoculation of metacestodes in their
peritoneal cavity (Freeman, 1962). Larvae for experimental
infection were obtained from female donor mice infected 3-6

months before.

Mice

Balb/c inbred mice of both sexes were utilized at different
ages (from 5 weeks to 8 weeks of age) according to each
experimental protocol. They were all bred in our animal
facilities by the "single-line breeding system" over 20
generations {Green, 1980), starting with original stock from

Jackson Labs in 1982 and were fed Purina’s Diet 5015 ad libitum.

Neonatal thymectomy

Neonatal thymectomy was performed upon mice of both sexes
within 48 hr after birth, according tc the method déscribed by
Sjodin et al., (1963). Thymectomized mice were used for
experiments at 6-8 weeks of age. After the final assement of
experimental responses all mice were autopsied to confirm
(macroscopically and histologically) that they were actually free
of thymus. The results obtained from mice with thymic tissue
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remaining in the mediastinum were excluded from this study.

Gonadectomy

Gonadectomies were surgically performed under anesthesia
with ether on 5-week old mice of both sexes, either or not
previously thymectomized. They were then allowed a 3-week

recovery period before inoculation with parasites.

Infection

Ten small (aprox 2mm diameter) non budding T. crassiceps
larvae were suspended in 0.3 ml PBS (0.15M NaCl, 0.01M sodium
phosphate buffer, pH 7.2) and injected intraperitoneally into
each mouse using a .25 gauge needle. Mice were sacrificed 30 days
after infection and all the cysts found inside the peritoneal
cavity were counted, In this form of disease the parasites never

migrate to another location in the host.

Measurement of Delayed Type Hypersensitivity response (DTH)
In all mice, DTH was measured 28 days after infection by
injecting into the right hind-footpad of each mouse 100 ug of
vesicular fluid proteins in 30 ul of sterile saline solution.
Swelling was measured 24 h later with a dial-thickness gauge
(Mitotoyo, Japan); the original (before inoculation) footpad

thickness was used as internal control.
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Anticysticercus antibody assay.

Vesicular fluid from T. crassiceps larvae was employed as
the source of antigen for detection of anticysticercus antibody
in the sera of mice by ELISA, as described elsewhere (Larralde et

al., 1989a).

Hormonal reconstitution

Gonadectomized mice of both sexes were hormonally
reconstitued with their own major sexual hormone or with the
sexual hormone of the opposite sex. The hormones used were 17
g-oestradiol and 5 a-dihydrotestosterone, and were delivered in
the form of subcutaneous three-weeks controlled dose-dependent
release rate pellets (Innovative Research of America. IRA.
Toledo, OH.). Doses of 17 B-ocestradiol were 0.1 mg/pellet or 0.01
mg/pellet, while the only dose wused of 5 a-dihydrotestosterone
was of 0.5 mg/pellet. All mice had the pellet implant for three
days before infection; this was done to assure an adequate
hormonal environment in the hosts when cysticercus were
inoculated. Twenty-one days after the implantation of
hormonal pellets all mice received a second pellet of the same
dose to mantain hormonal levels for another week. The
biclogical hormonal function of pellets were confirmed by
observation of the size of the uterus in gonadectomized females
and the size of seminal vesicles in orchiectomized males

(Nagasawa and Yanai, 1977).
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RESULTS
1 Effect of sex in normal mice

The notable difference in parasite'intensities between
control female and male mice are immediately appreciated in Table
1: almost five times greater intensity was found in normal
females (204 + 92) than in normal males (43 + 21). DTH was
significantly higher in males than in females, while antibody

response appeared to be equal in both sexes.

2 Effect of gonadectomy

Gonadectomy significantly reduced in 41 % the parasite intensity
of females relative to controls (P < 0.01) while it increased
that of males in 190 % (P < 0.01), bringing down the female/male
intensity quotient from 4.7 to 0.9. As for delayed type
hypersensitivity, gonadectomy in females increased it 45 %, (P <
0.05) while it was inconsegquential for DTH response of males

(1.5 % decrement, P > 0.1; Table I). Whole antibody serum levels
were not significantly affected by gonadectomy in neither female

or male mice (P > 0.5; Table I).

3 Effect of thymectomy

Thymectomy significantly increased parasite intensity in
females to 70 % relative to controls (P < 0.01), and up to 351 %
(P < 0.01) that of males (Table 1), reducing the female/male
intensity quotient from 4.7 to 1.8. Delayed type hypersensitivity
was significantly reduced by thymectomy in both sexes (P < 0.01)
but antibody response was not modified (Table I).
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4 Effect of both thymectomy and gonadectomy

In females, the reducing effect of gonadectomy upon parasite
intensity (P < 0.01) together with the increasing effect of
thymectomy (P < 0.01) nearly equally countered each other to
reach a net effect of only 7 % reduction relative to control
values (P > 0.05). In males, however, the increasing effects of
gonadectomy (P < 0.01) and of thymectomy (P < 0.01) prevailed in
mice when they were both gonadectomized and thymectomized, thus
reaching a net 286 % increment relative to controls (P<0.01). In
consequence, the female/male intensity quotient in this group was
reduced to 1.1. Delayed type hypersensitivity was decreased in
both sexes by gonadectomy and thymectomy (P < 0.01) while

antibody response was not modified (Fig. 1, Table 1).

5 Effect of hormonal reconstitution

Table II shows the results obtained in this set of
experiments performed upon gonadectomized female and male mice.
Here again, the sex-associated differences in parasite
intensitigs of normal contrel mice, now favoring females over
males by a factor of seventeen, is to be noted. Likewise, the
changes in parasite intensities brought about by gonadectomy
(decreasing that of females by 56 § (P < 0.01) and increasing
the one of males by 350% (P < 0.01)), cancelling the usual
sex-associated differences in parasite intensity of control mice
was reproduced as described above (see also Huerta et al., 1992).
Hormonal reconstitution experiments met with the problem of very

large variations within groups of mice as compared to the other
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groups (i.e. the variation coefficient of control females is
egual to 285/85= 3,5, while that in reconstituted females are
1.4, 2.2 and 1.5). However, some solid statistical influences may
be drawn from the data. Reconstitution with 17 B-cestradiol
brought about a large and statistically very significant (P <
0.01) increment in parasite intensity as compared to
gonadectomized mice, in both female (P < 0.01) and male (P <
0.01) mice, while 5 a-dihydrotestosterone seemed inconseguential
(P > 0.05). DTH to the parasite antigens was also significantly
decreased by reconstitution with 0.1 mg of 17 B-oestradiol as
compared with control (P <0.01) and with gonadectomized (P <
0.01) mice, in both sexes (Table II). The lower dose (0.01 mg) of
17 B-oestradiol had similar effects upon DTH, excepting the
contrast between hormonally reconstituted and gonadectomized
females. Antibody levels were not significantly altered by
hormonal reconstitution in neither sex or treatment combination

(Table II).

6 The correlation between parasite intensity and type of immune
response,

As a way to examine the association between type of immune
response (cellular or humoral) and parasite intensities, all
pairs of data involving parasite intensity and DTH, and parasite
intensity and antibody response, collected in these experiments ,
were plotted in Figure 1. The resulting plots are very scattered
but, when analized disregarding sex, statistics indicate to a

significant (P < 0.05) negative correlation between parasite
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intensitiy and DTH (i.e. the more parasites the less DTH) whereas
no significant correlation positive or negative (P > 0.05) was
found with antibody response. When analyzed within sex, the
correlations indicated that only in females was large parasite
intensity related to low DTH response (P < 0.02) while in males

the correlation was tennuous.
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DISCUSSION

Our results further support previous findings indicating te
a significant interaction between gonads and immune system
-thymus in particular- in the regulation of growth of
T.crassiceps cysticerci placed and growing in the peritoneal
cavity of recipient susceptible BALB/c mice (Huerta et al., 1992;
Bojalil et al., 1992). Likewise, the lack of correlation between
parasite intensity and total antibody response in these
experiments further weakens the role of antibody as a major
factor in controlling growth of the metacestodes. In contrast,
the significant decrease of parasite intensity with increase in
DTH strengthens cell associated immune phenomena as being the
mechanisms principally involved in the host’s immunological
dealing with the cysticerci (Bojalil et al., 1992).

The most original contribution of this work stems
from hormonal reconstitution experiments which show that 17
B-oestfadiol administration increased parasite intensities in
both gonadectomized female and male mice, to levels superior to
those of controls, while 5 a-dihydrotestosterone was ineffective.
Concomitantely, 17 g-ocestradiol reconstitution significantly
decreased delayed type hypersensitivity while 5
a~dihydrotestosterone was inconsequential. Thus, one is led to
propose that the sex-associated differences in parasite
intensities, favoring females over males, is mediated by 17
B-oestradiol exerting a negative influence upon the immunological
control of parasite growth. Further, because sex-associated

differences in parasite intensity and DTH were minimized by
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thymectomy, and because of the negative correlation between
parasite intensity and DTH -but not with antibody response- one
strongly suspects that 17 B-oestradiol acts through cellular
immunity mechanisms under close thymus related control.
Literature now abunds with cases where estrogens relate with
immunological components or influence immune events. Thus,
receptors for oestrogens have been found in thymus (Ahmed et al.,
1985; Grossman, 1985, 1991; Screpanti et al., 1989; Sakabe et
al., 1990) and in peripheral immunocompetent cells like T CD-8
lymphocytes (Cohen et al., 1983; Clerici and Bergamasco, 1991) ,
macrophages (Hu et al., 1988; Gulsham, 1990) and B cells (Danel
et al., 1988). Likewise, oestrogens have been involved in the
maturation of different subsets of T lymphocytes (Sakabe et al.,
1990; Screpanti et al., 1991) and in the production of IL-2
(Henriksen and Frey, 1982; Ahmed et al., 1984). Testosterone, in
contrast, has not get been found to be a major influence on the
immune system (Cohen et al., 1983; Polan, 1988; Gulsham, 1990; Danel
et al., 1988). So that, in general, our finding 17 B-oestradiol a
most relevant sex hormone in murine cysticercosis is in good
accord with other observations relating it with thymus dependent
cellular immunity, such as is delayed-type hypersensitivity.
However, that a single hormone so dramatically affects a
major feature of a parasitic disease such as parasite intensity
is rarely ever recognized, and implies promises of other insights
about the complexity of host-parasite relationships. For example
sexual hormones could also - not necessarily alternatively- be

acting throqgh the hypophyseal hormones (FSH and LH), that have
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been also proposed as immunomodulators (Rouhabia et al., 1988)
and that would most likely be altered by the gonadectomies and
thymectomies performed in our experiments. On the other hand,
high levels of estrogenic hormones stimulate the release of
prolactin in pituitary gland, and this hormone also affects the
immune responses (Yamaguchi et al., 1990).

At this stage then, it would be adventurous to point to a
single molecular site and form action for 17 g-oestradiol in the
regulation of cysticercus growth, but our experiments leave no
doubt as to it’s capacity to regulate the growth of cysticerci by
way of the immune system, involving at least, the thymus.

Figure 2 presents an advanced scheme of the biological
factors involved in cysticercus growth, their likely target
systems, the positive or negative sign of their influences, and
the molecules most likely involved. The scheme is not final, of
course, it is developing, and gaining in precision and depth, as
our experimentation with T, crassiceps in BALB/c¢ mice progresses.

Notwithstanding the statistical significance of the major
variables that we have found affect T. crassiceps growth in the
peritoneal cavity of recipient mice [ (the host’s sex (Freeman,
1964; Larralde et al., 1989), immune status (Sciutto et al.,
1990) and H-2 haplotype (Sciutto et al., 1991)], an unexplained
variation in parasite intensities is a usual finding in all
experiments. Note the differences between control and
gonadectomized values of parasitic intensities in males in Table
I and II, for instance. The female to male ratios always favor

females -here and elsewhere (Sciutto et al., 1990, 1991; Huerta
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et al., 1992)~ but their absolute number vary considerably
between experiments. This residual variation may perhaps derive
from other host determinants of parasite growth - besides those
already identified- and/or from the parasite itself. The period
in the oestral cycle in which each one of the hosts is challenged
with the implanted cysticerci -those initial few days in which
the cysticerci either establish in the host or are rejected
(Larralde et al., 1989; Sciutto et al. 1990)- could be of
significance. Likewise, T, crassiceps is known to differentiate
into several strains -some fast and other slow in growth
(Larralde et al., 1989; Sciutto et al., 1991). Thus, our initial
parasite strain way have differentiated to a point where the
sampling of ten seemingly identical cysticerci for each
individual challange may include one or a few members differing
widely in growth capacity, thus giving raise to variations

between experiments.
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LEGENDS

TABLE I

(a) is very significant differences (P < 0.01) between
genders within treatment; (b) is significant (P < 0.05)
differences between genders within treatment; (c) is very
significant differences between treatments within genders; (d) is
significant differences between treatments within gender; (n) is
the number of mice in each group.

Parasites intensities are given as the mean + one standard
deviation (s.d.) of the number of cysts recovered from the
peritoneal cavity of each mouse. DTH is expressed as the mean +
one s.d. of the percent increment of foot-pad thickness after 24
hs of antigen injection relative to it’s own thickness prior to
injection in each mouse. Antibody level is expressed as the mean
+ one s.d. of three ELISA O.D. readings at 492 nm performed in
each serum. Statistical analysis was performed by paired "t*

testing groups of equal or unequal sizes.

TABLE Il

Idem to table I.
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FIGURE 1

Plots of parasite intensities in each individual mouse with
the same individual’s values for DTH and antibody response
without discriminating for differences in sex or treatment group.
A statistically significant negative correlation coefficient was
found only between parasite intensity and delayed type
hypersensitivity (P < 0.05), and not antibody response. However,
the linear model system only explained 5 % of the

total variance of parasite intensities.
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TABLE I

RESPONSE | PARASITE INTENSITY DTH ANTI BODY LEVEL
TREATMENT FEMALES MALEZ FEMALES| MALES FEMALEZ | MALES
a a
204 + 43 + 4.9 + 8.8 t . B48 + . 720 *
CONTROL o2 21 z.2 2.6 . 1893 . OB1
Cn= 8) Cn= 10)
c <
GONADEC - 119 + 1285 + 7.3 + 6.9 + .B633 2 . 656 +
TOMI ZED 80 81 2.3 2.3 112 .102
Cn= 103 Cn= 10>
< < b <
THYMEC- 351 + 194 + 3.9 + 1.07 #| .734 + | .756 =
TOMI ZED 99 163 1.7 1.1 . 180 . 164
Cn= 12> Cn= 8>
THYMEC- < &
TOMI ZED 201 + 183 + 4 * 3+ . 586 + L7386 +
8 157 71 2.4 1.9 . 169 145
GONADEC- Cn= 82 tn= 7D
TOMI ZED
Effect of gonadectomy, thymectomy, and thymectomy & gonadectomy
upon parasite intensity, delayed type hypersensitivity (DTH), and

antibody level in experimental murine cysticercosis by T.crassiceps.
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TABLE II

. PESPONSE | PARASITE INTENSITY DTH ANTI BODY LEVEL
TREATMENT FEMALES | MALES FEMALES | MALES] FEMALES | MALES
COMTROL. 268 + 158 + a 4 * 8.5 + . B65 + . 826
85 22 2.2 2.6 a . 302 . 387
(n= 10D Cn= 102
< S
GONADECTOMI ZED| 119 + 7E + 4.4 + 7.1 .836 + | .991 +
79 51 2.8 3.4 . 306 . 243
(n= 100
[=3 C‘
17 ~CES- | 382 + 268 + 4.75 + |4.84 + .956 + | .804 %
TRADIOL 269 236 2. 50 1.57 .180 . 323
C0.01mgd Cn= 62 Cn= 72
o &
rZE
<;.
QD c e c
H‘ﬂ 17 [-OES- | 486 + 319 + 1.78 + | 2.1 =| 1.178 +| .s26 +
’ga TRADIOL 209 173 2.16 2.2 . 200 .211
glco.l Med Cn= 5O Cn= 9
[l
26
144
e
3]
B b
U 5 «-DIHY-| 152 + 87 * 2.71 +| 8,75+ ,938 +| .953 +
DROTESTOS| 101 35 2.23 2.0 . 260 . 247
TERONE tn= 10> |[Cn= 10D
CO.5 mgd

Effect of gonadectomy and hormonal reconstitution upon parasite
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RESULTADOS  ADICIONALES

(CINETICA DE LA RESPUESTA INMUNE Y CRECIMIENTO PARASITARIO)

INTRODUCCION.

Con el propésito de conocer el desarrollo de la respuesta
inmune celular y humoral, y su relacién con el crecimiento
parasitario; llevamos a cabo una cinética de ambos tipos de
respuestas en ratones de la cepa endogdmica BALB/c de ambos sexos
con distintos tiempos de infeccién. Las respuestas de tipo
celular analizadas fueron: la hipersensibilidad retardada (DTH)
in vivo a antigenos especificos del fluido vesicular de
T.crassiceps, Yy la respuesta a concanavalina A in vitro
utilizando el métodoe de incorporacién de timidina tritiada al
nGcleo., Para 1la respuesta inmune humoral se detectaron 1los
niveles de anticuerpos anticisticerco (IgG) por ELISA.

La iniciacién de wuna respuesta de DTH depende del
reclutamiento de células T circulantes especificamente
sensibilizadas. El1 contacto con el antigeno estimula a estos
linfocitos a producir citocinas, algunas de 1las cuales son
capaces de atraer y activar inespecificamente a células
mononucleares de la circulacién sanguinea. Estos macréfagos
reclutados dan origen a la inflamacién al causar una destruccién
inespecifica del tejido, o bien al liberar citocinas
inflamatorias como leucotrienos &6 prostaglandinas (Green y cols.
1984). La medicién de la respuesta de DTH en uh sitio periférico,

como lo es el cojinete plantar o la oreja, provee un medio para
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cuantificar el grado de sensibilizaciédn a un antigeno. El grado
de la inflamacién refleja en parte el nimero de células reactivas
antigeno-especificas en la circulacién, este hecho es apoyado por
experimentos de transferencia celular, en los cuales existe una
asociacién positiva entre el nGmero de células transferidas y el
tamafioc- de la lesidén generada (Turk, 1980).

Por otro lado, la respuesta in vitro a mitégenos especificos
para linfocitos T es considerada como una medida del estado
inmunolégico celular del organismo. Uno de 1los mitégenos mas
utilizados es la concanavalina A. Esta prueba se lleva a cabo en
células esplénicas, debido a que en el bazo circulan B veces mas
linfocitos que en todos los ganglios linfaticos juntos, y ademas,
en éste O6rgano se encuentran la mayoria de las células
involucradas en la respuesta inmune.

Por Gltimo, la deteccién de anticuerpos se realizé para
conocer el desarrcllo de la respuesta inmune humoral a la par con

la de tipo celular.

MATERIALES Y METODOS.
ANIMALES.

Se utilizaron ratones de la cepa endogémica BALB/c

de ambos sexos, con 6 & 7 semanas de edad.

PARASITOS.

Los parisitos utilizados fueron los metacéstodos de
Taenia crassiceps variedad ORF, que han sido mantenidos en el

laboratorio a través de pases intraperitoneales en ratones
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hembras.
INFECCION.

Todos los animales fueron infectados por via
intraperitoneal el  mismo dia, con 10 cisticercos Qe
T.crassiceps con un didmetro menor a 2 mm y sin yemas aparentes,

en un volumen de 300 ul de PBS.

CINETICA DE LA RESPUESTA DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA (DTH).
Los animales infectados se anestesiaron con éter para medir
su cojinete plantar posterior derecho con un vernier (Mitotoyo,
Japén) . Posteriormente, fueron inyectados intradérmicamente en el
mismo cojinete plantar con 100 ug de proteinas de fluido
vesicular del cisticerco de T.crassiceps, estos desafios se
hicieron a los 3, 7, 14, 21, 28 y 42 dias después de la infeccidn
(siempre se utilizaron 10 ratones de cada sexo). La
inflamacién del cojinete plantar se midié 24 h m&s tarde y se
expresd como el porciento de incremento del cojinete tomado antes

de la inyeccién del antigeno.

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTICISTICERCO.

Después de realizar 1las mediciones de DTH, se obtuve el
suero de todos los animales para la deteccién de anticuerpos
anticisticerco utilizando 1la técnica del ELISA. Como antigeno se
utilizaron proteinas del fluido vesicular del cisticerco de
T.crassiceps, los sueros se diluyeron 1:100 en PBS-tween y se

procesaron como reporté Sciutto y cols. (1990).
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RESPUESTA BLASTOGENICA AL MITOGENO CONCANAVALINA A.

Después de haber realizado las mediciones de DTH, y obtenido
el suero para la deteccién de anticuerpos anticisticerco, 1los
ratones parasitados y normales de ambos sexos fueron sacrificados
por dislocacién cervical. En condiciones estériles, se extirparon
los bazos y se depositaron en una solucién salina balanceada
(SSB) fria. Para la obtencién de las células linfoides, los bazos
fueron perfundidos con 5 ml de SSB, después se incubaron durante
5 minutos a temperatura ambiente con cloruro de amonio al 0.87 %
en un buffer de tris para lisar los eritrocitos. Inmediatamente
las células se lavaron 3 veces con SSB para eliminar el cloruroc
de amonio y el detritus celular. Posteriormente, las células se
contaron en una camara de Newbauer y se ajustaron a 5 x 106
células/ml en medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO, New York, USA.),
suplementado con 10 § de suero bovine fetal (GIBCO), 1% de
penicilina estreptomicina (GIBCO); 1 §% de aminoacidos no
esenciales (GIBCO), 0.5 % de L-glutamina 200 mM (GIBCO) y 25 mM
de Hepes (ICN, Cal., USA). La viabilidad se determiné por 1la
exclusién del colorante azul tripano, y ésta siempre fue mayor al
95 §%.

Cien microlitros de esta suspensién celular fueron sembradas
en microplacas de cultivo de 96 pozos (Costar) y estimuladas con
100 ul de una solucién de Con A (Sigma) (2 ug/ml), diluida en el
mismo medio de cultivo. En los pozos controles s6lo se agregaron
otros 100 ul de medio suplementado. Las cé&lulas se incubaron por
54 ha 37 Cy 5 % de C02. Al término de este periodo, a cada pozo

se agregaron 10 ul de medio con 1 uCi de sH-timidina (NEN. Boston
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Ma. U.S.A.) y las placas se incubaron nuevamente por 18 h m&s. Al
final de 1la incubacién, las células se cosecharon en un
cosechador automdtico (Brandel Inc), sobre un papel de fibra de
vidrio (Whatman) y posteriormente la marca radiactiva fue
determinada en un contador de centelleo liquido (Tri Carb).

Los resultados de estos cultivos son reportados como Indice

de Estimulacién (I.E.); el cual se obtuvo de la siguiente manera:
I.E.= cpm_de celulas estimuladas con Con-A

cpm de células no estimuladas

CARGA PARASITARIA.

Después de 1la obtencién del bazo para el cultivo de
linfocitos, todos los animales fueron procesados para contar el
nimero de parasitos en la cavidad peritoneal de cada uno. Esto se
realizé con una jeringa de insulina y se consideré como una
unidad todo aquel cisticerco que estuviera libre con o sin yemas

en uno de sus extremos.
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RESULTADOS

RESPUESTA DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA (DTH) A ANTIGENOS DEL
CISTICERCO DE T.crassiceps.

El nivel de respuesta celular in vivo a antigenos del
par&sito se llevd a cabo durante el curso de la infeccidn, los
animales de ambos sexcs Sse inyectaron con el antigenc en el
cojinete plantar los dias 3, 7, 14, 21, 28 y 42 post~-infeccién
(p.i.). La inflamaciéh especifica provocada por la inyeccién del
antigeno en los animales infectados se muestra en la figura 1. La
capacidad para montar una respuesta de DTH es evidente desde los
primeros dias de infeccién (en el dia 3 con 4.78% en machos y
3.25 % en hembras). Esta respuesta se incrementdé gradualmente en
ambos sexos hasta alcanzar la maxima inflamacién en el dia 14
p.i.(P < 0.001). Después de este punto la respuesta de DTH tuvo
fluctuaciones, pero en el dia 21 p.i. ésta disminuyd

significativamente con respecto a la maxima obtenida (P < 0.001).

RESPUESTA DE ANTICUERPOS.

Los anticuerpos (IgG) anticisticerco fueron detectados
mediante ELISA. Este tipo de respuesta fue incrementdndose
constantemente a partir del dia 7 p.i. en el gque los niveles de
anticuerpos detectados fueron minimos. Después de ese dia el
nivel de anticuerpos se incrementé gradualmente sin sufrir
ninguna variacién importante durante el desarrollo de 1la
parasitosis, de tal modo que al final de la misma hubo un aumento

significativo en el nivel de anticuerpos anticisticerco (Figura
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FIGURA 1.~ CINETICA DE LA RESPUESTA DE HIPERSENSIBILIDAD
RETARDADA (DTH). Todos los animales fueron infectados el mismo
dia con 10 cisticercos de T.crassiceps, En los dias especificados
se desafiaron con 100 ug de proteinas del fluido vesicular de
cisticerco. Veinticuatro horas més tarde se midié la inflamacién
en el cojinete plantar de cada animal (la cual se reporta como el
porcentaje especifico de incremento en el volGmen del cojinete
plantar). Obsérvese que la m&xima respuesta se alcanza en el dia
14 p.i. y que ésta cae significativamente el dia 21.

*% P < 0.001 con respecto a todos los tiempos de infeccién.

* P < 0.01.- con respecto a los dias 7, 14 y 28 p.i.
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DETECCION DE ANTICUERPOS ANTICISTICERCO (IgG) ELISA
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FIGURA 2.~ RESPUESTA DE ANTICUERPOS (IgG) ANTICISTICERCO. Después
de las mediciones de DTH, se obtuvo el suero de los animales
parasitados para detectar 1los anticuerpos anticisticerco por
medio de ELISA. Puede observarse en esta figura que a partir del
dfa 7 p.i. hay un incremento sostenido de 1los niveles de
anticuerpos antiparasitarios, lo que nos sugiere que este tipo de
respuesta no es alterada durante el desarrolle parasitario.
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2).

CINETICA DE RESPUESTA A CON-A IN VITRO.

Tres o cuatro animales de cada sexo, parasitados o no,
fueron sacrificados a los 7, 14, 21, 28 y 42 dias p.i., para
determinar la respuesta de sus linfocitos al mitégeno Con-A.

En la figura 3 puede observarse que la capacidad de los
linfocitos T para responder a Con-A es superior en los animales
normales gque en los parasitados. Independientemente de lo
anterior, se observdé una declinacién gradual en la respuesta a
Con~A en los animales parasitados de ambos sexos. De tal forma
que el indice de proliferacién minimo se detecté en el dia 21
p.i. (4.2 para hembras vy 3.6 para machos) y fue
significativamente menor (P < 0.01) al findice de estimulacién de
los animales controles. Posteriormente hubo una recuperacién
de la respuesta pero no fue sostenida, ya que al final de la
infeccién el indice de proliferacidn volvidé a caer. Observandose

en este dia una menor respuesta en las henmbras.

CINETICA DEL CRECIMIENTO PARASITARIO.

A partir de una infeccién inicial con 10 cisticercos de
T.crassiceps, se siqui6é el desarrollo de esta parasitosis en
ambos sexos. Desde 1los primeros dias de infeccidn pudieraon
detectarse nlmeros pequefios de cisticercos. Sin embargo, lo mis
sobresaliente de la cinética de crecimiento del pardsito puede

reducirse a lo gque pasd a partir de la 3a. semana de infeccién,
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INDICE DE ESTIMULACION
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FIGURA 3.~ CINETICA DE LA RESPUESTA LINFOPROLIFERATIVA A CON-A IN
VITRO. En esta gr&fica puede apreciarse como los linfocitos de
los animales parasitados tienen una respuesta menor a la Con-A,

(mitégeno especifico para células T), que los animales sanos.
También puede notarse que la menor respuesta se detecté durante
la 3a. semana de infeccién, lo cual coincide con la menor
respuesta de DTH y el incremento en la carga parasitaria.
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que fué donde se inicié el mayor aumento en la carga parasitaria
(Figura 4). A partir de este momento empiezan a ser evidentes las
diferencias de susceptibilidad entre sexos, y un incremento

sostenido en la carga parasitaria.
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FIGURA 4.- CINETICA DEL CRECIMIENTO PARASITARIO. Aqui puede
observarse como a partir de la 3a. semana de infeccién se inicia
un crecimiento acelerado de la carga parasitaria y es también a
partir de este momento gque las diferencias de susceptibilidad

entre sexos empiezan a acentuarse, para hacerse conmpletamente
evidentes al final de la infeccién.
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RESULTADOS ADICIONALES

(EFECTO DE LA |INDOMETACINA Y ODE LAS CELULAS ADHERENTES SOBRE LA

RESPUESTA A CON-A EN  LINFOCITOS DE  ANIMALES  NORMALES Y
PARASITADOS).

INTRODUCCION.

Después de haber observado que la respuesta a Con-A en los
animales parasitados estaba disminuida, decidimos estudiar algidn
posible mecanismo que pudiera ser responsable de esta baja
respuesta al mitégeno.

Es bien conocido gue varias especies de parasitos ejercen
una influencia inmunomoduladora sobre su hospedero; de tal forma
que las respuestas inmunes potencialmente protectoras pueden ser
imhibidas. Los mecanismos descritos para estas evasiones son
varios, por ejemplo, inhibicién de 1la produccién de IL-2,
activacién de células CD-8+ y generacidn de supresién sensible a
indometacina.

Los mecanismos de evasién inmune en la cisticercosis son
poco conocidos, pero es posible que alguno de los mencionados
pueda estar involucrado. Debido a: dgque esta parasitosis es
crénica, y que la estimulaciédn antigénica constante puede llevar
a los macréfagos a secretar cantidades grandes de prostaglandinas
de la serie E, las cuales inhiben 1la produccién de IL-2;
decidimos estudiar si este mecanismo participa en la respuesta a

Con~A en los animales parasitados. Para lo cual utilizamos una
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droga (indometacina) que inhibe la secrecién de prostaglandinas.

MATERIALES Y METODOS.

Animales hembras de la cepa BALB/c con 8 y 24 semanas de
infeccién fueron sacrificados y sus células esplénicas obtenidas
y sembradas de la misma forma que se mencioné anteriormente, solo
gue ademds se agregaron en los pozos de cultivo 20 ul de una
solucién de 2 pug/ml de Indometacina (Sigma). En un experimento
realizado en forma simult&nea, con células de los mismos animales,
se procedi® a eliminar las cé&lulas adherentes por incubacién en
placas de petri durante 3 h a 37 C y 5 % de CO2. Al término de
este lapso, 1las células no adherentes fueron recuperadas,
ajustadas y sembradas de la misma forma que se mencioné antes. Se
les agregd la misma cantidad de indometacina, se incubaron 72 h,
recibieron 3H-timidina, fueron cosechadas y procesadas tal como

se menciondé anteriormente.
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RESULTADOS

EFECTO DE LA INDOMENTACINA SOBRE LA RESPUESTA A CON-A IN VITRO.

Después de observar que 1los animales parasitados tenian
inhibida su respuesta linfoproliferativa a Con-A, y para
determinar el posible origen de tal inhibicién se hicieron los
experimentos in vitro del efecto de la indometacina sobre la
proliferacién de linfocitos en los animales parasitados.

Se utilizaron ratones hembras con 8 y 24 semahas de
infeccibn, sus células esplénicas fueron estimuladas con Con-A y,
comoc se esperaba, su respuesta al mitégeno se encontré
significativamente inhibida en ambos experimentos (Figura 5a y
6a). Sin embargo, al agregar indometacina en el medio de cultivo,
se observé una recuperacién de la respuesta proliferativa a Con=-A
en los animales parasitados (P < 0.01), de modo gue las
diferencias con los controles desaparecieron (Figuras 5a y 6a),
la indometacina no tuvo ningtin efecto sobre la proliferacién en
las células de los animales normales (P > 0.05).

Como se sabe, la indometacina inhibe 1la produccién de
prostaglandinas (PG), y los macréfagos son productores de PG;
conociendo lo anterior decidimos determinar si los macréfagos de
los animales parasitados pudieran estar involucrados en la
inhibicién de la respuesta a Con-A. Asi que, los macréfagos
fueron eliminados de los cultivos por adherencia y la indometacina
fue probada nuevamente en estas condiciones. Los resultados

obtenidos pueden apreciarse en las figuras 5b y 6b, donde 1la
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indometacina ya no tuvo ningin efecto sobre la proliferacién de
los linfocitos de los animales parasitados, y ademas, la ausencia
de los macréfagos iquala la capacidad de respuesta de 1los
linfocitos en 1los animales parasitados con respecto a sus
controles. Esto sugiere un papel de los macréfagos en la
susceptibilidad a la cisticercosis experimental murina,
posiblemente a través de 1la liberacién de prostaglandinas

inhibitorias de la secrecién de IL-2.
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FIGURA S5a.~ EFECTO DE LA INDOMETACINA SOBRE LA RESPUESTA A CON-A
IN VITRO. En esta grifica puede observarse cémo ratones hembras
con 8 semanas de infeccién tienen una respuesta
linfoproliferativa a Con-A mucho menor gque aquellos animales
normales. N&tese como la adicién de indometacina al medio de
cultivo generdé un incremento significativo de la respuesta en las
células de los animales parasitados, mientras que en los normales
la indometacina no tuvo efecto alguno.

# P < 0.05 con respecto al control.

** P < 0.05 con respecto al parasitado sin indometacina.
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FIGURA 5b.- EFECTO DE LAS CELULAS ADHERENTES SOBRE LA RESPUESTA A
CON-A IN VITRO. Aqui puede observarse como la eliminaciédn de los
macréfagos (células adherentes) iguala la capacidad de respuesta
de los animales parasitados con los controles. Por otro 1lado,
puede notarse que ya no hay efecto de la indometacina en este
experimento. .
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FIGURA 6a.- EFECTO DE LA INDOMETACINA SOBRE LA RESPUESTA A CON-A
EN ANIMALES CON 24 SEMANAS DE INFECCION. Idem que Fig. 5a.

*#% P < 0.01 con respecto a normales.

* P < 0.05 con respecto a parasitados sin indometacina
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FIGURA 6b.- EFECTO DE LOS MACROFAGOS SOBRE LA RESPUESTA A CON=-A
IN VITRO, EN ANIMALES CON 24 SEMANAS DE INFECCION. Idem a Fig. Sb.
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DISCUSION GENERAL

Los cambios significativos en el nGmerc de cisticercos de
Taenia crassiceps encontrados en los ratones gonadectomizados,
confirman que los factores gonadales pueden modificar 1la
susceptibilidad del hospedero hacia el pardsito, tal como ya
habfia sido comunicado previamente por Huerta y cols. (1992,
Bojalil y cols. 1992; apéndice 1). Por otro lado, el aumento de
la carga parasitaria en los ratones timectomizados neonatalmente,
sugiere que la presencia del timo es fundamental para mantener
una respuesta antiparasitaria de tipo celular y limitar la tasa
de multiplicacién de 1los cisticercos. Este resultado se
correlaciona con la observacién de que en los animales
timectomizados neonatalmente, la reaccién de DTH especifica
contra los antigenos de T.crassiceps, se inhibié
significativamente, generando un aumento en la carga parasitaria
de ambos sexos. Sin embargo, el incremento fue mayor en los
machos (351% vs. 75% en hembras), de manera que las diferencias
de susceptibilidad entre sexos tendieron a desaparecer con la
timectomfia. Todo lo anterior parece indicar que el timo (que es
un O6rgano blanco para las hormonas sexuales) debe tener una
funcién importante en la regulacién de la cisticercosis
experimental murina. La proposicién anterior se confirmé
posteriormente cuando los experimentos se repitieron en animales
que habian sido timectomizados y gonadectomizados. Los resultados
encontrados en estos ratones indican que 1la actividad

antiparasitaria dependiente del timo puede estar influida
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negativamente por los estrégenos, puesto que en las hembras
timectomizadas y gonadectomizadas la carga parasitaria no se
modificé significativamente con respecto a sus controles. Este
resultado implica, ademds, que el efecto de los estrégenos se da
a través del sistema inmune, como lo habian sugerido antes otros
trabajos de nuestro laboratorio (Huerta y cols. 1992; Bojalil y
cols. 1992), en los cuales la mayor susceptibilidad de 1las
hembras solo se apreciaba cuando éstas conservaban el sistema

inmune intacto.

Si consideramos que el timo es necesario para mantener las
diferencias de susceptibilidad entre sexos, y que los estrégenos
pueden reducir la actividad de los 1linfocitos T gue tienen
receptores para éstas hormonas (Grossman 1985, Grossman Yy
cols,1991) se puede explicar que las hembras presentan una
modificacién en la maduracién de ciertas subpoblaciones de
linfocitos T (Screpanti y cols. 1991, Sukabe y cols. 1990).
Ademds de su accidn sobre timo, los estrégenos pueden actuar
extratimicamente, puesto gque la gonadectomia aunada a 1la
timectomia generé un decremento en la carga parasitaria en
hembras con respecto a aquellas s6lo timectomizadas. Sin embargo,
es posible gque algunas células T que pudieran haber madurado
antes de la timectomia (48 h después del nacimiento) (Shimamoto y
cols. 1983) hayan sido el blanco posterior de los estrbgenos vy
conferir una menor respuesta en las hembras. Pero al no haber
niveles elevados de estrégenos esta influencia negativa sobre

timo y cé&lulas circulantes no generd el aumento esperado en la
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carga parasitaria. En los machos pudo haber sucedido 1lo
contrario, ya que para este grupce si hubo un incremento
significativo en la carga parasitaria. Este resultado implica
que los andrégenos pueden tener un efecto positivo sobre 1la
respuesta inmune al pardsito y al no estar presentes, la

susceptibilidad al cisticerco aumenté en los machos.

Los datos obtenidos con los experimentos de reconstitucién
hormonal confirman que el estrbdgenc 17 B-estradiol es capaz de
inhibir la resistencia al cisticerco de T.crassiceps, en animales
de ambos sexos. En ellos se observé un aumento significativo de
la carga parasitaria y una desaparicién de las diferencias de
susceptibilidad entre sexos. La reconstitucién hormonal con 17
B-estradiol también provocdé un decaimiento significativo en la
respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH). Sin embargo, la
respuesta de anticuerpos no se modificdé. Por otro lado, 1la
reconstitucién con 5 a-dihidrotestosterona fue irrelevante en la
respuesta inmune al cisticerco y en el crecimiento de éste en

ambos sexos.

De acuerdo a estos resultados, es razonable proponer que el
17 B-estradiol actGa como un inmunosupresor de la respuesta
inmune celular en la cisticercosis experimental murina. Esto es
consistente con otros estudios en los que también se ha
observado que los estrdgenos suprimen una serie de respuestas
inmunes dependientes de células T, tanto in vivo como in vitro

(Schuurs y }lerheul 1990), y particularmente la DTH (Carlsten y
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cols. 1989). Ademas, estudios recientes indican que en ciertas
enfermedades, el 17 B-estradiol puede estimular la produccién de
anticuerpos, por un lado, y por otro puede suprimir la respuesta
de tipo celular (Carlsten y cols. 1992). La observacién anterior
también apoya la hipétesis de que la respuesta inmune celular es
importante en el control de la cisticercosis por T.crassiceps y
que los anticuerpos no parecen generar inmunoproteccién contra la

misma.

Por otro lado, en apoyo a la proposicidn que se presenta,
se puede mencionar que 1la actividad inmunosupresora de los
estrégenos incrementa la susceptibilidad a diversas enfermedades
infecciosas causadas por parasitos como por ejemplo, Toxoplasma
(Pung y cols. 1986), Trichomonas (Alexander y Stimson 1988),
Plasmodium (Benten y cols. 1992) Trichinella (Dean y cols. 1980);
asi también como por bacterias como Listeria (Pung y cols. 1984),

Chlamydia (Rank y cols. 1982) y Staphylococcus (Toivanen 1967).

Es posible gue, ademas del 17 B-estradiol, otras moléculas
de origen neuroendécrino puedan estar involucradas en 1la
respuesta a esta parasitosis; por ejemplo, la hormona
luteinizante (LH), 1la cual tiene wuna importante actividad
inmunomoduladora (Rouhabia y <cols., 1988a), podria estar
involucrada, ya que su produccién en la hipéfisis se aumenta
después de la gonadectomia. Otra hormona hipofisiaria gque puede
participar en la inmunoregulacién de esta parasitosis es 1la

prolactina. Se conoce que los animales estrogenizados, expuestos
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constantemente a estrégenos, pueden secretar niveles altos de
prolactina (Frantz 1978), y se ha comunicado que la
hiperprolactinemia puede inhibir la respuesta inmune celular
debido que provoca una disminucién en la produccién de IL-2
(vidaller y cols. 1986). Ademas, se conoce dque la prolactina
puede incrementar 1la respuesta de anticuerpes en algunas
enfermedades autoinmunes (McMurray y cols. 1992). Para determinar
el papel que pudieran tener estas hormonas en la cisticercosis

experimental seria necesario realizar otros estudios.

En los experimentos sobre la cinética de respuesta inmune
al cisticerco de T.crassiceps, la reduccién substancial de 1la
respuesta celular in vivo a antigenos especificos (denotada por
el bajo incremento de 1la DTH) estuvo acompafiada por una
inhibicién significativa en la incorporacién de timidina tritiada
por los linfocitos esplénicos de animales parasitados, después de
su estimulacién in vitro. Ambas respuestas mostraron sus niveles
mas bajos en el curso de la 3a. semana de infeccién. A partir de
ese momento, el crecimiento parasitario se incrementd
constantemente en ambos sexos hasta la 6a. semana de infeccién.
Durante este periodo ambos tipos de respuestas (DTH e
incorporacién de timidina) fluctuaron de una manera no
significativa y no recuperaron el nivel gue presentaron durante

las 2 primeras semanas de infeccién.

También es importante sefialar que después de la 3a. semana

de infecc{bn la respuesta humoral de anticuerpos IgG
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anticisticerco mantuvo un incremento progresivo, 1o cual podria
implicar una modulacidn de la respuesta inmune dependiente de las
células T de ayuda. Actualmente las células T de ayuda (Ts) han
sido subdivididas en 2 grupos de acuerdo a su perfil de secrecién
de 1linfocinas, asi los linfocitos Tu1 producen IL-2 e IFN 7;
mientras que las interleucinas 4, 5, 6 y 10 son secretadas por
Tz (Mossmann y <Coffman 1987; Fiorentino y cols. 1989)., Las
reacciones de DTH dependen de los linfocitos Twi, mientras que la
respuesta de anticuerpos es dependiente de Tiz. Cabe mencionar

que estos subtipos de células son mutuamente exclusivas.

Los resultados obtenidos revelan que una respuesta de DTH
alta estuvo asociada a bajos niveles de anticuerpos; en cambio,
cuando la respuesta de DTH disminuyd en el curso de la 3a. semana
de infeccién, el nivel de anticuerpos se incrementé y
posteriormente se mantuvo elevado, coincidiendo con el aumento en
la carga parasitaria. Es posible que un fenbémeno de esta
naturaleza se encuentre asociado con la evolucién natural de 1la
cisticercosis experimental murina y que el mismo dependa de 1la
actividad moduladora de los linfocitos Ti. La suposicién anterior
se apoya en el conocimiento de que un incremento en 1la
subpoblacién de linfocitos Tez puede inhibir la respuesta de DTH
generada por TH (Street y Mossmann 1991). Tebricamente, esto
podria haber sucedido al inicio de la infeccién y podria ser el
"switch" para el disparo de la carga parasitaria, para el
incremento observado en la produccién de anticuerpos, los cuales

no son protectores (Sciutto, 1989), y para la inhibicién de las
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reacciones de DTH que, probablemente, estan involucradas en los

mecanismos de proteccién contra esta parasitosis.

Desde un punto de vista hipotético, este posible cambio en
la expresién de las subpoblaciones de células T podria tener dos
causas:

1) Una expresién diferencial de antigenos parasitarios durante el
desarrollo de la infeccién. Esta posibilidad se presenta porgque
fenbémenos como éste ya han sido observados en otras parasitosis
(Leishmania, Plasmodium, Trypanosoma).

2) Un mecanismo de inmunomodulacién del propio hospedero; es
decir que la hiperestimulacién de macréfagos genera una mayor
produccién de 1IL-1 y prostaglandinas de la serie E (PGE2)
(Stenson y Parker 1980; Tomioka y Saito 1992). La IL-1 actuaria
autdécrinamente para estimular una mayor produccién de PGE: y esta
a su vez inhibiria la produccién de IL-2 (Rappaport y Dodge 1982)
por parte de las células T, de tal modo que esta subpoblacién
quedaria sin el autoestimulo necesario para activarse

suficientemente, dejando asi de ejercer su funcién.

Hasta el momento no existen reportes en la literatura de que
PGE: modifique la produccién de IL-4. De este modo, Tiz podria
seguir autoestimuldndose y generando mayor produccién de
anticuerpos, y por otro lado, inhibiendo por medio de otras
linfocinas, IL-10 (Fiorentino y cols.1989), la actividad de Tm Y

por lo tanto manteniendo una DTH baja.
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La explicacién anterior se apoya en los resultados obtenidos
con los cultivos in vitro, en donde se observé que las células
del bazo de animales con 8 y 24 semanas de infeccién tenian una
respuesta proliferativa al mitégeno Con A significativamente
menor que la de los animales no infectados. Cuando a estos
cultivos se les agregé indometacina (inhibidor de la sintesis de
PGEz2) la respuesta proliferativa a Con A se normalizd en los
animales parasitados, mientras que en los normales la

proliferacién no fue afectada.

Ademis, cuando las células adherentes de estos cultivos
fueron eliminadas, la respuesta a Con A fue igual para ambos
grupos de animales, y la indometacina ya no tuvo efecto alguno
sobre la proliferacién. Estos experimentos apoyan la idea de que
la respuesta del propio hospedero puede generar esta supresién en
la respuesta mitogénica de 1los linfocitos T. Las células
responsables de este fendémeno parecen ser los macroéfagos, los
cuales son conocidos por secretar grandes cantidades de PGE:
cuando se encuentran hiperestimulados ante un exceso de antigeno,
como por ejemplo en el caso cie las infecciones micobacterianas
(Bullock y «cols. 1978) y en algunas parasitosis como la
toxoplasmosis (Susuki, 1981), la leishmaniasis (Howard y cols.
1981), la malaria (Riley y cols. 1989) y la esquistosomiasis

(01ds y cols. 1984).

otras parasitosis en las que se han reportado mecanismos de

regulacién inmunolégica por Tw y Tw2 son aquellas producidas por
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Leishmania (Scott, 1989) y Schistosoma (Scott y cols. 1989; Fidel
y Boros 1990; Ratcliffe y Wilson 1991). En estas se ha
determinado que los antigenos que estimulan TH1 generan una
respuesta inmune celular protectora (niveles altos de DTH),
mientras que aquellos antigenos que estimulan a Ts2z favorecen la
susceptibilidad al parasito (Scott, 1989). Posiblemente, un
mecanismo de esta naturaleza podria estar involucradoc en 1la
cisticercosis experimental murina, de acuerdo con los datos que

nosostros hemos obtenido.

Este Gltimo punto de vista es reforzado por los hallazgos
recientes del grupo de 1la Dra. Sciutto, en los gque se ha
determinado 1la existencia de antigenos del cisticerco de
T.crassiceps, de distintos pesos moleculares, que facilitan el
crecimiento del parasito. Sin embargo, el mecanismo por el cual
se lleva a cabo dicha facilitacién es aGn completamente

desconocido.

Tomando en conjunto todos los resultados de este trabajo,
indican que la susceptibilidad al cisticerco de T.crassiceps se
encuentra modulada por una serie de factores hormonales e
inmunolégicos. Entre estos se tienen gque mencionar, primero,
interacciones entre el sistema inmune y las hormonas sexuales,
principalmente el 17 g-estradiol, cuya accién en este modelo
experimental es la de inhibir 1la respuesta inmune celular,
generando asi una mayor susceptibilidad al parisito en aquellos

animales que reciben esta hormona. En segundo lugar, los factorés
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inmunolégicos estudiados sugieren una modulacién diferencial de
las subpoblaciones de linfocitos Tt y T#z, cuya produccién de
linfocinas pueden llegar a ser las responsables de la evolucién
de esta parasitosis. Por dltimo, es necesario mencionar el
posible papel supresor de los macréfagos como una consecuencia de
la constante estimulacién antigénica. Todo lo anterior implica
que la susceptibilidad a la cisticercosis depende de una compleja
red de factores generados por 1los sistemas inmune y

neuroendécrino.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

CONCLUSIONES

Al término de este trabajo se concluye que:

La respuesta inmune dependiente de timo es fundamental en la

regulacién del crecimiento parastitario.

Las diferencias de susceptibilidad asociadas al sexo son

mediadas por 17 g-estradiol.

El estrégeno 17 B-estradiol influye negativamente en 1los
eventos inmunolégicos que participan en 1la proteccién en

contra de esta parasitosis.
La respuesta inmune celular especifica (DTH, in vivo), Yy
policlonal (Con=A, in vitro), son inhibidas durante el

desarrolle del cisticerco.

De acuerdo con el comportamiento de la respuesta inmune en la

cinética del crecimiento parasitario, es posible que las células

Tii y Tz desarrollen un papel importante en la evolucién de

esta parasitosis.

Productos secretados por los macréfagos (PGE), inhiben la
respuesta celular in vitro de los animales infectados. Tal
supresién es revertida al agregar indometacina al cultiveo; o,

al eliminar a los macré6fagos del mismo.
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7) Es inaplazable iniciar el estudio del papel que juegan las

citocinas en la cisticercosis experimental,.
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LA FUNCION DUAL DEL TIMO

INTRODUCCION

Actualmente se ha aceptado gue el sistema inmune, aunque es
regulado por una gran cantidad de eventos celulares y humorales
intrinsecos, es sensible a seflales generadas fuera de la red
inmunolégica, como las provenientes del sistema neuroendécrino.
Lo anterior es apoyado por dos lineas experimentales: 1) las
alteraciones espontineas o inducidas en el sistema neuroendécrino
pueden causar modificaciones funcionales en la respuesta inmune
(Ejem. estrés, Blalock y cols. 1985, 1987; niveles altos o bhajos
de hormonas sexuales, Grossman 1985, y Grossman y cols. 1991) y
2) la presencia de receptores para hormonas peptidicas de origen
neuroenddcrino (8 endorfinas, prolactina, FSH, LH, GH) en las
membranas de células linfoides (Buzzetti y cols. 1989). Por otro
lado, el sistema neuroendécrino no solo puede actuar como un
modulador del sistema inmune, sino que también puede ser blanco
de las seflales generadas por el aparato inmune (Blalock, 1989;
ohmichi y cols. 1992). Ejemplos de tales interacciones son las
alteraciones que pueden ser inducidas en el balance
neuroendécrino por la extirpacién de ©6rganos linfoides
relevantes, como el timo (Rebar y cols 1980), o por el
funcionamiento mismo del sistema inmune ante la presencia de
distintas dosis de antigenos, o bien por enfermedades infecciosas
(Blalock y Harp 1981; Berkenbosh, 1987).

Un 6rgano clave en esta comunicacién bidireccional es el

timo, el cual tiene dos funciones fundamentales. La primera
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relaciona al timo exclusivamente con el sistema inmune
(maduracién de linfocitos T, delecién de clonas de linfocitos T
autorreactivas), y 1la segunda relaciona al timo con la

homeostasis del sistema neuroendécrino.

1) EL TIMO COMO ORGANO INMUNOLOGICO,

El timo es un ¢érgano fundamental para el desarrollo éptimo
del sistema inmune en los vertebrados. Se encuentra localizado en
la porcién superior del mediastino, atr&s del esternén. Su
funcién inmunolégica primordial es la de 1llevar a cabo la
maduracién de linfocitos T, 1la cual depende de factores
anatémicos, hormonales y de interacciones celulares intratimicas.

El microambiente timico es un tejido complejo ¥y
especializado. Su complejidad se debe a que el timo se origina de
tres fuentes embrionarias distintas: endodermo del tercer saco
faringeo, ectodermo del tercer grupo branquial y células
estromales del mesénquima derivadas del mesodermo embrionario
(Auerbach, 1960, 1961; Corrier y Haumont, 1980). El1 endodermo
faringeo y el ectodermo branquial dan lugar a los componentes
epiteliales, mientras que las células derivadas del mesénquima
forman la cé&psula timica, los vasos sanguineos y el septum
interlobular.

Esta variedad de <células da origen a distintos
compartimentos anatémicos : 1) Corteza subcapsular; 2) Corteza
interna; 3) Médula; 4) Céapsula fibrosa y septum interlobular.
Cada una de estas regiones tiene distintas funciones en la

maduracién de los timocitos. En general, los timocitos maduran
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durante su migracién de la corteza hacia la médula pasando por
varios estadios de desarrollo (von Boehmer, 1988).

Las células precursoras hematopoyéticas provenientes de 1la
médula &sea entran al timo por la corteza subcapsular, aqui
inician su maduracién. Las células epiteliales de esta regién
estimulan la mitosis de los timocitos (Mandel 1969, 1970), esta
es la zona con mayor actividad mitética en el timo, ya que los
timocitos proliferan rapidamente (6-9 h/ciclo). Por otro lado, se
ha demostrado que en esta regién existen hormonas timicas que no
se han detectado en otros sitios del timo (Goldstein y cols.
1981; Haynes, 1984), y cuya funcién alin no esta claramente
dilucidada, pero parecen estimular la proliferacién de estos
timocitos, asi como inducir en ellos la expresién de receptores
para IL-1 e IL-2 ( Bach y Papiernik 1981; Hadden y cols. 1992).

La corteza externa se caracteriza por la presencia de
linfocitos pequefios no proliferativos, que se encuentran
intercalados con grandes células interdigitantes, cuya funcién es
la de expresar moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) con las cuales entran en contacto los
timocitos. La maduracién de los linfocitos T se define por la
expresidon del receptor de las células T (TCR), el heterodimero ag
6 78, asi como los llamados co-receptores CDs y CDe (von Boehmer,
1988). En esta zona del timo la mayoria de los timocitos no
expresan Cha ni CDs {doble negativos), son aGn
inmunoincompetentes y mds del 95% mueren in situ (Scollay Yy
cols. 1980), por lo que Ginicamente la minoria 'de estos timocitos

corticales doble negativos migran lentamente hacia la médula
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timica (Cantor y Weissman 1976; Sprent, 1988). En este momento los
timocitos inmaduros pueden diferenciarse en timocitos intermedios
que expresan CDi+ y CDs+ y algunas de éstas células llegan a
desarrollarse en timocitos maduros expresando Unicamente uno de
sus co-receptores, finalizando entonces como CDa-s+ & CDi+s~,
este Gltimo proceso se lleva a cabo en la médula timica.

La médula timica contiene mads células epiteliales que
timocitos. En esta zona los timocitos son inmunocompetentes Yy
expresan una alta densidad de moléculas del MHC, asi como de su
receptor, principalmente el dimero a/B. Es también en esta regién
donde los linfocitos T adquieren su fenotipo maduro, ya sea CDa+
o CDs+, asi como su especificidad restringida para MHC. Es aqui
donde se selecciona el repertorio de células T que habrdn de
colonizar 1los 6rganos 1linfoides periféricos, a través de
complejos mecanismos de interacciones entre células epiteliales
timicas que expresan distintas moléculas de MHC a las cuales son
confrontados los linfocitos T. Debido a que la maduracién de 1los
linfocitos T no es el tema central de este apéndice s6lo se
menciona muy someramente este fendémeno. Actualmente existen datos
experimentales s6lidos que implican dque el mecanismo de
maduracién de los linfocitos T puede generarse por una sefial
especifica dada por la unién del TCR aBf expresado en timocitos
inmaduros (CDs+s+) a moléculas del MHC ya sean clase I 6 II. Este
contacto da una "instruccién" a la célula para desarrollarse
posteriormente en CDs+ o CDs+, respectivamente., Es decir, si la
célula T inmadura (CD«+CDe+) se une a través de su receptor ag y

su co-receptor CDs a una molécula del MHC clase I, entonces da
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una instruccién a la célula para "apagar" la expresién del gene
para el co-receptor CDs (Borgqulya y cols. 1991; Wujciech y cols.
1992), generandose asi un linaje de células T CDa~-CDs+.

Por otro lado, existe en el timo otro fendémeno no menos
complejo e importante que la maduracién de los linfocitos T; el
mecanismo de autotolerancia, cuya funcién primordial es 1la
eliminacién de clonas de células T potencialmente auto-reactivas.
Actualmente se han descrito dos mecanismos de seleccién de las
células T que emigraran del timo hacia el interior del
organismo: 1) Seleccién negativa: aquellos 1linfocitos que
reaccionen con MHC propio ser&n eliminados por ser auto-reactivos
y posibles generadores de enfermedades autoinmunes (Klein y Nagy
1982; Kronenberg 1991); 2) Seleccién positiva: aquellos
linfocitos que sean exportados del timo requieren tener algin
grado de especificidad de unién a las regiones polimérficas de
las moléculas del MHC expresadas en el timo; las células T con
esta especificidad son seleccionadas para sobrevivir, mientras
las otras células T morir&n in situ (Zinkernagel y Doherty 1979;
Méller 1978, ‘Sprent y cols. 1988).

Al final de estos procesos los linfocitos T salen del timo
ya con un fenotipo maduro y una funcién especifica CDs«t+
(ayudadoras) o CDe+ (citotéxicas) . Estas células son capaces de
colonizar el tejido linfoide periférico, y asi llevar a cabo la

vigilancia inmunolégica.
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2) EL TIMO COMO ORGANO ENDOCRINO,

Desde hace algunas décadas se conoce que el timo produce
varios péptidos que pueden localizarse tanto intratimicamente
como en la circulacién sanguinea (Goldstein y cols. 1966; Hooper
y cols. 1975; Haritos y cols. 1984); estos péptidos son conocidos
como hormonas timicas y son producidas por el epitelio timico.

El primer paso en el aislamiento de una hormona timica fue
hecho por el grupo de Goldstein (1966); sin embargo, fué hasta
1975, cuando Hooper pudo purificar parcialmente un grupo de
péptidos a los que llamé Fraccién 5 de timosina (TFS5), obtenida a
partir de timo de ternera. Posteriormente algunos de los péptidos
de TF5 fueron purificados y secuenciados. Los mds conocidos son
timosina al (Tan) y timosina B4 (TB4); la primera es altamente
&cida y consiste de 28 amino&cidos (aa), la segunda consiste de
43 aa, ambas han sido consideradas como hormonas timicas y los
niveles en suero humano son de 500 a 1000 pg/ml para Tai, y 300 a
1000 mg/ml para TRa.

Las propiedades inmunolégicas de TF5 son nhumerosas
(Goldstein y cols. 1981), entre las mas destacadas se encuentran:
incrementa la sobreviviencia en ratones neonatalmente
timectomizados; acelera el rechazo de injertos de piel;
incrementa la produccién de anticuerpos; aumenta la respuesta en
el cultivo mixto de linfocitos y la respuesta a concanavalina A
cuando los animales son tratados in vivo con TFS5; en macréfagos,
aumenta la produccién de citocinas; finalmente, 2ats 'y
coloboradores en 1984, demostraron que TF5 puede incrementar la

produccién de IL-2 in vitro en linfocitos humanos. Su accién
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intratimica parece ser la de coadyuvar a la maduracidén de los
linfocitos de una manera secundaria, aungue existen datos en 1la
literatura gue no apoyan esto (Andrews y <cols. 1985) .
Recientemente se ha reportado que TF5 puede reestablecer la
poblacién de células T maduras en ratones viejos tratados con
hidrocortisona. Sin embargo, este reestablecimiento de 1la
competencia inmunolégica s6lo se obtiene cuando TF5 es
administrada conjuntamente con una mezcla de linfocinas (Hadden y
cols. 1992).

Por otro lado, los péptidos purificados Tal y TBRs también
tienen propiedades inmunopotenciadoras. Ademds, TB4 parece actuar
en estadios tempranos del desarrollo de 1las células T (Rebar y
cols. 1981).

La localizacién intratimica de estas hormonas se ha llevado
a cabo principalmente con heteroantisueros dirigidos contra
distintos factores derivados del timo. Asi, se ha determinado que
Ta: y timopoyetina (otro péptido derivado de TF5) parecen ser
producidas por células del epitelio timico de dos regiones, en la
corteza subcapsular y en la médula. TB8: se encuentra Gnicamente
en la reqgién epitelial de la corteza subcapsular (Haynes, 1984).

Adem&s de las propiedades inmunolégicas de 1las hormonas
timicas, distintos estudios indican que algunas de ellas pueden
actuar sobre circuitos neuroendécrinos.

Las primeras observaciones de que el timo podia afectar
otros Organos fueron hechas entre los afios 60’s y 70’s, pero
mejor dilucidadas en 1los 80’s. Los ratones congénitamente

atimicos presentan varias alteraciones a nivel ovarico vy
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reproductivo, como son retardo en la apertura vaginal y primera
ovulacién, su fertilidad es reducida y presentan atresia
folicular (Besedovsky y Sorkin 1977). Con la timectomia necnatal
se presentan las mismas irregularidades.

Sin embargo, hasta ese momento no se conocian las bases
hormonales de 1los defectos reproductivos en estos animales.
Fueron Rebar y sus colaboradores en 1981 quienes realizaron el
primer estudio hormonal en ratones hembras BALB/c atimicos,
demostrando que presentaban bajos niveles circulantes de FSH y LH
y por consiguiente una reducida produccién de andrégenos y
estrégenos en los animales adultos. A pesar de esto, no
dilucidaron el posible mecanismo de accién del timo sobre 1la
funcién reproductiva,

Las primeras evidencias directas de una relacién
causa-efecto entre hormonas timicas y funcién neurcenddcrina se
establecieron con experimentes in vitro, en los cuales Spangelo
(1985) determiné que TF5 estimulaba la secrecién de prolactina y
de la hormona liberadora de gonadotropinas por células de 1a
hipéfisis anterior. Poco después, cultivos de
hipotdlamo-hip6fisis se pusieron en contacto con TF5. Lo gque se
observé fue una liberacién elevada de hormona luteinizante (LH).
Pero cuando el hipot&lamo se removié, TF5 ya no tuvo efecto sobre
la liberacién de LH. Lo que sugirié que TF5 actuaba sobre el
hipotdlamo estimulando la secrecién de la hormona liberadora de
LH (Hall y Goldstein 1987). Posteriormente, se comprobé que el
péptido biolbgicamente activo en esta situacién era Tgs« el cual

modulaba la liberaci6én de LHRH con el consiguiente incremento en
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la produccién de LH, hormona responsable de la esteroidogénesis
en las glandulas sexuales. Asi se explicaba el bajo nivel de
hormonas sexuales en animales atimicos o neonatalmente
timectomizados.

Por otro lado, se ha demostrado que la Tai: también puede
participar en las interacciones entre timo-sistema nervioso, ya
que es capaz de generar un aumento en la produccién de
corticosterona. Tal accién no es directa sobre células de las
glandulas suprarrenales, lo que implica su accién a nivel del SNC
(Vahouny vy cols. 1983). Adem&s, la inyeccién intravenosa in vivo
de TF5 elevé los niveles de ACTH, B-endorfinas, cortisol y
corticosterona, tanto en monos como en roedores (Hall y Goldstein
1987). La accién de TF5 a nivel neuroendbcrino se confirmé cuando
TF5 fue agregada a cultivos de células suprarrenales y no se
registré liberacién de glucocorticoides (Vahouny y cols. 1983).

Otras hormonas timicas que han sido bien caracterizadas son:
timulina (antes factor timico sérico) es un nonapéptido que
requiere zinc para llevar a cabo su actividad bioldgica (Dardenne
y cols. 1984); timopoyetina (49 aa) y el factor timico humoral
72, todos estos péptidos son derivados de TF5, pero en ellos no

se ha encontrado actividad sobre el sistema neuroendécrino.

3) EL TIMO COMO ORGANO BLANCO,

La gl&ndula timica no solo puede influir con sus productos
hormonales a otras glandulas del organismo para que estas
modifiquen su patrén de secrecién, sino que también puede' ser

blanco de las hormonas producidas por otros 6rganos y asi estos
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Gltimas pueden modificar la funcién del timo, cerrandose un
circuito hasta el momento poco conocido.

La primera observacién de que el timo podia ser afectado por
otros 6rganos la hizo Calzolari (Grossman, 1985), al observar gque
el timo de conejos castrados antes de la pubertad era mayor que
el de ‘los controles. A pesar de que esta observacidén tiene un
siglo, solo hasta recientemente ha tomado auge el estudio de los
factores gque pueden modular al timo, tanto a nivel de 1la
maduracién de linfocitos T, como en la produccién de hormonas
timicas. El1 timo es blanco para una serie de hormonas tanto
esteroides como peptidicas, la accién de estas es variada y
afecta distintas funciones del timo.

TIROIDES.~ Las hormonas tiroideas tienen un efecto positive
sobre la produccién de timulina, ya que, cuando los niveles de
hormonas tiroideas son bajos o bien se inhibe la produccién de
tiroxina y triiodotironina, la sintesis de timulina disminuye, al
mismo tiempo las células productoras de timulina en el timo
decrecen (Savino y cols. 1984). Por otro lado, en ratones
tiroidectomizados la timulina en suero se reduce y en animales
viejos tratados con tiroxina los niveles séricos de timulina
regresan a su nivel normal (Fabris y Moncchegiani 1985). La
accién de las hormonas tiroideas en el timo parece ser sobre las
células epiteliales timicas productoras de timulina, ya que las
hormonas de la tiroides incrementan el nGmero de este tipo de
células. Sin embargo, los receptores para estas hormonas no han
sido detectados en el epitelio timico.

SUPRARRENALES.- Los glucocorticoides son las hormonas
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esteroideas mids conocidas que influyen en el timo, modificando su
peso y celularidad. Su accién mias importante es la induccién de
muerte celular en timocitos inmaduros (Claman 1972), de tal modo
que la extirpacién de éstas gléndulas incrementa el pesoc timico
en ratones. Por otro lado, existen datos que indican que 1la
extirpacién de 1las glandulas suprarrenales puede inhibir 1la
produccién de timulina de una manera indirecta y transitoria,
implicando a las hormonas suprarrenales como moduladoras de la
funcién timica (Dardenne y cols, 1986).

GONADAS.- Los esteroides sexuales pueden modificar 1la
funcién del timo de dos maneras: afectando su produccién de
hormonas timicas por las células epiteliales, y actuando en la
maduracién de las subpoblaciones de linfocitos T.

Actualmente es bien conocido que el timo sufre un involuciédn
después de la pubertad, tiempo en el que los niveles de hormonas
sexuales se incrementan de manera importante, tanto en roedores
como en humanos. De modo gue, en la vida adulta el timo casi ha
desaparecido. Estas observaciones guiaron a la blusqueda de
receptores para diferentes hormonas sexuales sobre el epitelio
timico. Una serie de trabajos han demostrado la presencia de
receptores citosélicos para estrdgenos (Grossman y cols. 1979,
Grossman, 1985, Grossman y cols. 1991), para andrégenos (Grossman
y cols. 1979, Grossman, 1985) y progesterona (Pearce y cols.
1983) en timo completo, pero no en timocitos disociados. Esto
implica que los receptores para estas hormonas se encuentran en
las células reticuloepiteliales del timo. Sin embargo, Kovacs y

Olsen (1987) bhan demostrado que 1la presencia de receptores
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androgénicos no estd restringida al componente epitelial del
timo, sino que también se encuentran en los timocitos.

Los estrégenos pueden modificar la produccién de hormonas
timicas, principalmente de timulina, asi también como alterar la
maduracién de las subpoblaciones de linfocitos T,
preferentemente la ayudadora (Sakabe y cols. 1990). Por otro
lado, los estrégenos modifican la expresién del receptor a/f en
timocitos CDs-CDs-, lo cual puede estar relacionado con ciertas
enfermedades autoinmunes (Screpanti y cols. 1991).

La gonadectomia tanto en machos como en hembras provoca un
incremento significativo en el peso del timo (Fitzpatrick y cols.
1991), asi como alteraciones en las subpoblaciones de timocitos
principalmente en células doble negativas y doble positivas. La
gonadectomia en machos puede generar un mayor numero de células
CDs+ (Fitzpatrick y cols. 1991).

HIPOFISIS.- Las hormonas de origen hipofisiario tienen un
papel relevante en la respuesta inmune, la accién de estas
hormonas es principalmente sobre células maduras circulantes. Sin
embargo, recientemente se ha demostrado que la prolactina (PRL)
actGa sobre las células epiteliales timicas, tanto humanas como
murinas, generando una produccién Sptima de timulina. Por otro
lado, 1la administracién de bromocriptina (inhibidor de 1la
sintesis de PRL) en ratones suprime la secrecién de timulina
(Dardenne y cols. 1989)

Como puede apreciarse en este apéndice, el timo tiene una
doble funcién en el organismo: no solo tiene que aportar un

namero constante de linfocitos T maduros para mantener un buen
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sistema inmune, sino que ademis debe producir una serie
péptidos cuya funcién primordial parece ser la de mantener
nivel constante de hormonas gonadotréficas, lo que implica
importancia reproductiva ademis de inmunolégica. Sin embargo,

timo no escapa del control neurocenddcrino pues es blanco

de
un
su
el
de

varias hormonas que modulan su funcionamiento, cerrdndose asi una

comunicacién bidireccional.
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