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RESUMEN

En América Latina, Asia y Africa la cisticercosis por Taenia solium, es
altamente predominante en cerdos y en humanos y por ende constituye un serio
problema de salud publica, ello indica la importancia de encontrar una efectiva
forma de evitar la transmisién de la enfermedad. La cisticercosis murina
constituye una estrategia experimental ideal que ha permitido evaluar las
interacciones inmuno-endocrinas entre el cisticerco de Taenia crassiceps y su
hospedero murino, en donde se ha observado un dimorfismo sexual en ia
infeccion: las hembras presentan una mayor susceptibilidad y mayores cargas
parasitarias que los machos durante la infeccién aguda, mientras que durante la
infeccion cronica las cargas parasitarias en machos y en hembras se igualan, a
la vez el macho sufre un proceso de feminizacion. Estas y otras observaciones
han llevado a la conclusion de que los andrégenos ejercen un efecto protector a
la infeccion mientras que los estrégenos parecen permitiria.

Dentro del ciclo de vida del parasito el cerdo es el hospedero
intermediario para la transmisién de la enfermedad, por tanto se puede reducir
el paso de la cisticercosis hacia el humano a través de la vacunacion del cerdo.
Debido a las diferencias ya mencionadas entre hembras y machos en la
infecciéon, aunado a que las vacunas utilizadas en contra de la cisticercosis no
han comprobado un efecto 100% protector y a que no existen estudios que
evaluen la respuesta inmunolégica en la vacunacion para ambos sexos, es que
se decidié investigar la forma de regular la respuesta inmunolégica en la
vacunacion a través del uso de hormonas sexuales como los andrégenos, los
resultados observados son: 1)El tratamiento con Dihidrotestosterona provee un
efecto protector a la infecciéon, medido como perfil de respuesta inmunolégico.

2) Los antigenos recombinantes utilizados en fagos filamentosos no proveen
una proteccion efectiva cuando se utilizan en una sola dosis via subcutéanea.

3) En los estudios de vacunacion es importante incluir ambos sexos, debido a
que existen evidencias cada vez mAs estudiadas de la relacion entre los
sistemas inmunoldgico y endocrinolégico.




1. INTRODUCCION

El sistema inmunologico es el encargado de proteger y mantener libre de
enfermedades al organismo. Para tal fin desencadena una serie de mecanismos
de defensa en contra de agentes infecciosos. Durante muchos afios se estudid
como un sistema aislado, sin embargo recientemente este concepto ha
cambiado, debido a que existe evidencia tanto clinica como experimental (a
nivel celular y molecular) en donde se observan las interacciones que tiene con
otros organos y sistemas, principalmente el sistema endocrino y el sistema
nervioso, lo que constituye una piedra angular en el mantenimiento de la
homeostasis (Neveu y Le Moal, 1990; Spangelo y Gorospe, 1995; Ferenick et
al., 1998).

Las evidencias a nivel celular y molecular de que los sistemas inmune y
neurcendocrino se relacionan por medio de una comunicacién bidireccional se
deben entre otras a:

A) Las células del sistema inmune, endocrino y nervioso expresan
receptores para citocinas, hormonas, neurotransmisores y neuropéptidos.

B) Los productos de estas células se encuentran en tejido linfoide, nervioso y
endocrino.

C) Los mediadores del sistema endocrino y nervioso pueden afectar al
sistema inmune, asi mismo, los mediadores del sistema inmune pueden afectar
al sistema endocrino y nervioso. (Besedovsky y Del Rey, 1992; 1996)




Las evidencias a nivel clinico se observan sobre todo en:

A) La incidencia en enfermedades de tipo autoinmune es mayor en hembras
que en machos y esta diferencia se ha atribuido a los niveles de esteroides
sexuales (Grossman et al., 1991)

8) En infecciones parasitarias sobre todo en el modelo murino, se ha visto
como la incidencia y la severidad de la infeccion son diferentes entre machos y
hembras. Como ejemplos podemos mencionar las infecciones causadas por
Toxoplasma gondii ( en donde las hembras desarrollan inflamacién cerebral mas
severa que los machos), Plasmodium chabaudi (los machos son mas
susceptibles a la infeccién que las hembras), Leishmania spp. (los machos son
mas resistentes a la infeccion), Schistosoma haematobium (las hembras
presentan una mayor respuesta inmune a la infeccion que los machos) y Taenia
crassiceps (las hembras son mas susceptibles a la infeccion que los tjnacho$)
(Larralde et al., 1995; Craig et al, 2001; Verthelyi, 2001).

Estas diferencias se deben a muchos factores; tales como: via de
infeccion, respuesta inmunoldgica del hospedero, factores genéticos, diferencia
en la exposicion a los distintos estados infectivos del paréasito, estado hormonal
del hospedero al momento de la infeccién; ademas, en humanos estan
implicados factores socioeconémicos (Zuk , 1996; Craig et al., 2001).

En el modelo murino de cisticercosis existe una susceptibilidad asociada
al sexo que junto con factores genéticos e inmunitarios hace a las hombrus :
mas susceptibles a la infeccién. Durante la infeccion aguda (4 semanas) las

hembras presentan cargas parasitarias cuatro veces mayores que ios machos,



sin embargo conforme aumenta el tiempo de infeccién (infecciones cronicas,
mas de 4 semanas) las cargas parasitarias en los machos se igualan a las de las
hembras, debido a una modulacion endocrina en donde se ha comprobado que
la IL-6 juega un papel predominante al inducir la actividad de la enzima P-450
aromatasa responsable de la conversion de Testosterona a Estradiol, al mismo
tiempo que disminuye la expresion de la enzima Sa-reductasa encargada de la
conversion de Testosterona (T4) a Dihidrotestosterona (DHT) en el metabolismo
de los esteroides sexuales masculinos (Morales-Montor et al., 1998; 2001;

2002).




. ANTECEDENTES

A. Importancia de estudio de la cisticercosis y ciclo de vida del parasito.

La cisticercosis es una enfermedad infecciosa causada por la larva o
cisticerco del parasito Taenia solium, se considera un problema de salud publica
que afecta principalmente a paises de Latinoamérica, Asia y Africa. Estos
paises se caracterizan por tener condiciones nutricionales y sanitarias
depiorables ademas de ser una enfermedad emergente en paises desarrollados
debido a la gran movilizacién de inmigrantes (White, 2000). Su importancia
radica en la alta frecuencia de pacientes con neurocisticercosis, que es la forma
mas grave y frecuente de la enfermedad en ia que se pueden producir crisis
convulsivas, meningitis, deterioro mental, etc. (Pumarola et al., 1987).En México
el numero de reportes de teniasis y de cisticercosis acumulados hasta la
semana SO del aflo 2000 son: teniasis 3,068 casos en 1999 y 1,057 hasta la
semana 50 de 2000; y cisticercosis 857 casos en 1999 y 546 hasta la semana 50
del afio 2000 (Epidemiologia, SSA 2000).

Recientemente, con el uso de pruebas de inmunodiagnéstico, se logré
detectar anticuerpos anti-cisticerco por armiba del 12.2%, en un grupo de
soidados de poblacion urbana, lo que constituye una prueba de que la
cisticercosis continGa siendo un problema de salud publica (Garcia-Garcia et al.,

1999).




El ciclo de vida de Taera sohum (Fig 1) se puede dividir en dos etapas;
la primera, en el hospedero intermediario (cerdos) y la segunda, en el hospedero

definitivo (humanos).
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La primera etapa se inicia con la ingestion de los huevos de Taenia sofium
por el hospedero intermediario (Fig 2). Las enzimas proteoliticas del estomago e
intestino destruyen al embriéforo (envoltura protectora) liberando al embrion. El
embriébn hexacanto activado también llamado oncosfera atraviesa ia mucosa
intestinal por la accion combinada de sus ganchos que desgarran el tejido, y de
secreciones liticas que lo llevan a diferentes érganos hasta convertirse en un

cisticerco (Fig 3).

Figura 2. Huevo de Taenia sp.
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El cisticerco es una vesicula translicida, ovoide o circular de 5§ a 10 mm
de diametro con un escdlex invaginado con cuatro ventosas y un circulo de
ganchos, que puede permanecer en los tejidos del hospedero intermediario
durante varios afios rodeado por una capsula de tejido conectivo. La vesicula
esta llena de un fluido transparente que contiene proteinas del parasito y del
hospedero (Ambrosio J. et al.,, 1994). El tegumento y la pared vesicular son el
sitio de contacto del parasito con el hospedero y desempeiia un papel central en

el establecimiento de la relacion hospedero-parasito. (Flisser et al., 1997; 1998).

Figura 3. Esquema det cisti de T.solit ,C: 4 irasl, Ex: Ok P: p d
vestibular, Pv: p d icular, V: 30 vestibular
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La segunda etapa del ciclo de vida ocurre cuando el ser humano consume
came de cerdo infectada e ingiere al menos un cisticerco viable. La masticacion,
las sales biliares y las proteasas digestivas destruyen la pared vesicular e
inducen la evaginacion del escolex, éste se fija en la pared del yeyuno por medio
de sus ventosas y ganchos rostelares.

La Taenia adulta mide entre 1.5 y 5 m de longitud, su cuerpo esta
formado por el escolex, el cuello y el estrébilo. El estrébilo es una cadena de
segmentos o proglidtidos que se desarrollan a partir del cuello, los proglétidos
poseen cientos de testiculos y un ovario trilobulado, por tal motivo se piensa que
se autofecunda y puede producir hasta 50,000 huevos infectantes por dia. La
contaminacién de aguas y alimentos con los huevos es favorecida por el
fecalismo al aire libre, el hacinamiento y la falta de higiene personal. Finalmente
el ciclo de vida se cierra cuando el hospedero intermediario ingiere los huevos

que contaminan alimentos y agua ( Sarti, 1997; Flisser et al., 1998).

B. Cisticercosis murina

Como una alternativa experimental para el estudio de la cisticercosis se
ha adoptado el modelo murino utilizando el pardsito Taenia crassiceps cuya
forma adulta se aloja comunmente en el intestino de zomos y caninos y cuyo
hospedero intermediario son los roedores. Los cisticercos se reproducen
asexualmente por gemacion, esta caracteristica facilita su estudio ya que
pueden mantenerse en el laboratorio mediante la inoculacion intraperitoneal de

los tacéstodos de T ia cr i en el roedor (Larralde et al., 1995).




Algunas caracteristicas por las cuales se utiliza este modelo son:

1) El cicio de vida de 7. solium y T. crassiceps es muy parecido.

2) Morfoldgicamente y anatémicamente son iguales.

3) Existen semejanzas antigénicas entre los cisticercos de 7. solium y
T.crassiceps que incluso pueden utilizarse en el inmunodiagnéstico y en la
vacunacion (Toledo A. et al., 2001).

4) Los cisticercos de T. crassiceps pueden perpetuarse con facilidad a través de
inoculaciones sucesivas en ratones sin causar dafio severo aparente a las
estructuras vecinas en donde se aloja.

5) Constituye un excelente modelo que pemite el estudio de la relacion
hospedero-parasito, a partir del cual, se han observado algunos aspectos de las
interacciones inmunoendocrinas que se establecen en la infeccién por T.

crassiceps en el raton. (Morales-Montor et al., 2001).

C. inmunologia y Dimorfismo Sexual en la Cisticercosis murina

En 1986 Mosman y colaboradores comenzaron una revolucion conceptual
al dividir las células T coperadoras (Th) en dos subpoblaciones: respuesta tipo
Th1 o respuesta de tipo celutar (caracterizada por ta produccién de IFN-y e IL-2)
comunmente relacionada con la eliminacién de parasitos intracelulares y
respuesta de tipo Th2 o respuesta de tipo humoral (caracterizada por la
produccion de IL-4 e IL-10) relacionada con la eliminacion de parasi

extracelulares ( Abbas et al., 1996; Allen y Maizels, 1997). Asi surgié un dogma
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controversial, estos tipos de respuestas pueden ser claros en algunas
infecciones parasitarias, sobre todo en los estudios realizados con Leishamania
major, (un parasito intracelular que puede infectar macroéfagos), en donde la
respuesta de tipo Th1 es protectora para el hospedero y a su vez la respuesta de
tipo Th2 es permisiva (Cox y Liew, 1992; Allen y Maizels, 1997). No en todas
las infecciones parasitarias se refleja el resuitado de esta caracterizacion, tal es‘
el caso de la infeccion causada por T. crassiceps, (parasito extracetular) en
donde la respuesta de tipo Th2 se ve favorecida, postulandose como una
respuesta permisiva para et establecimiento del parasito.

Existen estudios que muestran resuftados de la generacion de una
respuesta de tipo Th1 en (a fase temprana de la infecciéon, pero que
eventuaimente cambia a una respuesta de tipo Th2 conforme se incrementan las
cargas parasitarias y el tiempo de infeccion en los ratones. Lo que sugiere que
en la cisticercosis murina la respuesta de tipo Th1 es importante para evitar el
establecimiento del parasito (Villa y Khun, 1995; Terrazas et al., 1998; Toenjes
et al., 1998, Rodriguez-Sosa et al., 2002).

Como ya se menciond en el modelo murino de cisticercosis, existen
factores gonadales que favorecen la susceptivilidad de las hembras de la cepa
de ratén BALB/c AnN durante la infeccion aguda por 7. crassiceps, esta
diferencia de susceptibilidad desaparece en la infeccién crénica, en esta Glitima
los niveles de 17p-estradiol (E2) se incrementan hasta 200 veces su valor
normal y los de Te y DHT disminuyen hasta un 90%, conjuntamente el peso de

vesiculas seminales y testiculos disminuye, finalmente el macho pierde (a
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respuesta de eyaculacion, la conducta de intromision y la conducta de monta.
(Larralde et al., 1995; Morales-Montor et al., 1996).

Esto que se puede considerar como una “feminizacidn del macho™ se ha
propuesto como una novedosa y complicada estrategia de evasion de la
respuesta inmune por parte del parasito, que se logra mediante la activacion de
la enzima P-450 aromatasa. Se ha estudiado a la IL-6 como l|a responsable de
esta activacion, ya que su concentracion se incrementa de manera notable en
los machos infectados cronicamente, su papel en la feminizacion del macho para
permitir el establecimiento del parasito se comprobd en ratones Knouck-out en
IL-67", en los que el proceso de feminizacién no se lleva a cabo y cuando se
reconstituye con IL-6 se produce la feminizacién del macho (Morales-Montor,
2001).

Cabe mencionar que los efectos de la T,, DHT y E> se han evaluado en
animales gonadectomizados, encontrandose que el tratamiento con T y DHT
disminuye las cargas parasitarias en un 50-70%, mientras que el tratamiento con
€2 las incrementa, a su vez se observé un aumento en la produccion de IL-2 e
IFN-y en los animales tratados con T4 y DHT; lo que ha sugerido un posible
papel protector de los androgenos a través de la estimulacidn de la inmunidad

celular (Morales-Montor et al., 2002).
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D. Vacunacion

Dentro del ciclo de vida del parasito el cerdo es el hospedero
intermediario para la transmision de la cisticercosis, este hecho hace factible
interferir con el paso de la enfermedad hacia el humano a través de Ila
vacunacion del cerdo. El desarrollo de una vacuna efectiva es uno de los
principales propésitos de un gran numero de investigadores. En muchos
estudios se han utilizado antigenos obtenidos a partir de la oncosfera, los
cisticercos o del gusano adulto. Recientemente algunos autores han recopilado
informacion acerca de los diferentes grados de proteccién que se reportan con
cada vacuna, con resultados que incluyen la inmunizacion en el modelo murino
hasta la inmunizacién de cerdos (Flisser y Lightowelrs, 2001; Sciutto et ai.,
2002). Actuaimente el uso de proteinas recombinantes han sido utilizadas con
mayor éxito, este tipo de vacunas resueilve el problema de tener mezclas
desconocidas en los extractos antigénicos, que pudieran causar reacciones
adversas e incluso facilitar la infeccion (Manoutcharian et al.,, 1998; Flisser y
Lightowelrs, 2001).

Los mejores resultados de la vacunacion en cisticercosis, se han
reportado con la inmunizaci6n basada en antigenos recombinantes,
denominados: KETc1, KETc7, GK1, KETc12, que fueron obtenidos a partir de la
i6n de fracciones antigénicas de extractos solubles de cisticercos de T.

crassiceps en geles de acrilamida, esas fracciones fueron utilizadas para

evaluar su capacidad protectora en la cisticercosis porcina y murina, en donde
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se encontré un aito grado de proteccion de los cerdos con 3 de las fracciones
probadas(56, 66 y 74 KDa). Por otra parte se construyé una biblioteca de cDNA
en el fago AZAP usando RNAm aislado de los cisticercos de Taenia crassiceps,
se obtuvieron 13 clonas recombinantes seleccionadas por medio de
inmunodeteccidn utilizando anticuerpos policlonales en contra de las fracciones
antigénicas de 56,66 y 74 KDa. Se seleccionaron 3 clonas (KETc1, KETc7 y
KETc12) que fueron fuertemente reconocidas por sueros de cerdos infectados
con Taenia solium. De acuerdo con la secuencia de aminodcidos y_usando un
meétodo de determinacion de epitopos (que se basa en predicciones tedricas), se
sintetizé el fragmento peptidico llamado GK1 (Valdez et al., 1994; Manoutcharian
et al.,1996; 1998; 1999; Toledo et al.,1999; 2001; Sciutto et al.,, 2002). Una
forma de expresar estos antigenos recombinantes de manera masiva es
mediante la técnica de phage display, ésta permite reducir los costos de
produccion y tedricamente aumentar la efectividad de la vacuna debido a que
ofrece la posibilidad de expresar grandes cantidades de proteinas en la
superficie fagos filamentosos, comunmente el fago M13 (Manoutcharian et al.,
1999). Esta técnica tiene ventajas sobre otras herramientas de investigacion ya
que el fago por si mismo es un excelente inmunégeno. El fago M13 tiene forma
de filamento flexible, con un didmetro aproximado de 6.5 nm y una longitud de
900 nm, su cubierta es de 1.5-2 nm de grueso y su peso de 1.2-1.4 x 10’ Da, su
genoma es ADN circular de cadena sencilla que codifica para 10 diferentes

proteinas, las proteinas del fago que se utilizan comunmente son la proteina (il y
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la proteina VHI, de la ultima pueden encontrarse hasta 2700 copias ( Barbas et
al.,2001; William, G.T. , 2002).

Es importante mencionar que los epitopes seleccionados para el
desarrolio de fa vacuna expresada en fagos filamentosos estan distribuidos entre
los diferentes estadios del parasito y representan blancos accesibles al ataque
inmunolégico, lo que es de especial interés si se evalia su localizacion en la
oncosfera, considerando que es una fase del céstodo altamente susceptible al
ataque inmunoldgico y que por lo tanto ofrece la posibilidad de proteccion en

contra de la cisticercosis porcina (Lightowlers, 1999).
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. JUSTIFICACION

La vacunacién es una de las mejores formas de prevencion de

enfermedades infecciosas y actualmente existen diferentes métodos (como la

tecnologia de DNA recombinante) que permiten obtener vacunas mas seguras

que las obtenidas por métodos tradicionales, los cuales estan basados en

bacterias o virus atenuados o inactivados. Sin embargo la mayoria de las veces
es necesario disminuir el nimero de refuerzos para obtener un efecto 100%

protector, asi como también, es necesario aumentar la inmunogenicidad de

dichas vacunas, lo que ha generado un gran numero de investigaciones

dirigidas a 1a obtenciéon de adyuvantes (O'Hagan, 1998). Dentro de los

adyuvantes recientemente reportados se encuentran entre otros: toxinas

bacterianas como la de la bacteria del cdlera, inmunomoduladores endogenos
como IL-2 e IL-12, lipopétidos, microparticulas poliméricas y hormonas (Mc
Cluskie y Weeratna, 2001).

En tas enfermedades infecciosas, el uso de hormonas se ha utilizado

con gran éxito debido a las interacciones inmuno-endocrinas que se

establecen en la relacion hospedero-parasito, ejeampio de eillo es el uso de

Dehidroepiandrosterona (DHEA), una hormona esteroide precursora de

andrégenos y estrégenos con actividad inmunomodutadora. En la vacunacion de
ratones viejos en contra de la influenza, el tratamiento con DHEA incremento la
respuesta humoral de los ratones tratados y por tanto también aumentd la
resistencia a la infeccidn por el virus de la influenza (Danenberg et al., 1995). En

la inmunizacion con hepatitis B recombinante en ratones viejos la adicién de
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DHEA en fa inmunizacién aumentod la generacion de anticuerpos (Araneo et al.,
1993). En el modelo murino de |a encefalomielitis equina venezolana, una
enfermedad viral con gran prevalencia en Sur Ameérica, el tratamiento con
DHEA aumentd la eficiencia en la vacunacion de ratones con el virus TC-83
(Negrete et al., 2001)

Para el caso de Ila cisticercosis se han generado numerosas
investigaciones enfocadas a la busqueda de una vacuna efectiva que pueda ser
aplicada en cerdos y con ello interferir con el paso de la infeccién hacia el
humano (Larralde, 1995). La vacuna que utiliza antigenos recombinantes es la
que ha reportado un mayor grado de proteccion (Sciutto et al., 2002) y su
produccién en grandes cantidades pretende llevarse a cabo mediante la técnica
de phage display (Mountcharian et al., 1999; Sciutto et al., 2002). Sin embargo a
pesar de reportar grandes ventajas con respecto a otras, tales como las vacunas
obtenidas a partir de extractos del cisticerco de Taenia solium, extractos de la
oncosfera del cisticerco de Taenia solfium y Taenia crassiceps o extractos de
huevos de Taenia solium, no se ha observado un efecto 100% protector
necesario para que sea una vacuna efectiva (Flisser y Lightowlers, 2001).

Atendiendo a estas necesidades y a la diferencia en la susceptibilidad de
machos y hembras en el modelo murino de cisticercosis, es que se decidicé
evaluar si los andrégenos (T4 y DHT) podian tener un efecto potenciador en la
vacunacién, evaluando a su vez si se establecia un dimorfismo sexual en la
respuesta inmunolégica no solo de manera natural en ta infeccion sino también

en la respuesta inmunolégica que se presenta en la vacunacion.
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V. HIPOTESIS

Si existe una susceptibilidad asociada al sexo en la cisticercosis murina y se ha
observado que ijos andrégenos proporcionan un efecto protector durante
infeccion aguda, disminuyendo las cargas parasitarias, entonces es posible
utilizar un andrégeno (Dihidrotestosterona o Testosterona) para potenciar el
efecto de una vacuna y con ello investigar la forma en que la repuesta inmune

puede estar hormonoregulada.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe un efecto potenciador de los andrégenos en la vacunacion

contra cisticercosis por T.crassiceps, en un modelo murino.

OBJETIVOS PARTICULARES

Ry

2)

3)

4)

5

Evailuar el efecto de la vacuna contra cisticercosis murina elaborada
mediante Phage-Display, midiendo las cargas parasitarias en los
animales vacunados y los animales control después de la infeccidon con
Taenia crassiceps, midiendo ademas el perfil de la respuesta inmune
que se presenta mediante la expresion relativa de interleucinas
caracteristicas (Th1 y Th2)

Evaluar el efecto de la vacuna tanto en hembras como en machos y hacer
una comparacion.

Evaluar el efecto de la vacuna en la infeccién crénica (8 semanas) y
aguda (4 semanas)

Comprobar si existe un dimorfismo sexual de la respuesta inmune o si las
diferencias existentes son causa de un dimorfismo en la infeccion

Evaluar el efecto de los andrégenos: Testosterona y Dihidrotestosterona,
en la respuesta inmune a la infeccion por 7. crassiceps, en condiciones

fisiologicas.
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Vi. MATERIALES Y METODOS
A. Modelo Biolégico

Para realizar este estudio se utilizaron ratones hembra y macho de ia cepa
BALB/c AnN, de entre 4 y 6 semanas de edad. Los animales se mantuvieron en
condiciones de bioterio: temperatura constante de + 21° C, ciclo de 12 h luz/ 12h

oscuridad, recibiendo alimento Harlan Tekland y agua ad /libiturmn.

B. Infeccién experimental

Se utilizé 1a cepa ORF (de rapido crecimiento) de 7. crassiceps aislada por
Freeman en 1962. Los cisticercos para la infeccién fueron obtenidos de un ratén
hembra infectada 3-6 meses antes.

Se inocularon, via intraperitoneal, 10 cisticercos (de 2-3 mm de diametro, sin
gemas)- suspendidos en aproximadamente S0 uL de PBS (0.15M NaCl, 0.01M
buffer de Fosfato de sodio, pH 7.2) utilizando una aguja de 21G.
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C. T ient utilizad

1) Experimento 1

Se utilizaron ratones hembras y ratones macho y se exploraron las
diferencias en animales Vacunados (V) y Vacunados y tratados con

Testosterona (V+T4). El tiempo de infeccién fue de 8 semanas

2) Experimento 2

Se incluyeron los siguientes grupos de animales, utilizando hembras y

machos, en un tiempo de infeccién de cuatro semanas

> No Vacunados (NV)

> Vacunados (V)

3> Vacunados mas Dihidrotestosterona (V+DHT)
E! nimero de animales utilizados en estos grupos fue de 6.
Para los grupos controles se utilizo:

> Fago M13, vehiculo de la vacuna (FM13)

> Dihidrotestosterona (DHT)

> Aceite de Maiz, vehiculo de la hormona (Ac.)
El nimero de animales para estos grupos fue de 4
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3) Experimento 3

Se utilizaron los siguientes grupos de animales, tanto en hembras como
en machos:
» No Vacunados (NV)

» Vacunados (V)

3> Vacunados mas pellet de Dihidrotestosterona (V+pDHT)
Numero de animales por grupo: 6
Para los grupos controles se utilizé:

» Fago M13, vehiculo de la vacuna (FM13)

% Dihidrotestosterona en pellet (pDHT)

Pellet placebo, vehiculo de la hormona (Placebo)

Y

Numero de animales por grupo: 4

El tiempo de infeccién fue de 4 semanas.

Al termino del tiempo de infeccion (4 6 8 semanas) se realizd el sacrificio
de estos grupos de animales y se colectaron los cisticercos localizados en l1a
cavidad peritoneal para efectuar el conteo de los mismos y establecer la carga
parasitaria.

En el experimento 2 se obtuvo el bazo de cada animal para efectuar la
extraccion de RNA total, y con ello realizar la cuantificacion de interleucinas por

medio de RT-PCR.
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D. Preparacion de la vacuna

La vacuna obtenida mediante el proceso de phage-display fue elaborada
por el grupo de Biotecnologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas dirigido
por el Dr. Karen Manoutcharian.

Se utilizé 1ug de proteina (antigeno KETc1, KETc7, GK1 y KETc12) equivalente
a una concentraci6n de 10''fagos/100ul. de TBS (50mM TRIS-HCI, 150mM
NacCl) /raton.

Se inmunizdé via subcutanea con aguja para tuberculina de 25 G y se retd al

animal una semana después.

E. Tratamiento con andrégenos

La cantidad de T, o DHT utilizada fue de Sug. Preparada de la siguiente
manera (Experimentos 1y 2):
A partir de una solucién de T 0 DHT de 1 mg /mL en etanol se diluy6 en aceite
de maiz y se evaporé el etanol utilizando un Bafio Maria a 50 ° C por un periodo
de 2 horas, se inyectd via subcutanea 30ulL de aceite por ratén cada 5 dias a lo
largo de 4 semanas en el caso de DHT (Experimento 2) y 100uL de aceite por
ratén en el caso de T4 por 8 semanas (Experimento 1)
En el caso del experimento 3, se utilizaron pellets de DHT (tabletas subdermales
de liberacién prolongada) a una concentracion de Sug con un tiempo de

liberacién de 30 dias, de la compafiia Innovative Research of America.
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Como control se utilizé solo aceite de maiz (vehiculo de la hormona) y para el
experimento 3 se utilizaron pellets placebo.
El tratamiento con T4 se comenzd una semana después de la vacunacion y el

tratamiento con DHT se comenzd el mismo dia de la vacunacion.

F. Extracciéon de RNA total

Se extrajo RNA total a partir de bazo de los diferentes grupos de tratamiento,
de acuerdo al siguiente protocoio:

En tubos estériles, se homogenizaron 100 mg de tejido (se agruparon los
bazos de cada grupo de tratamiento) por 1 mL de TRIzol' (GIBCO BRL) a 4° C.
Enjuagando previamente la cuchilla del politrbn con agua tratada con
Dietilpirocarbonato (DEPC)? y con solucion TRizol.

1) Se transfirieron las muestras homogenizadas a tubos eppendorf de 1.5
mL, y se agregaron 200 L de cloroformo por cada 1 mL de homogenado, se’
taparon y se agitaron con vortex por 30 segundos.

2) Se mantuvieron en hielo por 5 minutos. Se centrifugaron a 12,000 rpm a
4°C por 15 minutos. Obteniéndose 2 fases: la inferior o fase organica
compuesta por cloroformo y proteinas y la fase acuosa en donde encontramos el

RNA.

! El reactivo TRIZol consiste en una solucion de fenol & isotiocianato de guanidina que mantiene
la integridad del RNA y disgrega los demds componenetes celulares.
2 EI DEPC es un inhibidor de enzimas que degradan al RNA
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3) La fase acuosa se transfiri6 a un tubo eppendorf y se agregé una
cantidad equivalente de isopropanol, manteniendo esta muestra a 4°C por toda
una noche.

4) Las muestras se centrifugaron por 15 minutos a 12,000 rpm a 4°C, el RNA
se encontré en una pastilla color blanco-amarillo

5) Se removié el sobrenadante y la pastilla se lavé con etanol al 75%,
centrifugandose posteriormente a 7,500 rpm por 8 minutos a 4° C.

6) Se removié el sobrenadante y se invirtieron los tubos sobre gasa estéril
para permitir el secado de ia pastilla, evitando secaria por completo para evitar la
insolubilidad de la misma.

¥p) La pastilla de RNA se disolvié en 50uL de agua tratada con DEPC

8) Se cuantificoé el RNA total por medio de diluciones 1:500 para leer la
absorbancia de las muestras a 260 y 280 nm. Considerando que el indice entre
estas dos absorbancias estuviera entre 1.6-1.9 para verificar la integridad del
RNA obtenido y se calculé la concentracion tomando en cuenta que 1 unidad de

absorbancia a 260 nm es igual a 40ug/mL de RNA.
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G. Si is de Oligonucledtid

Todos los oligonucledtidos fueron sintetizados por Invitrogen, las
secuencias para los diferentes genes se diseflaron de acuerdo a las ya
reportadas en la bibliografia (Tabla 1) (Ulett C. et al., 1999).

Tabla 1. Secuencia sentido y antisentido de los genes para interleucinas y
tamaiios de los fragmentos.

Gen Secuencia (5-3°)"* Tamafio (bp)

1 TCATGGGATGATGATGATAACCTGCT s02
o CCCATACTTTAGGAAGACACGGATT

-2 TGATGGACCTACAGGAGCTCCTGAG 167
GAGTCAAATCCAGAACATGCCGCAG

L4 CGAAGAACACCACAGAGAGTGAGCT 180
GACTCATTCATGGTGCAGCTTATCG

IL-6 ATGAAGTTCCTCTCTGCAAGAG 638
CACTAGGTTTGCCGAGTAGAT

IL-10 AACTGGTAGAAGTGATGCCCCAGGCA 237
CTATGCAGTTGATGAAGATGTCAAA

TNF. GGCAGGTCTACTTIGGAGTCATTIGC 207
« ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG

Actina® GGGTCAGAAGGATTCCTATG 220
& GGTCTCAAACATGATCTGGG

@) Pars cads par de oligonuciedtidos, I8 secuencia sentido euth arribs de le antisentido

b) p-actine se ulliza COMO gen CONMIRAVC de control de exprealtn



H. Retrotranscripcion (RT)

Para realizar la retrotranscripcion de RNA total de cada muestra se prepard
la siguiente mezcla de reaccion:

Concentracion final

RNA Total 4ug (en un volumen de 2 uL)
Buffer RT 5x S0mMM Tris-HCI pH=8.3
75mM KC!
3 mM MgCil
DTT (Ditritioteitol, 100mM) 0.1MM
dNTP s (10mM) 0.5 mM de cada uno (dATP,dGTP,dCTP,dTTP)
M-MLV RT (Transcriptasa 400Unidades

Reversa del Virus de Leucemia
Murino Moloney)
Oligo dT 0.05ug
Se incubd en un termociclador marca Applied Biosystems, Gene Amp,

PCR Systems 2700, a 37°C por 60 minutos

LR i6n en d de ila polimerasa (PCR)

Se utilizé 1a técnica de PCR para amplificar los genes de las interleucinas

antes descritas. La mezcla de reaccion fue la siguiente:

Concentracién final
Buffer PCR 10X 20 mM Tris-HCI pH=8.3, KCI S50mM
MgCl; 20X (50mM) 1.0mM
dNTP's (10mM) 0.2mM
oligo sentido 0.5mM
oligo antisentido 0.5mM
Taq DNA polimerasa 2.5 Unidades
H0 cbp 40 ut
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A 10 uL de reaccion RT se agregd la mezcla de PCR, la reaccion se

incubd en un termociclador

2700. Las condiciones de reaccion se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de reaccién para la PCR

Desnaturalizacion Hibridacion Extension
e e e bl e R e s
IL-18 1 95 5 30 63 1 1 72 1
-2 1 as s as 63 1 1 72 1
L4 1 95 5 as 63 1 1 72 1
-6 1 as s 30 60 1 1 72 1
IL-10 1 s 3 30 63 1 1 72 1
TNF-a 1 95 s 30 63 1 1 72 1

Para todas las reacciones hubo un ciclo final a 72°C por 1 minuto

Todos los reactivos fueron de Biotecnologias Universitarias.

Las condiciones de reaccion de cada

previamente (Ver Apéndice I).

Applied Biosystems, Gene Amp, PCR Systems

interfeucina fueron estandarizadas
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J. Etectroforesis de los productos de RT-PCR

Para observar los productos de amplificacion se depositaron 30 ulL del
producto de RT-PCR con amortiguador de carga 1X para DNA en un gel de
agarosa al 2% preparado con TBE 1x (Buffer de corrida, Tris Base 0.5M, acido
bodrico 0.5M, EDTA 10mM) y tedidos con Bromuro de Etidio (10ug/ul). utilizando
un marcador de peso molecular de 100 bp marca BIO-RAD. Cada gel se corrié a
80 voltios por 1.5 horas. Se observo una sola banda para cada gen amplificado.

Las fotografias de cada gel fueron escaneadas y a las bandas de
amplificacion se les realizé densitometria para evaluar la expresion relativa de

cada gen con respecto al gen constitutivo de B- Actina.
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Vii. RESULTADOS

A. Efecto de la vacuna en la carga parasitaria a las 8 semanas de infeccion

utilizando como andrégeno Testosterona (Ts)

En la Tabla 3 se presenta el nimero de cisticercos encontrados en la
cavidad peritoneal de cada uno de los ratones de los diferentes grupos de
tratamiento después de 8 semanas de infeccién, no se observan diferencias
significativas entre los tratamientos (p< 0.05), sin embargo si existen diferencias
apreciables entre machos y hembras, se puede observar como las cargas

parasitarias son mayores en las hembras.

Tabla 3. Efecto de la vacunaciéon medido como carga parasitaria.

Tratamiento Carga Tratamiento Carga
Hembras parasitaria Machos parasitaria
Vacunados 1 o Vacunados 1 158
2 448 2 3
3 405 3 320
4 540 4 488
5 550 s 381
Vacunados+T4 1 -1 Vacunados +T4 1 79
2 685 2 276
3 520 3 145
4 526 4 193
5 27

Los datos fueron analizados con t-student p<0.05, no
entre los
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B. Efecto de |la vacunacion en carga parasitaria a las 4 semanas de

infeccién utilizando como andrégeno DHT.

En la Tabla 4 se encuentran los resultados individuales de carga
parasitaria encontrados después de cuatro semanas de infeccidn para los
experimentos 2 y 3, incluyen también los grupos control. La carga parasitaria
estd medida como la cantidad de cisticercos encontrados en ta cavidad
peritoneal después de las cuatro semanas de infeccién. La figura 4 muestra el
grafico obtenido para la carga parasitaria de los diferentes grupos de
tratamiento, los datos se representan como la media * el error estdndar de cada
grupo.

Se observan diferencias significativas entre machos y hembras en todos
los tratamientos (p< 0.05), es importante notar como en ios machos el efecto de
la vacuna tiende a aumentar ia carga parasitaria con respecto a los No
Vacunados (p< 0.05), y como al tener la vacuna mas DHT la carga parasitaria
disminuye, no asi en las hembras en donde si se observa un efecto de la vacuna
en la disminucion de la carga parasitaria, también es importante notar que el
vehiculo de la vacuna (FM13) tiende a aumentar las cargas parasitarias en
ambos sexos aunque estas diferencias no son estadisticamente significativas

(Fig 4).
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Tabla 4. Efecto de la vacuna medido como carga parasitaria.
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Tabla 4. Efecto de la vacuna medido como carga parasitaria (controles)

€

[ARTINENTRYIN

1 19 1
2 25 2 28
3 79 3
4 22 4 F
5 36 4 [:
6 4 6 a¢
4 5 7 27
8 26 8 50
DHT 1 36 DHT 1 15
2 56 2 33
3 53 3 8
4 115 4 27
PORT 1 83 POHT 1 29
2 92 2 24
3 39 3 38
4 50 d 7
Ac. 5] 66 Ac. 1 €
2 48 2
3 33 3 2
4 35 4 )
Placebo 1 40 Placeb 1 31
2 102 2 29
3 75 3 19
4 35 4 36

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Efecto de la vacuna en la carga parasitaria
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Figura 4. Efecto de la vacuna medido en carga parasitaria 8 cuatro semanas de infeccion. Los
datos presentan la media + ermor estandar. NV, No vacunados; V, Vacunados, V+DHT,
Vacunados + DHT en aceite; V+pDHT, Vacunados + pellet DHT; DHT, Dihidrotestosterona en
aceite; pDHT, peliet DHT; Ac. Aceite de Maiz; P pellot

* p< 0.05 al comparar machos Vacunados con respecio a los machos No Vacunados.
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C. R itad glob a cuatro de inf ion.

La tabla 5 muestra los resultados de los experimentos 2 y 3 expresados
como el porcentaje de animales protegidos, el nimero de animales que tuvieron
una carga parasitaria menor a la media en comparacioén con los No Vacunados,
se puede observar el efecto de los vehiculos, tanto de la vacuna como de la
hormona asi como también el efecto solo de la hormona. El mayor porcentaje
de proteccion lo presentan las hembras vacunadas y tratadas con DHT, es
apreciable que el vehiculo de la vacuna (Fago M13), tiene influencia sobre la

carga parasitaria.

Tabla 5. Efecto de ta vacuna en la carga parasitaria expresado como % de

proteccion
Tratamiento Hembras (%) Machos (%)
No Vacunados 5] o
Vacunados et8e 182
Vacunados + DHT 83.3 25
Fago M13 62.5 37.5
DHT 37.5 25
Aceite o pellet placebo 75 25
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D. Perfil de respuesta inmunolégico

Se evalud la expresion relativa de cada gen de interleucina para
caracterizar el tipo de respuesta inmunoldgico que se presentaba en cada
tratamiento a tas cuatro semanas de infeccion, la expresion relativa se obtuvo
mediante el cociente de expresion de cada gen con el del gen constitutivo p-
actina. El nive! de expresién del gen constitutivo se mantuvo constante en todos
los tratamientos (Fig 5-15), los valores en las graficas obtenidas a partir del
analisis densitométrico (Fig 6-16) representan la media + desviacién estandar

de dos experimentos.

1. IL-18

La figura 5 muestra el gel de agarosa para la expresion de IL-1p, se
observa una banda de expresion alrededor de 500 bp, ello nos indica que no
hubo expresion de secuencias inespecificas. La figura 6 muestra el resultado de
la densitometria, la mayoria de las diferencias estadisticamente signiﬁca(ivés
que se presentan son en los machos, notandose una disminucion en la
expresion de este gen, no se observan diferencias entre machos y hembras

para los diferentes tratamientos (p< 0.05).
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Figura 5. Productos de PCR en gel de agarosa tefiidos con bromuro de etidio para el gen de
iL-18, 1.2. No Vacunados; 3,4. Vacunados; 5,6. Vacunados +DHT; 7,8. Fago M13; 9,10. DHT;
11.12. Aceite. Hembras: 1.3,5,7,9,11; Machos:2,4,6.8,10,12.

I-1p

s
aree - é |
§ Hembras
DHT Ac

V+DHT FM13 8 Machos

1.2

0.8
0.6
0.4

0.2

Expresion relativa IL-1p/p-
actina

NV
Tratamientos

Figura 6. Expresion relativa del gen de IL-1{ .NV. No Vacunados, V. Vacunados, V+DHT.
Vacunados + DHT, FM13. Fago M13, DHT Dihidrotestosterona, Ac. Aceite.

*p< 0.05 Machos NV contra Machos FM13

**p< 0.05 Machos V contra Machos FM13

“=*p< 0.05 Machos OHT contra Machos NV

****p< 0.05 Hembras VDHT contra Hembras V
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2. Respuesta de tipo Th-1
2.1 IL-2

La figura 7 muestra la fotografia del gel de electroforesis para los
productos de RT-PCR de los distintos tratamientos para el gen de IL-2, en este
puede apreciarse como las bandas de expresion son menos intensas que para la
mayoria de las interleucinas analizadas, la expresion relativa con respecto al gen
constitutivo (Fig 8) indica que la mayor expresion se tuvo en las hembras
vacunadas que ademas fueron tratadas con DHT, sin embargo con respecto a
su control (hembras vacunadas) esta diferencia no fue estadisticamente
significativa. Al igual que para IL-18 no existen diferencias en la expresion

relativa entre machos y hembras para los diferentes tratamientos (p< 0.05).

2.2 TNF-a

En Ia figura 9 se encuentra la fotografia del gel de electroforesis para los
productos de RT-PCR en el tamafio comrespondiente al fragmento esperado
(307bp). El tratamiento con DHT aumentéd significativamente (p< 0.05) fla
expresion de TNF-a tanto en machos como en hembras con respecto a los No
Vacunados y en hembras tratadas con FM13 con respecto a las No Vacunadas

(Fig 10).
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Figura 7. Productos de PCR tefidos con bromuro de etidio para el

S 6 7 8 9 10 111 12

gen de IL-2, 1.2. No

vacunados; 3,4. Vacunados; 5.6. Vacunados +DHT; 7.8. Fago M13; 9,10. DHT; 11,12, Aceite.
Hembras: 1,3,5,7,.9,11; Machos:2,4,6,8,10,12.
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Figura 8. Expresion relativa del gen de IL-2.

Tratamientos

B Hembras

M Machos

NV. No Vacunados, V. Vacunados, V+DHT. Vacunados + DHT., FM13. Fago M13, DHT.

Dihidrotestosterona, Ac. Aceite.
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Figura 9. Productos de PCR en gel de agarosa tefidos con bromuro de etidio para el gen de
TNF-a, 1,2. No vacunados: 3,4. Vacunados; 5,6. Vacunados +DHT; 7.8. Fago M13; 9,10.
OHT: 11,12. Aceite. Hembras: 1,3,5,7.9,11; Machos:2,4,6,8,10,12.
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Figura 10. Expresion relativa del gen de TNF-u

NV. No Vacunados, V. Vacunados, V+DHT. Vacunados + DHT, FM13. Fago M13, DHT.
Dihidrotestosterona, Ac. Aceite.

*p< 0.05 DHT Hembras contra NV Hembras

**p< 0.05 DHT Machos contra NV Machos
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3. Respuesta de tipo Th-2
3114

En la figura 11 se observa una sola banda de expresion correspondiente
al tamafio del fragmento para el gen de IL-4 (180 bp), en el analisis
densitomeétrico (Fig 12) los machos tratados solo con aceite presentan una
disminuciéon en la expresion de este gen con respecto a los machos No
Vacunados (p< 0.05), esta caracteristica es importante si consideramos que el
aceite es el vehiculo de la hormona y que por tanto no deberia tener efecto
alguno sobre la expresion del gen de IL-4.
3.21L-6

La figura 13 corresponde a la fotografia para el gel de electroforesis de los
productos de RT-PCR para el gen de IL-6, todas las bandas de expresion’
corresponden al tamafio esperado para el fragmento del gen, al reatizar 1a
densitometria (Fig 14) se observa un aumento estadisticamente signiﬁcati;/o
{(p<0.05) para los machos Vacunados y tratados con DHT no asi cuando son
tratados Gnicamente con DHT ya que la expresion se ve disminuida con respecto
a los No Vacunados.
3.3 IL-10

Se puede observar una banda de expresion para el gen de IL-10
correspondiente a 237 bp (Fig 15), existe un aumento significativo (p< 0.05) en la
expresion de este gen para las hembras vacunadas con respecto a las que solo
tienen el vehiculo (FM13) y una disminucion de la expresion relativa del gen

cuando ademas de ser vacunadas se les traté con DHT (Fig 16).
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Figura 11. Productos de PCR en ge! de agarosa para el gen de L4, 1,2. No Vacunados;
3.4. Vacunados; 5,6. Vacunados +DHT; 7.8. Fago M13; 9,10. DHT; 11,12. Aceite. Hembras:
1.3,5,7.9,11; Machos:2,4,6,8,10,12.
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Figura 12, Expresién relativa del gen de iL-4

NV. No Vacunados, V. Vacunados, V+DHT. Vacunados + DHT, FM13. Fago M13, DHT.
Dihidrotestosterona, Ac. Aceite.

* p< 0.05 Hembras Ac contra Hembras NV
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Figura 13.Productos de PCR en gel de agarosa teflidos con bromuro de etidio para el gen de
IL-6. 1,2, No vacunados; 3.4. Vacunados; 5.6. Vacunados +DHT; 7.8. Fago M13; 9,10. DHT;
11,12, Aceite. Hembras: 1,3,5,7,9,11; Machos:2,4,6,8,10,12,
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Figura 14. Expresion relativa del gen de IL-6
NV. No Vacunados, V. Vacunados, V+DHT. Vacunados + DHT, FM13. Fago M13, DHT.
Dihidrotestosterona, Ac. Aceite.

“p< 0.05 Hembras Ac contra Hembras NV
**p~ 0.05 Machos Ac contra Machos NV
“**p< 0.05 Machos DHT contra Machos NV

***p< 0.05 Machos V+DHT contra Machos V TESIS CON a3
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Figura 15.Productos de PCR en gel de agarosa tefidos con bromuro de etidio para el gen de
1L-10, 1.2. No vacunados; 3.4. Vacunados; §,6. Vacunados +DHT; 7.8. Fago M13; 9,10. DHT;
11,12. Aceite. Hembras: 1,3,5,7.9,11; Machos:2,4,6,8,10,12.
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Figura 16. Expresion relativa del gen de IL-10

NV. No Vacunados, V. Vacunados, V+DHT. Vacunados + DHT, FM13. Fago M13,
DHT. Dihidrotestosterona, Ac. Aceite.

* p< 0.05 Hembras Vacunadas contra Hembras con FM13

**p< 0.05 Hembras Vacunadas+DHT contra Hembras Vacunadas
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Vil. DISCUSION

En la cisticercosis murina inducida por Taenia crassiceps existe una clara
dicotomia con respecto a la susceptibilidad a la infeccion, varios experimentos
han demostrado que las diferencias fisiolégicas entre machos y hembras juegan
un papel importante para determinar dicha susceptibilidad. El presente trabajo
evalud el papel de los andrégenos en la protecciéon contra la cisticercosis murina
y su posible efecto potenciador en la vacunacion.

Los resultados a 8 semanas de infeccibn (Tabla 3) utilizando
Testosterona, permitieron observar diferencias estadisticamente significativas
entre sexos, las hembras presentan una carga parasitaria mayor que los machos
tanto para ios animales tratados con Testosterona como para l0s animales que
solo fueron vacunados, a pesar de que las diferencias entre tratamientos no
fueron estadisticamente significativas se logra apreciar una tendencia que
muestra que la carga parasitaria aumenta cuando los ratones fueron tratados
con Testosterona, posiblemente debido a que la Testosterona una vez en
torrente circulatorio queda expuesta a cambios estructurales, mediados por la
accién de varios sistemas enzimiticos, una de estas modificaciones es la
aromatizacion que conduce a la biosintesis de estrégenos (Griffin et al., 1992),
como ya se ha comprobado el aumento en fos niveles séricos de 17p- Estradiol
van aunados con un aumento en la carga parasitaria que incluso en el macho se

considera un proceso de feminizacion inducido por el parésito que le proporciona
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un ambiente favorable (Morales- Montor et al., 1995). Por ello, para los
subsecuentes experimentos se decidi®6 cambiar Testosterona por
Dihidrotestosterona un andrégeno que no pude metabolizarse a estradiol y cuyo
efecto también se ha evaluado en ratones gonadectomizados observandose
que la carga parasitaria decrecid en un 70% después de la reconstitucion con
dicha hormona (Morales-Montor, et al., 2002), ademas también se disminuyd el
tiempo de infeccion, ya que la mayoria de estudios realizados en vacunacion se
realizan a 4 semanas, lo que permite observar si el cisticerco ha sido capaz de
establecerse en su hospedero murino.

Los datos que se presentan de manera individual en la tabla 4 permiten
observar las diferencias que pueden establecerse no solo entre sexos sino
también de manera individual, ello confiere una mayor credibilidad a los
resultados aqui expuestos. De forma evidente se muestra en la figura 4 las
diferencias en carga parasitaria que se establecen entre machos y hembras, las
hembras nuevamente presentan cargas parasitarias mayores que ios machos en
todos los tratamientos, ni la vacunacién de (os ratones ni el tratamiento con
Dihidrotestosterona logré disminuir la carga parasitaria de manera importante en
ninguno de los sexos, pero de acuerdo a caracteristicas morfolégicas
observadas en el momento del recuento de cisticercos obtenidos de la cavidad
peritoneal de los ratones, 10s animales que fueron tratados con
Dihidrotestosterona ya sea el andrégeno solo o aunado a ia vacunacion,
presentaron menor numero de gemas y se observaron de menor tamafio,

sugiriendo que el tratamiento con Dihidrotestosterona provoca un dafio en la
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integridad del parasito, lo que posiblemente es un indicio de que con un mayor
tiempo de tratamiento con el andrégeno se pueda lograr la eliminacion del
parasito.

Diversos estudios se han orientado a caracterizar el fenotipo de la
respuesta inmune Th1/Th2 con base en el perfil de citocinas en la cisticercosis
murina. La técnica de RT-PCR al ser una valiosa herramienta utilizada en
biologia molecular para el estudio de la expresidSn de genes nos permitid
caracterizar el tipo de respuesta que se desencadena tanto en la infeccion como
en la vacunacion y en ia vacunacién mas el tratamiento con Dihidrotestosterona,
sin embargo el hecho de encontrar distintos niveles de expresion de las
diferentes citocinas no indica necesariamente que las proteinas se estén
expresando pues hay que tomar en cuenta que la produccion de muchas de
ellas esta controlada por mecanismos postranscripcionales (Abbas et al., 2000),
por lo que es necesario que los datos encontrados para los distintos niveles de
expresion para cada gen de citocina sean commoborados con los niveles de
proteina en sobrenadantes de linfocitos estimulados (un método para lizarto

es la técnica de ELISA).

Se ha reportado que en las etapas tempranas de la infeccién, alrededor
de la primera semana, el tipo de respuesta inmune predominante es Th1, ila cual
estad asociada con un desarvotio limitado del parasito. A dida que {a infeccion

progresa, la respuesta inmune se polariza hacia un fenotipo Th2 con un
incremento concomitante de la carga parasitaria (Terrazas et al., 1998). Hasta la

fecha no se conocen los mecanismos que modulan et bio en la subpoblacion
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predominante, pero la participacion de factores tanto del hospedero como del
parasito podrian ser responsables de esta polarizacion.

El perfil predominante de la respuesta inmunoldgica encontrado para los
animales con 4 semanas de infeccion es de tipo Th2 posiblemente ya nos
encontremos dentro del cambio de subpoblacién al momento de realizar este
analisis, la respuesta generada cuando los animales fueron vacunados también
parece ser de tipo Th2, es necesario comprobar si este cambio de subpoblacion
es debido a que los antigenos que componen la vacuna inducen una respuesta
Th2, agregando un grupo control que evalue la respuesta inmunoldgica solo a
los antigenos recombinantes, Sciutto y colaboradores han reportado niveles de
proteccion hasta de un 80% (Sciutto et al., 2002), por tanto la respuesta
inmunolégica al fago M13, vehiculo de |la vacuna, también fue evaluada
encontrandonos quée al ser un vector aitamente inmunogénico, es capaz de
inducir una respuesta inmune por si solo, la cual podria estar en contraposicion
con la respuesta que despiertan los antigenos recombinantes y que debido a elio
no se logre apreciar un efecto protector medido como la disminucién de la carga
parasitaria.

Para contestar la pregunta principal: ¢las hormonas, en especial los
androgenos (OHT en este caso) son capaces de modular ia respuesta inmune a
la vacunacién?, se evalud la respuesta inducida cuando se trataba a los
animales con Dihidrotestosterona y el andrégeno aunado a la vacunacion, el
resultado fue alentador al encontrar que DHT induce un aumento en la

expresion de TNF-a (Fig 10) -respuesta Th1- en ambos sexos y que ademas la
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expresion de IL-6 (Fig 14), a quien se ha atribuido como responsable de la
activacion de la enzima P-450 aromatasa y por ende de ia feminizacion del
macho cronicamente infectado (Morales-Montor et al. 1998), se ve
considerablemente disminuida en los machos, lo que indica que también en
animales que no han sido gonadectomizados e! tratamiento con androgenos
parece ofrecer un efecto protector, que si bien no se ve reflejado en la
disminucién de la carga parasitaria elio puede deberse a que el tiempo de
infeccion solo fueron 4 semanas, esto es importante debido a que actualmente
se cuentan con analogos de hormonas esteroides que pueden proveer un
efecto inmunomodulador sin el efecto biologico, propio de las hormonas
esteroides.

El efecto del tratamiento con Dihidrotestosterona y la vacunacién tuvo una
disminuciéon importante de los niveles de IL-10 (Fig 16) para las hembras, la IL-
10 es responsable de la inhibicion de la respuesta tipo Th1 (Abbas et al., 2000) y
por ello no se observan cambios apreciables en la disminucion de la carga
parasitaria (Fig 4), aunque al parecer los niveies de IL-10 se vean aumentados
con la vacunacién este efecto se contrarresta cuando se trata con
Dihidrotestosterona, en el balance de la respuesta, hay un mayor aumento de IL-
10 debido a la vacuna el cual la Dihidrotestosterona no logra equilibrar pero que
sirve para detener la proliferacién del parasito.

En la tabla 5 se presentan los datos expresados como porcentaje de
proteccion, notandose que al expresar asi los resultados se generan resultados

que no reflejan la realidad en cuanto a grado de proteccion se refiere, por eso es
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importante recalcar que en los estudios de vacunacion es necesario que los
datos se presenten de forma individual pues las caracteristicas de una vacuna
ideal indican que ésta debe tener un 100% de proteccion (Beverley , 2002).

La evidencia del dimorfismo sexual inmunolégico proviene de las
diferencias encontradas en la respuesta a la vacunacion, si bien no en todo el
perfil inmunolégico (Th1/Th2) se observa una respuesta dimorfica entre machos
y hembras si es notable su participacion en la respuesta a ia vacunacion para las
interfeucinas que juegan un papel predominante en esta infeccion: IL-10 cuando
se compara el efecto de la vacunacion e IL-6 y TNF-a cuando se analizan los
grupos Vacunados mas Dihidrotestosterona.

Aunque seria arriesgado asegurar que existe un dimorfismo sexual en la
respuesta inmunolégica, se puede sugerir que la respuesta entre machos y
hembras desencadena distintas formas de confrontacion con el parasito, de
donde queda por comprobar si el efecto solo es debido al efecto directo de las
hormonas sobre el parasito o si es debida a la conjuncién del efecto de las

hormonas sobre el parasito y su efecto sobre el sistema inmunolégico.
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I1X. CONCLUSIONES

& El tratamiento con Dihidrotestosterona provee un efecto protector a ia
infeccion por Taenia crassiceps. medido como el perfil de respuesta

inmunolégico.

® Los antigenos recombinantes expresados en fagos filamentosos no
proveen una proteccion efectiva cuando se utiliza una sola dosis via

subcutanea
& En los estudios de vacunacion es importante incluir ambos sexos, pues
hay una relacidn cada vez mas y mejor estudiada de las interacciones de los

sistemas (inmune y endocrino)

# No se observo un efecto potenciador de los andrégenos en la vacunacion,

ya que la vacuna no desencadend una respuesta protectora evidente.
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X. PERSPECTIVAS

w Los presentes resultados sugieren que los estudios de vacunacion deben
llevarse a cabo en ambos sexos, lo cual abre nuevas posibilidades para

mejorar los esquemas de vacunacion.

¥ Es necesario evaluar el efecto inmunolégico de los vehiculos utilizados
tanto en los estudios de vacunacion como en los estudios endocrinoldgicos,
en este caso es muy importante caracterizar el tipo de respuesta inmune que
puede despertar el Fago M13 y dependiendo del perfil inmunolédgico
establecer en que tipo de infecciones puede ser un buen vector de expresion

de las proteinas o péptidos que se pretendan expresar en él.

< El uso de analogos de hormonas puede comenzar a estudiarse no solo
desde el punto de vista endocrinolégico sino también en su posible papel

como inmunomoduladores.
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APENDICE I.
ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE PCR

Con el fin de conocer las condiciones éptimas para la obtencién de ia
mayor cantidad de producto de amplificacion de cada uno de los genes para
interleucinas en el bazo de ratdn, asi como para disminuir la posibilidad de
obtener productos inespecificos en la amplificacion, se modificaron el nimero de
ciclos y temperaturas de hibridacion de los oligonucleétidos, construyéndose las
curvas de ciclos a partir de las densitometrias realizadas a las fotografias de los
geles de electroforesis.

Se escogié el numero de ciclos que se encontrara en la fase logaritmica
de la curva construida para cada interleucina (El valor numérico en el eje de las
ordenadas se expresa como Unidades de Densidas Optica, DO). Para escoger
la temperatura Optima se busco la banda que mostrara con mayor claridad y
especificidad el producto de expresion de cada gen.

Los resultados escogidos se resumen en (a tabla 1 y se sefialan con una
flecha en la fotografia y en la gréifica comrespondiente a cada interleucina. A
continuacion se presentan las curvas construidas asi como las fotografias de los

geles de electroforesis de ciclos y temperaturas probados para cada gen.
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Figura a. La folografia superior muestra que la mejor banda de expresién para IL-1p se

presentd en 30 ciclos asi también se encontré dentro de la fase logaritmica en ia curva del

grafico a la izquierda. La mejor temperatura para este gen se encontré en 63°C como io
muestra |a fotografia inferior.
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Figura b. La fotografia superior muestra el nGmero de ciclos utilizados para IL-2, en |a grifica |a fase
logaritmica comienza en 35 ciclos. En el caso de Ias temperaluras no 88 Muestran cambios
apreciabies en las intensidades de las bandas, sin embargo se escogid 63°C ya que en la mayoria de
los genes para las interleucinas, esta temperatura presentd mejor o:presvon Para la estandarizaci
de este gen se& ocuparon bazos de ratones hembras Knouck-out en IL.
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Figura c. En la fotografia superior se muestra ia banda de expresion para L4 en 35 ciclos que esta
en la fase logaritmica de la curva de expresion. La fotografia inferior sefiala 63° C como la
temperatura en donde se observa la mejor banda de expresion
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Figura d. En et grafico de |a derecha se demuestra que la banda de expresion en 30 ciclos de IL-
10 (fotografia superior) se encuentra en la fase Iogarltmlca de la curva. La fotografia inferior
sefala 63°C como la temperatura en donde se observa la mejor banda de expresion
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Figura e. Para TNF-a el nuimero de ciclos dentro de la fase logaritmica de la curva son 30,
correspondiente a_la fotografia superior. La temperatura que muestra |la mejor banda de
expresion es de 63°C, correspondiente a la fotografia inferior.




APENDICE It. Sexual Dimorphism of the immune response in parasitic diseases:
prevalence, mechanisms and significance.

Durante la realizacion del presente trabajo de tesis, el grupo que dirige el Dr.
Carlos Larralde Rangel y el Dr. Jorge Morales Montor, realizé una revision que a

continuacion se presenta y que justifica el creciente interés en el estudio de las

interacciones inmuno-endocrinas, sobre todo atendiendo a infecciones

parasitarias. Este trabajo se publicara en un corto periodo de tiempo.
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ABSTRACT. A review of current literature on sexual dimorphism in parasite infections
of mammals revealed that in 71% of 28 infections females were reported to fare better
than males and the reverse in 18%, and in 11% there are only suugcsuons of sexual

dimorph du-no- i concc with i ion was lly plored
only in hi: i t iasi malana_ tryp is and
cystxcer0051s In these, no uniform I pr was d d and cach sex showed a

unique unmunologlcal proﬁle in each dlscase, thus discouraging generalizations about
sexual privileges in parasitic infections via unmune dlmorphlsm The potent cffects of

sex hor and cytoki on the i and ine sy of the host and on the
parasite are well documented. A flow chan of all the interactions between the hosts
sys(ems components revealed a p k pabl of jomtly regulating their
ns when  deali with infection, i £l lity. The
revealed network™ s cornplexny and long-range reach could be mvolvcd in pathologics
other than infe (|e. stress, hyper!ensu)n) In fact, the network's
oomplexny appears excessive to deal only with cliffe in ptibility to
it can deal also with the selflnol-self mfracuons posed by
pregr _,_wnh“ us ontological diffe and ior, and with the
dynamics of host and p evoluti The p ially g’eal imp of \]
dimorphi: on the i p advises its careful P on when dyii
parasite infecti and i ity in g 1. As for & gically mediated sexual
privileges a casuistic approach is ded as the i may favor cither

sex in facing a given challenge and may impact unexpccled ficlds of the hosts
physiology.



INTRODUCTION

Sexual dimorphism (SD) is recognized in several parasite infections (Infection SD) of
various animal species (Liesenfeld et al, 2001; Gonzalez et al, 2001; Shuster et al, 2001;
Soliman et al, 2001; Sibille et al, 2000; Nakazawa ct al, 1997; Walker et al, 1997; Grulich
et al, 1996; Larralde et al, 1995) but is generally ignored in most. SD is also neglected in
basic studies of the immune response. Paradoxically, sex steroids and cytokine regulation
of the immune and endocrine systems components and expressions is gathering
experimental support (Spinedi et al, 2002; Verthelyi D, 2001; Zhang et al, 2000; Hunter
et al, 2000; Ottaviani et al, 1999; Nussdorfer et al, 1998; Sternberg EM, 1997; Loria RM,
1996). Thus, differences of the immune responses of male and female vertebrates

(¢ SD) are P d may be involved in the few sexually dimorphic infections
known (Remoue et al, 2001; Kurtz et al, 2000, do Prado et al, 1999; Terrazas et al, 1998,
Walker et al, 1997, S ! and Al der, 1995, Roberts et al, 1995) and perhaps in the

many more in which the issue was left unstudied. Two notions are held as firm and
general principles of immuno-endocrine (IE) regulation of Infection SD in mammals: 1)
females are more resistant than males to parasite infections (Verthelyi D, 2001; Roberts
et al, 2001; Kiein SL, 2000, do Prado et al, 1998), and 2) androgens are immuno-
supressive and estrogens stimulators of humoral immunity (Hughes and Randolph,
2001; Ganley and Rajan, 2001; Watanabe, et al, 1999). Because our results in
experimental murine cysticercosis conflicted with these notions we decided to review the
current literature on Infection SD in relation to I SD, its f: { foundations, its
gencrality and its mechanisms and consequences.

MATERIALS, DEFINITIONS AND PROCEDURE

We reviewed over one hundred publications found in Medline (hormones & sex &
parasite, l995-2002) and many more art:cles derived from them, in search for Infection
SD and [ SD in p d/or sex hormone effects on immunity or
immunological parameters. When infections were found that documented both forms of
dimorphism, we examined the rationale in proposing a ffect relationship b

them.

By SD we understood any systematic difference b les and fi
regarding mfccuon (lnfecuon SD) or the response (1 SD), two mamers that
are ion SD rcl to diffe: the
host sexes in the presentauon of the parasitic di and is d in terms of
prevalence, intensity, severity, morbullty, monahty. honnonal proﬁles and changes in
social and reproductive behavior of i SD rel to
logical differences between the hosts sexes towards the parasulc and is exptessed in
levels, classes, types and functionality of specific anti-p cell
profile (B, T, CTL, NK), interleukins and cytokines, cellular hypersensmvuy, vaccination
effects, in vitro cell reactivity, TH1/TH2 balance and other i S.
MAIN FINDINGS
Limitations of the list of references on sexual dimorphism and infection
A cursory examination of the list of references reveals that:

1) The list captured only 45 different parasite species and 10 species of
mammalian hosts, an exuguous sample considering the millions of parasites (Hoberg, EP
1997) and the the of p (Sidney et al, 1984).




2) There is a striking medical bias to the investigations on SD: nearly 56% of all articles
are oriented to the study of infections affecting humans or, if in experimental animals
infections, that have a human counterpart.

3) Most articles do not directly explore the exi or ¢ q of 1 SD and
Infection SD but rather describe the in vitro effects of sexual hormones or cytokines on
the immediate response of some immunologic or endocrinological component derived
from either sex: this usually in the presence of fetal calf serum in the culture medium and
in the absence of other modulatory influences coming from other systems in the organism
or from different parts of the same systems. The resulting data are then projected by some
authors on the more comphcalcd scenano of an infection, not always with due respect.

The poor repr of sp in the list of references, its medical bias, the
uncontrolled effects of lsolalmb syslem componen!s and the background nonse of in vitro
experiments, caution ag; ns on SD in fection and i y and
advise to limit statements |o specific host-parasite relationshi and

circunstances.
Sexual dimorphism in specific parasite infections

Table I izes the 43 refe ces concerned with 21 infections in 28 host-
parasite rclationships (some parasites infects more than one host species) that provided
information on the subject of Infection SD and/or Immune SD. Table I documents that:
a) In 20/28 (71% ) of the host-parasite relationships females fared better than males in
prevalence intensity and/or pathological cc of infection, to varymg
from insignifi to promi b) In 5/28 (18%) males fared better than females, and in
3/28 [¢] I%) '.hcre are only hints about sex preferences, c) In all but one case (Schistosoma

in ) there was no contradiction between the different infection

parameters in a given host-parasite relationship (i.e., an increased prevalence
mismatching with decreased intensity or severity) and, d) Immune SD is rarely studxed

Table Il concentrates on the five host-parasite rel 1
infection and some i par were ed at some time of infection. The
immune parameters collected varied in each i i C parison of i
profiles is possible only in IFN-y and TNF-a in all but one infection. Plasmodium and
toxoplasma mfecuons are more prcvalent and intensc in females than in male mice, but

their i s differ i ----y in each mfecuon INF- vy, TNF-a and IL-12
are more prommem in females than males fe d with p di and viceversa with

P to toxopl In conlrast. in leish ia and schi: infecti of mice and
human, respectively, pi and i ity are higher in les than in females but,
again, all their i differ pting TNF-a, which is found elevated in all

but one of the male hosl s (murine cysticercosis).
‘The rationale behind cach host’s immunological strategy in response to the
the

parasite infections in Table 11 is not clear one would exp it to h p

strategies in time, location, number and offensi and defensi i s.
Extracellular stages of the parasite would app ) ble to ibodies and
complement cither by their direct impact on the parasntes external surface ('Phllllp et al,
1980). So it happens to some but not all hyzoil in and

Sayles,2002), early larvae in cysuccrcosns (Restrepo ct al, 200!), rozoncs in malaria
(Daly and Long, 1995), trophozoites in amoebiasis (Gosh et al, 1998) and promastigotes
in leishmaniasis (Rafati et al, 2001). But many extracellular parasite forms escape the



circulation and manage to reach, untouched by harmful antibodies, their target cells
interior. When intracellular, their vulnerability to antibody mediated damage is
diminished. If at all operative, an immunc response against intracellular parasites would
depend on the expression of parasite antigens on the infe d celis brane (Kyes et al,
2001) and the triggering of innate immune effectors. Attraction of effective leukocyte
cells (PMN, eosinophils, basophils), CTLs and NK cells activities to the site of parasite
location should aid in parasite destruction or at least containment of growth and
dispersion. Thus, an emphasis in TH2 response would seem appropriate against
extracellular parasites and a THI1 response if intracellular (Sher et al, 1992). If so, female
hosts, if truly favoring TH2 responses, should deal better with extracellular parasites and
initial stages of infection whilst males, if androgens truly favor TH1 responses, should
better handle intracellular parasites and late 2 ion. U diy, this is not
always the case in the infections listed inTable II. Thls is probably because the dealmgs
between host and parasite are subtle and complicated. Each parasite has cvolved various
strategies of its own to survive its specific host attacks (i.e., affect different tissues
varying in immune privilege, multiply faster than they are destroyed, degrade host
molecules in their neighborhood, have developed impenctrable surfaces, disguise
themselves with extemnally adhered hosts components, produce and liberate complement
inhibitors, diversify their antigen structure with time of infection towards more resistant
or eclusive vcrslons sun'ound themselves with fibrous capsules protective of host cells
mcursnons. the and endocrine systems of the host towards less
aggressive forms of response, etcetera). Complete detailed understanding of the hosts and
parasites negotiations leading to the destruction of one or the other or clse to a tolerable
entente, needs of much more research and the application of more d hnology.
Perhaps simultancous microarray ic and prc di on both host and
parasite will shed light on their most delicate negotiations. We anticipate they will be
highly specific for cach host-parasite relationship and hosts sex.

As for crude approaches to deal with parasite infecti like ination, when
the parasite is just entering, when its numbers are small and localize extracellularly is
perhaps its most vulnerable state. An immune responsc that does not totally curtail
infection in this initial state is only left with the co-temporizing option of restricting
parasite growth and limiting its locali and pathog is. In this option cach parasite
infection may also be dealt with differently by cach host gender.

The special case of murine Taenia crassiceps cysticercosis.

The issue of Infection SD and I SD in experi 1 murine cysti i
caused by 7aenia crassiceps has been previously explored (Sciutto et al, 1991; Huerta et
al, 1992; Lamalde ct al, 1995; Terrazas et al, 1998; Morales-Mon(oretal 2001). Bnefly_
cxpenmemal ﬁndmgs reveal that a) In diffe ic strains of mice
more fe d than les when equally challenged (Sciuttoet al, 1991);
b) Females carry larger parasite loads than males (Huerta ct al, 1992; Larralde et al, 1995;
Morales-Montor et al, 2002); c) Estrogens favor parasite reproduction whilst and.rogens
mhlblt it (Bojalil et al,1993; Terrazas et al, 1994; Morales-Montor et al, 2002); d)

G y and thy equalize pa i loads b sexes by greatly
increasing that of males and sligh ly d that of f les (Hucrta et al, 1992;
Terrazas et al, |994 Morales-Monlor et al, 2002) €) Males are more thoroughly
pr d by ion than fi (Sci et al, 2002); f) External 17f-estradiol and



dihydrotestosterone reconstitute parasite loads to their normal levels in gonadectomized

animals, whilst T cells but not antibodies restore the effects of thymectomy (Bojalil et al,

1993); g) THI response hinder parasite growth early in infection (Terrazas et al,

1999;Toenjes et al, 1999; Spolski et al, 2000;Rodriguez-Sosa et al, 2002); h) TH2

response prevails in later times of infection but is incapable of slowering parasite growlh

(Terrazas et al, l998 Tocn_ucs ct al, 1999)- i) In chronic infections, the male mouse is
d d

inized (estrog an d) due to over-expression of P-450-aromatase
in correlation with high levels of IL6 (Morales-Montor et al 2001) to a degree that
inhibits the \! 1 behavior (Morales et al, 1996). These findings led to the

proposal of an IE interaction in control of cysticercus reproduction, in which androgens
favor a THI1 response that is limiting of parasite growth, whilst estrogen favors a TH2
response that is pemmissive of parasite reproduction (Morales-Montor et al, 2001,
Morales-Montor et al, 2002). Recently reported findings further support the correlation
between androgens and THI1 response and of estrogen and TH2 response (Morales-
Montor et al, 2002a,b.c). On-going work extended the domain of the hypothetic IE
interactions in murine cysticercosis to include other targets of the parasite and host that
are responsive to sex hormones. Sexual steroids were shown to act in vitro directly upon
the parasite, li or prc g its reprc ducti and in vivo on some of the host’s
central nervous system areas, inducing in both targets the over-expression of APl genes
involved in cellular differentiation and proliferation (Morales-Montor et al, 2003) as they
do in other stressful and immunological challenges (Pacheco—l_,opcz et al, 2002). Signs of
sexual dimorphism in cysticercosis were recently disclosed in other host and taema
species. Sexual steroids are also very likely impli d in pig cysti by
Taenia solium, as castration and pregnancy nearly double pr ] of Iy
acquired cysticcrcosis in rustic pigs (Morales et al, 2002). Also, women are more
frequently afflicted than men by severe neurocysticercosis (del Brutto et al, 1988;
Larralde et al, 1988; Sciutto et al, 2002) and show higher inflammatory profiles (Fleury et
al, 2003). That the human parasite 7. solium seems to be also sensitive to sex-steroids and

that other parasite infections are also resp ive to similar IE such as
Schistosoma mansoni in mice and bab (Morales-M et al, 2001 ab), Trichinella
spiralis in rats (Klein et al, 1999) and Taenia taeniformis in rats (Lin et al l990) assure
that findings in Taenia crassiceps were not hmlwd to an ar if: 1 experi 1 diseasc
of laboratory mice but show its op n in paras:te fecti
The IE network in charge of infection and i phi:

The usual experimental strategy to study the hani: of 1 steroids
effects upon the i and endocrine sy in adding a ] hormone or a
cytokine to an isolated system’s and to i its P With the results

obtained by this strategy and some of the in vivo data in Table Il, we constructed a
rcferenced flow-chart of the immune and endocrine circuitry that includes all the

across species, sexes, cells, and types of responses. The result was an all
encompassmg lEnetwork of the circuits within and between the
and ine sy of the host and lhose of the parasite (Figure 1). The

itude and complexity of the 1E k pr ally all the ] hormones

and many of the i cc descnbed till now. hs sxmple inspection
its p ible rel ce to rnany other biol i The

complcx[ty mcorporales circuits with forward and backward regulanon and gives the



impression that it can bring about any effect on the parasite or the host, and that it can do
so by several avenues. Since some of the events in the IE- network involve cellular
reproduction and de novo synthesis of receptors, the IE network appears capable of
learning and behaving intelli 1y (i.e. ch ing its ways with experience).

A node for strong hormonal modulation of acquired immunity in the IE network is
the proposed conflictive cffects of androgens and estrogens acting upon THU/TH2
mutually controlled balance. It is possibly there, where the Immune SD chicefly adjusts
the relationship with the parasite or with any other intruder to achieve pacific coexistence
or belligerent confrontation. The sex-hormones’ many receptors, placed on a variety of
immunocompetent cells involved in clonal expansion, phagocytosis, antigen presentation
and phySlologu:al responses to cytokmes and chemokines, provides the hormones with
the capacity of ﬁnely modul. the i cells bers and activities (Table 11I).

The prominent and varied connections of the IE-network with other hormones well
known to be related to stress and to the inflammatory process (Dan!zer et al 2001;
Besedovsky and Del Rey, 2002) suggests that it can also infl
mechanisms, so readily awakened by infections (Yokoyama and Scalzo, 2002). The 1E-
network also exhibits the possibilities of the host sexual hormones acting directly upon
the parasite, affecting its reproductive capacity through sexual steroids favouring the
expression of genes related to cellular differentiation and proliferation. These effects
could also reach the host cells considering the high conservation of these genes in the
examined species, thus possibly bearing on proliferative disorders (Fig.1).

As particular examples of the [E-network’s explanatory and predictive properties
upon parasite infections, circuits that are tumed-on in experimental cysticercosis (Figure
2) and schistosomiasis (Figure 3) are illustrated. They are not identical, but in both IL-6
is a prominent feature. The IE interactions in cysticercosis are really self-fulfilling
prophesies (the circuits were drawn from the cysuecrcoms data) but are they are time

predictions that may be explored in schi hich shows i linati via [L-6
and MIF (Morales-Montor et al, 2003), whilst othcrs i in to be 1

There are also circuits capable of linizing the inf d femal if P-450 aromatasc
would be inhibited directly or by inhibition of '‘GNRH in the hypoth d or

not by IL6, or by enhancing the expression of S-a reducuse type 11 by _mecans of an

interleukin yet to be identified. In the opp dir , the dehyds P
(DHEA) upregulauon of THI for i d the docrine sy with
p in dicti that has yet to be verified in TH1
itive infecti (Baszler et al, 1999, Suzuk: ct al, 1999; Rogers etul 2002) The 1E-
network’s prowess, with its manifold forward and backward
does indeed suffice to plain and i ptoﬁles of lnfecuon—SD and

Immune-SD in the various host-parulle relauonshlps It does not however necessarily
imply there will be differences between sexes in the final results of a given confrontation
with a parasite infection.

Perspectives from the immuno-endocrine network: dical and biological

The literature search rcvealed an exu-cmely complex IE-network mvolvmg hormones and
cy(okmes that fo P in ally annbuled to the excluswc

ion of single sy in P to simpl (i.c., rep ).

So much plasticity and Itifi i tity of the macro net is not wnhom risk. Mishaps of
control could lead to the loss of tolerance and the rise of autoimmunity (Derijk and




Berkenbosch, 1996; Lechner et al, 1996), or be involved in the immune compromise of
aging (Panerai and Ottaviani, 1995), and/or in the physiopathology of some infections
that course with inflammation (Mand.rup-Poulsen et al, 1995) Also, the IE network could
connect parasite infections with other d pp ly from the immunologic
and endocrinologic domains, such as arterial hypertension (Peeters et al, 2001),
atherosclcrosis (Chae et al, 2001) and cancer (REF con lista de autopsias con Olvera,
Herrera and Ostrosky-Wegman, 2001; Polat et al, 2002). Biological questions remain
unanswered. Why is there sexual dlmorphlsm in the immune response at all? Why not
host gend lity in logical privileges? Has the parasite influenced the
evolution of the hosts Immune SD?. The complexity of the IE-network hints to reasons
for Immune SD other than the self/foreign precept. Perhaps it has evolved as the best
strategy for individuals of either sex in confronting successfully not only infection, even
if by different mechanisms, but also solve with precision sex specific challenges coming
from scenarios of higher biological hierarchy, like pregnancy.

What can be a biological reason for Immune SD in evolution that is supenor to defense of
the host’s individual’s health? One pOSSlblllty that has been raised is that Inmune SD
would allow both defé >n and also reproduction in a dioecious species
(Gaillard and Spinedi, 1998; Agrawal et al, 2001; Moore and Wilson, 2002; Owens IP,
2002; Charles et al, 2002 Potti et al, 2002; Tella et al, 2002). This would be

lished by a tr logical allowance of females pregnancy with an off-
spring ‘that is half- foreign: an awkward demand breaching the self/foreign precept (Martal
et al, 1995; Medzhitov and J. y, 2002; Metzi 2002). The demand would

originate from the advantage in species diversification gained through sex dichotomy.
However its satisfaction would need of occasional fastidious but transient regulation from
both hormones and cytokines lest the product be lost or the host succumb to infection
(Bamea ER, 2001). As for the males, Immune SD may provide them with the specialized
ability to better cope, without much qualms about the selffforcign precept, with their
more stressful and dangerous lives when displaying intense laboral, exploratory,
belligerent and risky behaviors (Spinedi et al, 2002). Even the parasite could benefit from
the hosts immune SD. If the individuals of one sex are used as selective pressure for the
fittest parasite: i.e., the parasite restrictive males in the case of murine cysﬁcercosis are
behaviorally enhanced vehicles in the parasites final dcestiny in the gut of carnivores
(Willis and Poulin, .2000 Gourbal et al, 2001). The other sex (i.c., the parasite

prolife i per in the case of murine cysncercosm) would act as the
optimal host for the massive reproduction of the fittest version of the parasite
arily ilable (Bamard et al, 1998; Poulin ct al, 1996; Zuk and McKean,

1996; Panhuis et al, 2001) No doubt many of thesc and other perspectives and
i left d need of h. Their promise to in or illumi as

yet di puted logical puzzles by virtue of IE regulation is certainty alluring: (like
)| and autoi y to name but two u'nmunolopcal riddies, the connection of
hypertension and with i to two 1 q i and the role of

Immune SD in species diversification as a biological querie).
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LEGENDS FOR FIGURES
Figure 1. Immune and endocrine nclwork circuitry.

The de and compl y of the IE network includes practically all the
sexual hormones and many of the immunological components described. Some of the
events in the IE network involve cellular reproduction and de novo synthesis of receptors.
A node for strong hormonal modulation of acquired immunity in the IE network is the
proposed conflictive eﬂ'ecls of androgens and estrogens acting upon TH1/TH2 mutually
controlled bal R 1) Spinedi et al. 2002. Front Horm Res, 2) Esch T. 2002.
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Figure 2. Proy neur d inological interactions that occur in
schistosomiasis.

Normally, there is a crosstalk between the neuroendocrine and the immune
systems of the host Infecuon results in a THlfI‘HZ shlﬂ of the immune response The
parasite ively ind an resp progr ly leans to dsTH2.
Then, the increase in IL-1P expression in hypothalami stimul, CRH producti hick
in turm stimulates pituitary ACTH. Concomnamly. 1IL-6 and MIF cou.ld be regulaung
ACTH production directly in the pituitary gland. The ACTH production in turn
stimulates adrenal gland to produce cortisol and DHEA, together with TNF-o, which can
directly inhibit parasite growth,. Infection triggers the immune response of the host by
mediating the neuroendocrine system at HPA-axis level, The consequent
microenvironment could be more permissive for the establishment and growth of the
parasite. The net also exlubns the posS|b|lmes of lﬂ’A-ms hormoncs to acting directly

upon the p af¥e its reprod 1 steroids favouring

the expressnon of gencs related lo cellular dlﬂ'eremntlon and ptohfmnon

Figure 3. gical inter m ‘cosis.

Infection with the de (P) r Its in a feminization process and in a TH1/TH2

shift of the hosts immunc responsec. The parasite ively ind an i resp

whlch progress:vely lcans towardsTH2. 111en the in IL-6 producti in tun
ion by activating di the Y P-450 ar and at

the same time mcteasmg pmumry FSH levels. Estrnd.lol would then cycle back to further

favor TH2 resp The pr ion in tum inhibits THI
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dependent cellular response. In short, the parasite is able to drive the immune response of
the host by mediating the endocrine system at P450-aromatase level. The consequence is
the change of the microenviroment from restrictive (male) to permissive (female) for the
growth of cysticerci. The net also exhibits the possibilities of the host sexual hormones to
acting directly upon the parasite, affecting its reproductive capacity through sexual
steroids favouring the ecxpression of penes related to cellular differentiation and
proliferation.



Table I, [ Infection SD and/or Immune ST in different host-parasite relationships docemented to date (some parasites infects more

than one host specie).
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Table [1.- Host-parasite relationships in which several infection and some immune parameters were measured at some time of

infection. The immune paramcters collected varied in each infection.
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Tablec 1

.~ Main hormones effects on immunocomypetent cells, and its mechanims

Hormone

Effect over immune system cells
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