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. RESUMEN

Avances significativos se han realizado en el campo de la inmunofisiologia desde
que Selye descubrié que “estresantes agudos” reducen el tamafio de los 6érganos
linfoides y hoy se sabe que una variedad de hormonas afectan actividades

funcionales de las células del sistema inmune.

Actualmente se acepta la comunicacion bidireccional entre el sistema inmune y
otros sistemas del cuerpo, particularmente dentro del contexto de la red

neuroinmunoendadcrina.

La importancia de la interaccion entre los sistemas neuroenddocrino e inmune se
hace evidente en circunstancias como el embarazo, enfermedades autoinmunes y
en algunas enfermedades infecciosas. En todos los casos, la evidencia disponible

subraya la importancia de los esteroides sexuales como inmunorreguladores.

También, un dimorfismo sexual en la respuesta inmune de los humanos y otros
mamiferos es obvia; las hembras producen reacciones inmunes humorales mas
vigorosas, son mas resistentes a ciertas infecciones, como las bacterianas, y
sufren mayor incidencia de enfermedades autoinmunes comparadas con los
machos, ademas que existe evidencia de que las hormonas sexuales son capaces
de regular procesos implicados en la respuesta inmune, incluyendo la maduracion
y seleccion de timocitos, la expresion del transito celular de moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase Il (MHC II), proliferacion de linfocitos

y produccion de citocinas, por citar algunos ejemplos.

Asimismo, esta bien establecido que existe un dimorfismo sexual dentro del
sistema inmune en donde los esteroides sexuales juegan un papel importante en
la modulacion de la funcidon inmune explicando el dimorfismo sexual en la

respuesta de dicho sistema.



Durante el desarrollo temprano, la mayoria de los 6rganos son susceptibles de
sufrir adaptaciones de acuerdo al medio en que se diferencian. La exposicion a
diferentes hormonas, particularmente esteroides sexuales, podria establecer las

diferencias inmunologicas entre sexos desde la etapa prenatal.

En el caso de las infecciones parasitarias, los esteroides sexuales juegan un papel
importante en el curso de la infeccion. Por ejemplo, en la infeccion experimental
por Taenia crassiceps, las interacciones inmunoenddécrinas que ocurren entre el

hospedero y el parasito han sido ampliamente descritas.

Una de las mejores observaciones clave para el control o el favorecimiento de esta
y otras parasitosis, es la polarizacion de la respuesta inmune de los linfocitos T
CD4" en Thl o Th2.

Con base en estos antecedentes, el objetivo de este trabajo fue estudiar los
efectos producidos a nivel neuroinmunoendocrino de la administracion de
esteroides sexuales, particularmente Propionato de Testosterona (TP) y 178-
Estradiol (Ez) en el establecimiento del dimorfismo sexual del sistema inmune

durante el desarrollo neonatal.



Il. MARCO TEORICO.

1. RED DE COMUNICACION NEUROINMUNOENDOCRINA.

1.1. Antecedentes.

Hace mas de 70 afos, Hans Selye publicé un articulo corto titulado “Un Sindrome
Producido por Diversos Agentes Nocivos” [Selye, 1936] e hizo la observacion
original de que “estresantes agudos”, como la exposicion al frio, la inyeccion de
drogas téxicas o el dafio quirdrgico, resultaban en un rapido decremento en el
tamafio del timo, los nédulos linfaticos y el bazo. Con este trabajo, Selye ofrecio la

primera evidencia morfolégica que demostraba que dichos “estresantes agudos

afectaban el tejido linfoide. [Kelley, 1988].

A principios de los afilos 70 del siglo pasado, experimentos conducidos por
Pierpaoli y sus colaboradores establecieron que un numero de hormonas (p.e.
Hormona del Crecimiento (GH), Tiroxina) modulaban propiedades funcionales del

sistema inmune [Kelley, et. al., 1988].

En la década de los afios 80 de ese siglo, Blalock publicé sus ideas sobre
sistemas reciprocos de comunicacion entre el sistema inmune y enddcrino.
[Blalock, 1984]. Subsecuentemente se demostré que los estresantes agudos
causaban la liberacién de Adrenocorticotropina (ACTH) hipofisaria, que a su vez
aumentaba la liberacion de glucocorticoides de la glandula adrenal [Axelrod y
Reisine, 1984].

A finales de los afios 80, el concepto de que las hormonas alteraban las
respuestas funcionales de las células del sistema inmune no era una idea nueva y
se tenia evidencia de que hormonas diferentes a los glucocorticoides afectaban
células linfoides, con algunas hormonas aumentando y otras suprimiendo

diferentes aspectos de la respuesta inmune. Con esos y otros hallazgos, la idea de



una interaccion entre el cerebro y otros sistemas del cuerpo habia sido propuesta,

formando un importante concepto en Inmunofisiologia.

El concepto que habia emergido de ese y otros estudios no fue sélo que las
células linfoides eran afectadas por hormonas del sistema neuroenddocrino, sino
también que productos de estas células afectaban al sistema neuroenddcrino.
[Kelley, 1988].

Para concebir mecanismos de regulacion neuroenddcrina conectados con
respuestas inmunes, primero es esencial determinar que la respuesta inmune en

si puede provocar esos cambios hormonales.

Durante el desarrollo y expresion de las funciones inmunes hay interrelaciones
permanentes entre los componentes del sistema inmune y neuroenddcrino. De
estas interacciones bidireccionales pudo seguir que el actual estado de ambos

sistemas a un tiempo dado esta influenciado por la integracion de sus funciones.

Esta comunicacibn en pocas palabras desarrolla el concepto de una red
neuroinmunoenddcrina e identifica algunas de sus implicaciones por la

inmunorregulacion. [Besedovsky y Sorkin, 1977].

El sistema inmune se encuentra en constante interacciobn con el sistema
neuroenddcrino y esta interaccion, por ejemplo, asegura que la respuesta inmune
y la respuesta inflamatoria se encuentren en homeostasis y en armonia con otras

funciones del organismo, para mantener la salud. [Anisman, et. al., 1996].



1.2. Mediadores de la comunicacién y adaptacion neuroinmunoenddécrina.

En especies como ratones y ratas que al nacer sélo tienen niveles marginales de
Inmunoglobulinas (Ig°s) y en las que las respuestas inmunes son minimamente
efectivas durante los primeros dias de vida extrauterina [Solomon, 1971], varios
mecanismos endoécrinos estdn también subdesarrollados en esta etapa,
notablemente la diferenciacién sexual, funcionamiento de la hipdfisis, tiroides y

glandulas adrenales [Jost, 1969; Jost, et. al., 1973].

Las interacciones bidireccionales entre el sistema inmune y neuroenddcrino
influyen especificamente en actividades fisiolégicas tan diversas como localizacion
de linfocitos en tejidos, respuestas a anticuerpos, secrecion hipotalamico-pituitaria

de hormonas y transmision de sefales nerviosas. Ver Fig. 1.

Nuestro entendimiento de comunicaciones entre estos sistemas se ha
incrementado por la delineacion en la inervacion de 6rganos inmunes, efectos de
neuromediadores sobre células inmunes, y respuestas neuroendocrinas a

citocinas inmunes individuales. [Goetzl y Sreedharan, 1992].

Al respecto, investigaciones en el pasado han caracterizado la inervacién de
organos inmunes, se han descrito receptores compartidos y otras proteinas de
superficie, e identificado hormonas, neuropéptidos y citocinas capaces de llevar
mensajes en la red neuroinmunoenddcrina. [Goetzl, et. al., 1990]. La inervacion de
organos inmunes por los sistemas sensorial y simpatico posicionan terminales
nerviosas sobre o muy cerca de linfocitos, macréfagos y mastocitos [Tollefson y
Bulloch, 1990; Stead, et. al., 1987; Lorton, et. al., 1991].

Para el mantenimiento y funcién del circuito neuroinmunoenddcrino hay un arreglo
esencial de mediadores producidos por células de los sistemas inmune y
neuroenddcrino. El didlogo subyacente a esta compleja red de comunicacion

consiste en moléculas de sefalizacion (hormonas, citocinas, interleucinas (IL’s),



neuropéptidos, neurotransmisores) y sus receptores especificos, que suelen

distribuirse por la interaccion de estos sistemas. [Spangelo y Gorospe, 1995].

La generacion de neuropéptidos por timocitos, linfocitos y otros leucocitos, y la
produccion de monocinas y linfocinas por células neuroenddécrinas ha sido bien
documentado en varias especies. La produccion de citocinas inmunes por células
neuronales es objeto de restricciones genéticas y provocadas por un estimulo
especifico, por ejemplo, el lipopolisacarido (LPS) bacteriano induce altos niveles
de expresién de los genes para IL-6 y el Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-a) en

ratas Brown Norway (BN).

Los efectos de algunas citocinas inmunes sobre hormonas pituitarias son
atribuibles exclusivamente a la accion del hipotalamo o del sistema nervioso
central (SNC). Las interacciones entre células del sistema inmune y células del
SNC vy del sistema nervioso periférico, también estan mediadas por neuropéptidos

y citocinas.

En el caso del sistema neuroinmune ciertos mediadores suelen actuar por
modificacion celular capaz de reconocer o responder a sefiales sin provocar una
respuesta directa. Estos efectos condicionados pueden considerarse en términos

de tres mecanismos separados [Goetzl y Sreedharan, 1992]:

e El primero es un cambio en la naturaleza béasica de una célula, como su
diferenciacion a otro fenotipo o la transformacién a un diferente estado de
reactividad a multiples estimulos. (p.e. la induccion directa del desarrollo de
mastocitos desde precursores de la médula Osea por el Factor de

Crecimiento Nervioso (NGF) en ratas neonatas [Marshall, et. al., 1990]).

e EIl segundo es una alteracion en el nivel de expresién de un receptor o
proteina de superficie celular, o en la concentracion de algun factor

intracelular envuelto en la transduccién de una sefial 0 comunicacién con



otras células. (p.e. el incremento en la expresion de proteinas de antigenos
humanos leucocitarios (HLA) inducida por citocinas inmunes [Goetzl y
Sreedharan, 1992]).

El tercero es una modificacion transitoria por un mediador neuroinmune en
la magnitud de una respuesta celular, como la proliferacion o secrecion de
un factor, que es provocado por un estimulo especifico primario. (p.e. en
estudios sobre la accién de citocinas inmunes en funciones hipotalamico-
pituitarias in vitro, concentraciones femtomolares de IL-2 inhibieron la
despolarizacién, alterando directamente la liberacion de FSH, LH vy
Prolactina (PRL) [Karanth y McCann, 1990]).

Sistema
Produccién Neuroendocrino
Accion
Accidn
Hormonas peptidicas
Neurofransmisores

Hormonas peptidicas

Citocinas Neurotransmisores

Citocinas
Accién
Accién
, deuccién
Sistema Inmune

Fig. 1. Un circuito de comunicacién molecular dentro y entre el sistema inmune y
neuroenddcrino comparte ligandos y sus receptores. Modificado de Weigent y
Blalock, 1987.




1.3. Citocinas.

Las citocinas son proteinas producidas por varios tipos diferentes de células que
median reacciones inmunes e inflamatorias, ademas son las principales
mediadoras de la comunicacion entre células del sistema inmune [Abbas, et. al.,
2007]. Las citocinas y moléculas de sefalizacion relacionadas conducen
profundos cambios regulatorios en la funcién de células diferenciadas, modulacion
de las funciones inmunes, respuesta al estrés, metabolismo, crecimiento y

reproduccion [Auernhammer y Melmed, 2001].

Citocinas como IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a e Interferon y (IFN-y) afectan la
secrecion de hormonas hipotalamicas y de la pituitaria anterior tanto in vitro como
in vivo y se han identificado receptores altamente especificos para IL-1, IL-2 e IL-6
en tejidos neuroendocrinos. [Spangelo y Gorospe, 1995]. Ver Tabla 1.

Citocina Sistema Efecto
Células de la pituitaria T PRL, LH; ¥ FSH
IL-1 Cultivos celulares de pituitaria 1T ACTH, GH, TSH; ¥ PRL
IL-2 Células de la pituitaria T ACTH
Células de la pituitaria T PRL
IL-6 Cultivos celulares de pituitaria 1 PRL, GH, LH; sin efecto sobre ACTH
Células de pituitaria anterior T PRL
Cultivos celulares de pituitaria { Factor hipotalamico liberador del factor
IFN-y que induce la liberacion de ACTH, PRL y GH

Tabla 1. Efecto de algunas citocinas sobre la pituitaria in vitro. T: aumento; {: disminucion.
Modificado de Besedovsky y Del Rey, 1996.

Las citocinas, también alteran el nivel de neurotransmisores (p.e. norepinefrina,
serotonina y dopamina) en el SNC. IL's (p.e. IL-1, IL-2, IL-3 e IL-6) son producidas
por células nerviosas y astrocitos del SNC, y las respectivas células blanco con
receptores para esas IL’s también se han encontrado en el SNC. [Anisman, et. al.,
1996]. Ver Tabla 2.



Citocina | Especie Efecto in vivo Efecto in vitro
{ NEy E; TMHPG en Hy; T HVA en Str
IL-1 Rata yenlaméduladelHy | e
T Trp en todo el cerebro; T MHPG, 5-
IL-10, HIAAy Trp pero no DOPAC. |  ===mmmemes
En el Cx influye en la preparacion
1 sinaptica; T la funcién del receptor A
de GABA
IL-2 T NE en Hy y DA en Cx prefrontal, pero | -
Ratén no 5-HT
Efecto sobre neuronas septales
-3 | e primarias embriénicas, T la actividad
de ChAT.
T actividad de 5-HTy DAenHipyCx |  ===mm-
prefrontal, pero no afecta la actividad de
IL-6 la NE central

Tabla 2. Efecto de las citocinas sobre neurotransmisores del SNC vy la actividad neuronal central in vivo e in vitro. T:

aumento; ¥: disminucién. ChAT: Acetil colintransferasa; Trp: Triptofano; HVA: Acido hemovanilico; NE: Norepinefrina;

E: Epinefrina; DA: Dopamina; 5-HT 5-hidroxitriptamina; MHPG. 3-metoxi-4-hidroxi-fenilglicol; DOPAC: Acido 3,4-

fenilhidroxiacético; 5-HIAA: Acido 5-hidroxiindol-3-acético; GABA: Acido gamma aminobutirico; Hy: Hipotalamo; Hip:

Hipocampo; Str: Estriado; Cx: Corteza. Modificado de Besedovsky y Del Rey, 1996.
Por otro lado, se ha observado que la producciéon de citocinas también puede
llevarse a cabo a través de Organos integrantes del eje Hipotalamo-hipdfisis-
adrenal (HPA). Por ejemplo, la sintesis y liberacién de IL-6 en la hipdfisis anterior
ocurre en una poblacién celular no parenquimal [Spangelo, et. al., 1990];
posteriormente se identificd a las células de foliculostelato como la fuente de IL-6
en la hipofisis anterior [Vankelecom, et. al., 1993]. Adicionalmente a la hipofisis

anterior, el hipotdlamo es un sitio de produccién de citocinas.

Se ha reportado también que células del Lobulo Hipofisario Neurointermedio (NIL)
producen IL-6 in vitro dependiendo del tiempo y el nimero de células presentes

[Spangelo, et. al., 1994; Spangelo y Gorospe, 1995].



1.4. Eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal (HPA) e inmunomodulacion.

En la década de los afios 30 del siglo pasado, Smith demostr6é que la remocion de

la glandula pituitaria en ratas causaba en el timo involucion y atrofia. [Smith, 1930].

Resultados de estudios pioneros como este y otros llevaron a la hipétesis de que
el desarrollo normal y funcionamiento del sistema inmune era significativamente
dependiente de un factor o factores producidos por el eje HPA. Cabe sefalar que
existe una amplia evidencia que indica que un numero de hormonas hipofisarias
pueden actuar como moduladores de la funcion inmune y por consiguiente sirven
como importantes mediadores en la comunicacion bidireccional entre el sistema

inmune y el sistema enddcrino. [Spangelo y Gorospe, 1995].

Por ejemplo, la PRL y la Hormona del Crecimiento (GH) pueden servir como
factores inmunomoduladores [Gala, 1991]; la ACTH es otra hormona (producida
por la hipofisis anterior) que influye significativamente en la actividad del sistema
inmune. En presencia de ciertas citocinas como IL-4 e IL-2, ACTH también

promueve la activacion de células B [Jonson y Torres, 1988].

Otras hormonas neurohipofisarias como la vasopresina (VP) y oxitocina (OT),
pueden reemplazar el requerimiento de IL-2 como mitdgenos de células T
inducidos por produccién de IFN-y en células murinas de bazo [Blalock, 1989;
Johnson, et. al., 1988]. Ademéas la VP también juega un papel importante, junto
con la hormona liberadora de corticotropina (CRH), en el control del estrés
inducido por la liberacion de ACTH [Bartanusz, et. al., 1993]. La Somatostatina
(SOM), es otro ejemplo de un tetrapéptido derivado del hipotalamo, y conocido por
su potente propiedad inhibitoria para la liberacion de GH vy significativamente
inhibe la proliferacion de linfocitos de las placas de Peyer y del bazo. [Stanisz, et.
al., 1986]. En la Tabla 3 se describen algunos efectos de las citocinas sobre el eje
HPA.

-10 -



Citocina | Especie Via de Efecto enddcrino
administracion

IL-1 Rata icv T GH, PRL; { TSH
IL-1ot Raton ip T ACTH
IL-1B Ratén ip T ACTH

IL-2 Rata ip T mRNA de POMC
Paloma icv T PRL
IL-6 Raton ip T ACTH

Rata iv T ACTH, CRH

Tabla 3. Efecto de las citocinas sobre el eje HPA in vitro. T: aumento; {; POMC:
Propiomelanocortina; GH: Hormona del crecimiento; PRL: Prolactina; TSH: Tirotropina; ACTH:
Adrenaocorticotropina; CRH: Corticotropina; mRNA: RNA mensajero; icv: intracerebroventricular;
ip: intraperitoneal; iv: intravenosa. Modificado de Besedovsky y Del Rey, 1996.

-11 -




1.5. Inmunorregulacion del sistema nervioso.

Una variedad de neuropéptidos, (llamados asi porque son producidos por las
células nerviosas), modulan las funciones inmunes. Por ejemplo, el péptido
vasoactivo intestinal (VIP), SOM vy la sustancia P afectan la proliferacion de
linfocitos, sintesis de inmunoglobulinas (Ig°s) y la actividad de células NK (Natural
killer). Se ha visto que hay receptores especificos para neuropéptidos sobre la
superficie de los linfocitos [McKay y Bienenstock, 1994, Berczi, et. al., 1996].

Existen evidencias que demuestran que el sistema nervioso estd envuelto en la
mediacion de la respuesta neuroenddcrina a la inmunizacion y el dafio. En cambio,
las citocinas afectan fibras nerviosas periféricas, que estan involucradas en la
sefalizacion del SNC [Berczi y Nagy, 1994]. Por consiguiente, el sistema
neuroenddcrino y el sistema inmune estan intimamente interconectados uno al
otro, y la estimulacion de un sistema resulta de la estimulacion del otro. [Anisman,
et. al., 1996]. Ver Fig. 2.

Estimulo

+ SNC

Productos

I_ endoerinos]

de Células Inmunes

Fig. 2. La red de comunicacion neuroinmunoenddcrina. Los sistemas inmune, enddcrino y nervioso pueden
interactuar a miltiples niveles. Esquematicamente pueden clasificarse como asas largas (azul) y cortas (verde).
También hay interacciones dentro del cerebro (circulo rojo). La operacién de esas interacciones puede ser modificada
por actuacion de estimulos primeramente sobre el sistema inmune o sobre el cerebro, por ejemplo el estimulo
psicosensorial. El resultado de las interacciones neuroinmunoendécrinas puede resultar en la modulacién inmune y/o
conductual. Modificado de Besedovsky y Del Rey, 2007.
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2. DIMORFISMO SEXUAL DEL SISTEMA INMUNE.

El dimorfismo en la funcién inmune de los humanos aparece en la infancia, pero
no es claro si los mecanismos moleculares o celulares envueltos son los mismos a
aguellos envueltos en la diferenciacion sexual del cerebro. [Martin, 2000]. El
sistema inmune, asi como el sistema nervioso y el sistema enddcrino, juegan un
papel importante en la adaptacién biolégica, contribuyendo al mantenimiento de la

homeostasis y al establecimiento de la integridad del cuerpo.

La excesiva activacion del sistema inmune puede llevar a enfermedades
autoinmunes, alergias, hipersensibilidad y anafilaxia, mientras que Ila

sobresupresion puede promover enfermedades infecciosas y cancer.

Las enfermedades autoinmunes aparecen cuando el sistema inmune falla en
discriminar entre los antigenos propios y los no propios; ademas son
multifactoriales en su origen; elementos genéticos, inmunes, endocrinos y

ambientales contribuyen a su desarrollo.

Algo importante pero que no esta bien entendido, es si los factores que
contribuyen al desarrollo de las enfermedades autoinmunes pueden incluir
cambios en hormonas esteroides, como esteroides sexuales y glucocorticoides
[Homo-Delarche, et. al., 1991].

Por otro lado, parece que la susceptibilidad a la autoinmunidad es expresada en la
etapa de la pubertad. La pubertad es un periodo de intensa reorganizacion
molecular, fisiologica y anatdbmica en el cuerpo, y los cambios hormonales que
ocurren en la pubertad exponen el marco para las diferencias biolégicas que
persisten a lo largo de la vida y que pueden contribuir al variable comienzo y

progresion de la enfermedad en machos y hembras [Lamason, et. al., 2006].
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Para dar la autorregulacion al sistema inmune dentro del mismo marco conceptual
como en otros sistemas del cuerpo, este funcionamiento puede ser considerado

dentro del contexto de una red de comunicacién neuroinmunoenddcrina.

En la comunicacién bidireccional entre el sistema enddcrino y el inmune, parece
existir un dimorfismo sexual en ambos niveles. Los esteroides sexuales juegan un
importante papel modulatorio en la funcion de la regulacion inmune explicando el
dimorfismo sexual observado en la respuesta inmune. [Olsen y Kovacs, 1996;
Grossman, 1984.]

Ademas, factores fisiol6gicos pueden modular la respuesta inmune: estrés, distrés
y una variedad de enfermedades psiquiatricas; notablemente desoérdenes afectivos
estan cada vez mas relacionados con la inmunosupresion. [Tecoma y Huey, 1985;
Dorian y Garfinkel., 1987; Dantzer y Kelley, 1989; Khansatri, et. al., 1990].

Esta bien establecido que existe un dimorfismo sexual en el sistema inmune. Las
hembras tienen mayores niveles de Ig’s, mayor respuesta de anticuerpos a
antigenos, y mayor incidencia de enfermedades autoinmunes, como Lupus
Eritematoso Sistémico (SLE), enfermedad de Grave’s, Tiroiditis de Hashimoto,
Sindrome de Sjorgen y esclerosis mdultiple (por citar algunas) [Beeson, 1994;
Gaillard y Spinedi, 1998] que los machos, sugiriendo que las diferencias
hormonales entre ambos sexos pueden conferir algin efecto protector en los

hombres o puede aumentar la susceptibilidad a esas enfermedades en mujeres.

Por ejemplo, en ratones, los sindromes autoinmunes espontaneos son mas
prevalentes y mas severos en hembras comparado con los machos, y el curso de
la enfermedad puede ser modulada por cambios en los niveles de esteroides
gonadales. Un dimorfismo sexual esta también presente en la funcion de la
pituitaria-adrenal: las hembras tienen mayores niveles de corticosterona y mayor

corticosteroidogénesis. [Gaillard y Spinedi, 1998].
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Numerosos reportes experimentales aseguran que la administracion de hormonas
puede llevar a deprimir o estimular las respuestas inmunes dependiendo de las
hormonas utilizadas, la dosis y el tiempo de administracion. Por consiguiente, esos
experimentos demuestran que cambios en los niveles de varias hormonas pueden
influir considerablemente en la respuesta inmune. Adicionalmente, la posibilidad
de que la respuesta inmune por si misma pueda producir cambios en niveles

hormonales y/o de neurotransmisores comienza a surgir [Weigent y Blalock, 1987].

2.1. Dimorfismo sexual en larespuesta inmune.

La primera linea de evidencia de un rol de los esteroides sexuales en la respuesta
inmune es la presencia natural de un dimorfismo sexual inmunolégico entre

hembras y machos.

De hecho, las hembras parecen tener una respuesta innata mas vigorosa, un timo
mas desarrollado, altas concentraciones de Ig’s, respuestas primarias vy
secundarias mas fuertes, mayor resistencia a la induccion de la tolerancia
inmunolégica y una mayor habilidad de rechazar tumores e injertos. La castracion
de machos jévenes incrementa el peso del timo y lleva a intensificar la respuesta

inmune [Homo-Delarche, et. al., 1991].

La segunda linea de evidencia es que la mayoria de los pacientes que sufren
varios tipos de enfermedades autoinmunes son hembras [Ansar Ahmed, et. al.,
1985; Talal y Ansar Ahmed, 1987; Schuurs y Verheul, 1990].

Diferentes procesos reproductivos, incluyendo la ovulacidon y la menstruacion, son
influenciados por el sistema inmune. Una condicién reproductiva en la que el
sistema inmune juega un papel pertinente es el embarazo. Por ejemplo, se ha
postulado que las citocinas son importantes para crear un ambiente 6ptimo para la

implantacion [Laird, et. al., 2003; Chaouat, et. al., 2004.] y el parto [Keelan, et. al.,
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2003]. Asimismo la expresion de la enfermedad es también afectada por el estatus

reproductivo de la hembra [Bouman, et. al., 2005].

Por ejemplo, el estrés representa la reaccion del cuerpo a estimulos que perturban
su equilibrio fisiolégico u homeostasis, a menudo con efectos perjudiciales
[Bateman, et. al., 1989; Khansari, et. al., 1990; Siiteri, 1979].

Es obvio que existen diferencias sexuales en el cerebro, que contribuyen a las
diferencias en su fisiologia y el comportamiento. Estudios en neuroquimica han
revelado que en ciertas areas del cerebro, el contenido y metabolismo de
neurotransmisores estd sexualmente diferenciado y bajo la influencia de los

esteroides sexuales en la adultez [Homo-Delarche, et. al., 1991].

2.2. Esteroides sexuales y dimorfismo sexual.

Los esteroides sexuales son hormonas pleiotropicas que actian sobre multiples
blancos incluyendo el SNC, hueso, 6rganos reproductivos y el sistema inmune,
entre otros. Las hormonas sexuales también influyen en la maduracion, activacion

y muerte de las células inmunes.

Mientras que las hormonas sexuales solas no son responsables de las diferencias
del dimorfismo de género de la respuesta inmune o del desarrollo de una
enfermedad autoinmune, niveles hormonales anormales proveen un campo fértil
para otros factores (genéticos, infecciosos) para desencadenar enfermedad y

pueden modular su curso. [Verthelyi, 2001].

Ya que la influencia del género sobre la respuesta inmune usualmente se hace
aparente después de la maduracion sexual, un papel crucial en este proceso ha
sido atribuido a las hormonas sexuales, como los estrégenos y andrdgenos
[Grossman, 1985; Homo-Delarche, et. al., 1991].
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Adicional al dimorfismo sexual observado en la respuesta inmune, observaciones
clinicas tienen ahora claramente establecido que mientras algunas enfermedades
autoinmunes, como SLE, se agrava durante el embarazo; otras como la Artritis
Reumatoide (RA), puede reducirse [Talal y Ansar Ahmed, 1987; Holmdahl, 1989].

Las hormonas sexuales afectan la funcion de los linfocitos T, B, células NK y
macréfagos. Estudios tempranos mostraron que ratones hembras tienen mayores
niveles de Ig’s en suero y producen mas anticuerpos a una variedad de
heteroantigenos que los machos [Ahmed y Talal, 1990]; tienen una incidencia
reducida de formacion de tumores, ademas de rechazar injertos mas rapidamente
qgue los machos [Ahmed y Talal, 1990; Graff, et. al., 1969]. Estos hallazgos son
consistentes con el hecho de que las hembras montan respuestas inmunes

humorales y mediadas por células mas fuertes que los machos [Verthelyi, 2001].

Las hormonas sexuales, en particular, no solo influyen en el sistema inmune, sino
también afectan directamente la historia natural de las enfermedades
autoinmunes. Los andrégenos, por estimulacion de la hematopoyesis y la
generacion de un apropiado precursor celular, pueden activar células T supresoras
derivadas del timo, llevando al decremento en la produccion de anticuerpos.
[Homo-Delarche, et. al., 1991].

Por ejemplo, estudios recientes en humanos han mostrado que pacientes con RA
presentan también una respuesta hipotalamica defectiva a un estimulo inmune
inflamatorio y tienen una inadecuada produccién de cortisol [Chikanza, et. al.,
1992.]

Otras evidencias clinicas y experimentales también indican que los esteroides
gonadales pueden modular la funcién inmune. El sistema inmune es regulado por
estrogenos y andrégenos gonadales y progesterona pero los niveles en circulaciéon

de esos esteroides pueden ser afectados por la funcion del sistema inmune.
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Esas interacciones parecen ser mediadas por el eje hipotdlamo-pituitaria-gonadas-
timo y dependen de la Hormona Luteinizante (LH) hipofisaria liberada por factores
timicos bajo el control de los esteroides gonadales. [Grossman, 1985.], los cuales
son los efectores finales del eje hipotalamo-hipofisis-génadas (HPG). Ellos
controlan la reproduccién y el dimorfismo sexual fisiolégico y del comportamiento.

[Vamvakopoulos, 1995].

También, la respuesta al estrés y la reaccion inmune/inflamatoria estan asociadas
con el dimorfismo sexual. La base de este dimorfismo tal vez sea por regulacion

de esteroides gonadales de los componentes de la respuesta al estrés.

Por otra parte, la reaccion inmune/inflamatoria es mayor en hembras que en
machos, tanto de humanos como otros animales, y concerniente a esto, las
enfermedades autoinmunes inflamatorias tienen una prevalencia
significativamente alta en el sexo femenino que en el masculino de varias

especies. [Grossman, et. al., 1991; Inman, R.D. 1978; Raveche, et. al., 1979].

Por ejemplo, los estrogenos, generalmente, han demostrado la activacion de
algunos componentes de la reaccion inmune/inflamatoria, mientras que los
androgenos la suprimen. [Raveche, et. al., 1979; Allen, et. al., 1983]. Se piensa
también, que los estrégenos a concentraciones fisiolégicas juegan un papel
inmuno-estimulante, mientras que los andrégenos tienen un impacto

antiinflamatorio. [Janele, et. al., 2006]

En un estudio realizado por Janele y sus colaboradores, [Janele, et. al., 2006] el
Estradiol (E,) estabilizé o incremento la secrecion inducida por un estimulo inmune
de TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-y en relacion a la Testosterona (T). La T, en
contraste, inhibio (IL-2, IL-4, IL-10) o tuvo tendencia a inhibir la secrecion
estimulada de esas citocinas (TNF, IFN-y). Este efecto de E, fue pronunciado a
concentraciones de 10™° M (T=10" M) en presencia de cortisol. E, (10% M, 10° M)

y T (10”7 M) no cambiaron la expresién de receptores a glucorticoides.
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Comparado con los machos, los ratones hembras exponen una respuesta
proliferativa incrementada de linfocitos T [Weinstein, et. al., 1984] y una mayor

produccion de IFN-y [Huygen y Palfliet, 1984; Cua, et. al., 1995].

En roedores como los ratones, sindromes autoinmunes espontaneos también
tiene mayor prevalencia en hembras que en machos. Este patrén se ha observado
en modelos animales como por ejemplo en el modelo del ratobn NZB/FW1 para
SLE [Olsen y Kovacs, 1996]; otro ejemplo es el ratobn NOD (Non-Obese Diabetic),
un modelo animal para estudiar la diabetes humana tipo | [Pozzilli, et. al., 1993].

Los andrégenos tienen un mayor efecto protector en modelo de ratobn NOD para
diabetes. Por ejemplo, la castracion de ratones machos acelera el tiempo del
comienzo de la diabetes, mientras que la implantacibn de pellets de
dihidrotestosterona en hembras previene en gran parte el desarrollo de la diabetes
evidente [Fox, 1992]. De manera interesante, los esteroides sexuales parecen
tener influencia en la respuesta inmune via el timo, mediante andrégenos y

estrogenos unidos a sitios especificos. [Roubinian, et. al., 1977].

La importancia de los esteroides sexuales y su influencia en las enfermedades
autoinmunes se ilustra por la observacion de que en su curso, estas pueden estar
moduladas por cambios en los niveles de esteroides gonadales, obtenidos ya sea
por gonadectomia o manipulacion farmacolégica de los niveles de Estrogenos o
Testosterona y también por la observacién de que la respuesta inmune esta

alterada durante el embarazo [Gaillard y Spinedi, 1998].

Otros estudios han demostrado que la pérdida de la inmunidad protectora inducida
por la edad esta primeramente relacionada con alteraciones en la funcion de los
linfocitos T. Por ejemplo, el envejecimiento causa una disminucion en el namero
de linfocitos T virgenes y un incremento en la acumulacion de linfocitos T de
memoria. En general, los cambios relacionados con la edad en la produccién de

citocinas de linfocitos T (p. ej. IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y) sugieren el desarrollo de un

-19-



fenotipo Th2 (p. €j. IL-4, IL-10) que se opone a la predominancia de un fenotipo
Thl (p. €j. IL-2, IFN-y) en individuos jovenes. [Linton, et. al., 1996; Miller, 1996;
Kahlke, et. al., 2000].

Adicionalmente a los efectos de la edad en la funcion inmune, varios estudios
clinicos y epidemioldgicos indican que los hombres jévenes son mas susceptibles
a los efectos de una sepsis comparado con las mujeres [Meyers, et. al., 1989;
Schréder, et. al., 1998].

Entender la fisiologia de la interaccién entre las hormonas sexuales y la funcion
inmune y sus consecuencias patoldgicas potenciales puede proveer una idea
dentro de las enfermedades autoinmunes y nuevas direcciones para su
tratamiento. [Verthelyi, 2001].

2.3. Dimorfismo sexual en la respuesta inmunoenddcrina.

Junto al dimorfismo sexual en la respuesta inmune, también hay un dimorfismo en
la funcion de la pituitaria-adrenal. Comparado a las ratas machos, las ratas
hembras tienen mayores niveles basales de corticosterona en plasma, un mayor

incremento diurno de corticosterona en plasma y mayor corticosteroidogénesis.

Ademas la ACTH o el estrés producen altos y mas prolongados niveles de
corticosterona en el plasma en las ratas hembras que en los machos. También
hay una diferencia respecto al sexo en los receptores de glucocorticoides de la
pituitaria de las ratas, con bajos niveles en las hembras por lo que el nivel de
receptores a glucocorticoides seria dependiente de estrégenos. Todas estas
observaciones claramente indican que los esteroides sexuales modulan tanto las

actividades inmunes como las actividades del eje HPA [Turner, 1990].
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En otro estudio llevado a cabo por Gaillard y Spinedi utilizando lipopolisacarido
bacteriano (LPS) para demostrar si la administracion de esteroides sexuales
endogenos ejercia un efecto modulatorio in vivo en el eje HPA y la respuesta
inmune, sugirid un papel predominantemente inhibitorio de la T sobre la respuesta
del eje HPA a la endotoxina. [Gaillard y Spinedi, 1998].

La importancia de la T en modular al eje HPA en respuesta al LPS fue confirmada
por la sustitucion de la terapia experimental ya que la sustitucion completa de T
previno la elevacion de la respuesta adrenal al LPS observada en animales
gonadectomizados de ambos sexos. Sin embargo, sorpresivamente, la
hiperrespuesta adrenal al LPS en ratones gonadectomizados de ambos sexos no

s6lo fue prevenida por la T, sino también por la administracion de E..

Sin embargo, en ambos sexos, la T fue més efectiva que el tratamiento con
estrogenos en disminuir el efecto de la gonadectomia sobre la secrecién de TNF
estimulada por el LPS, apoyando fuertemente una base para un dimorfismo sexual

entre las hormonas y el sistema enddcrino [Gaillard y Spinedi, 1998].
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3. EFECTOS DE LA EXPOSICION A ESTEROIDES SEXUALES

Los esteroides gonadales masculinizan y defeminizan el desarrollo
neuroenddcrino, incluyendo el comportamiento. La defeminizacion hace a los
machos menos sensibles que las hembras a los estrégenos mostrando un
comportamiento sexual femenino y una secrecion ciclica de gonadotropinas. La
masculinizacién hace a los machos mas sensibles que a las hembras a los
estrogenos por mostrar comportamiento sexual masculino. Por consiguiente la
masculinizacion y la defeminizacion producen efectos opuestos sobre la

sensibilidad a los estrégenos. [Nordeen y Yahr, 1983].

El resultado de mas de cuatro décadas de investigacion sobre diferentes especies
de mamiferos ha establecido que el cerebro, asi como el resto del sistema
reproductivo es béasica y esencialmente femenino. El macho para desarrollar
caracteristicas estructurales y funcionales tipicas de sus especies, su cerebro
debe ser expuesto a hormonas testiculares durante un periodo o periodos criticos
del desarrollo. [Gorski, 2002].

El periodo critico para la diferenciacion sexual del cerebro del roedor se ha
sugerido que se extiende desde la vida fetal tardia hasta la primera semana de

vida postnatal [vom Saal y Bronson, 1980; Weisz y Ward, 1980].

Anteriormente, se creia que la exposicién a andrégenos durante este periodo era
responsable de la masculinizacién de varios pardmetros nerviosos sexualmente
dimérficos, incluyendo los comportamientos reproductivos masculino y femenino
[Gorski, 1974], los mecanismos de liberacion de gonadotropina [Barraclough,
1979] y varios indices morfolégicos [Raciman y Field, 1973; Greenough, et. al.,
1977; Matsumoto y Arai, 1981].

En contraste con el ascenso de andrégenos durante este periodo critico permite,

en el adulto, la expresion del comportamiento femenino reproductivo, el
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mantenimiento de la liberacion ciclica de gonadotropina, y tipicamente una

morfologia nerviosa mas femenina. [Handa, et. al., 1985].

La T ejerce su accion a través del receptor de andrégenos, localizado el
citoplasma y nucleo de las células blanco. Los andrégenos unidos resultaran en la

activacion del DNA vy transcripcion de varias proteinas [Dohle, et. al., 2003].

Por otra parte, E, es un regulador clave del crecimiento, la diferenciacion y funcién
en varios tejidos blanco, incluyendo los tractos tanto femenino como masculino,
las glandulas mamarias y los sistemas esquelético y cardiovascular; y sus efectos
biol6gicos predominantes estdn mediados a travées de dos receptores
intracelulares: ERa y ERp, los cuales ejercen su efecto en el nicleo de sus células
blanco. [Hall, et. al., 2001].

En afios recientes se ha demostrado que los macréfagos tienen receptores a
estrogenos, observaciones previas explicaron que un cierto nimero de sus
funciones son moduladas por estrégenos incluyendo la fagocitosis que se ha

demostrado que es regulada a la alta por estas hormonas.

Otras células como los mastocitos también tienen receptores altamente afines a
los estrogenos, asi como también los eosindfilos tienen tanto receptores a
estrdgenos como para androgenos y se ha demostrado que en altas dosis, tanto in
vitro como in vivo, los primeros incrementan la degranulacion de los eosindfilos en
la sangre humana. Se ha demostrado también que los estrégenos incrementan la

actividad de las células B y la producciéon de anticuerpos [Roberts, et. al., 2001].

Por otro lado, en algunas especies se ha visto que la conversion in situ de
Testosterona a 17p-Estradiol por la enzima citocromo P4s0 Aromatasa (CYP 19)

media la accién de la Testosterona [Resco y Roselli, 1997].
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3.1. Administracion neonatal de Propionato de Testosterona (TP) y 17B-
Estradiol (Ey).

En los mamiferos, la exposicion a un andrégeno, notablemente la T, influye tanto
en la visualizacion apropiada del comportamiento durante la adultez y el desarrollo
de las diferencias sexuales anatdmicas en el sistema nervioso. Los andrégenos
perinatales también defeminizan el cerebro, interpretandose en la incapacidad del
hipotdlamo de sostener la ovulacion y la inhibiciébn del tipico comportamiento
sexual femenino, como la lordosis [Freeman, et. al., 1998].

En el raton, la estimulacion androgénica de la hembra neonatal también promueve
o facilita la diferenciacion de mecanismos neuroenddcrinos mediando un
comportamiento agresivo. Las hembras ovarectomizadas normalmente no pelean,
incluso cuando se les han dado grandes cantidades de andrégenos exégenos en
la adultez. Las hembras administradas con androgenos el dia de su nacimiento
muestran altos niveles de comportamiento de pelea seguido de una terapia de
reemplazamiento de andrégenos en la adultez [Edwards, 1971].

Por ejemplo, el TP es solo efectivo cuando se administra durante los primeros diez
dias postparto, suponiendo la existencia de un periodo andrégeno-sensitivo en la
cria hembra por el desarrollo de efectos organizacionales [Barraclough, 1961].

Las hembras androgenizadas resultantes tienen un incremento en peso corporal
[Swanson y van der Werff Ten Bosch, 1963; Tarttelin, et. al.,, 1975], ovarios
polifoliculares no ovulatorios desprovistos de cuerpo liteo [Gerall y Kenney, 1970;
McDonald, et. al., 1972], aumento de comportamiento sexual masculino [Baum,
1979] y falla al mostrar respuesta a la lordisis cuando estan sexualmente activas
[Harris y Levine, 1965]. Una simple inyeccién de TP dentro de las 24 h de
nacimiento interrumpe la via femenina caracteristica de secrecion de
corticosterona y la respuesta femenina normal del eje HPA al estrés, resultando en

una via similar a la vista en machos.
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El efecto supresor de la administracion neonatal de andrégenos en la via de
secrecion de gonadotropina ciclica de la hembra adulta, se ha demostrado que es
un fendmeno dependiente del tiempo y de la dosis [Gorski y Barraclough, 1963;
Gorski, 1968].

Este efecto puede revertirse con tratamiento con E; en las ratas hembra adultas
[Seale, et. al., 2005]. Cabe sefialar que la exposicion perinatal a andrégenos
transforma permanentemente ciertos tejidos, por ejemplo, el cerebro, los genitales,

etc. Este proceso envuelve tanto la masculinizacién como la defeminizacion.

Aungue es importante recalcar que la administracién de E; exdgeno a roedores
hembras recién nacidas también afecta los mecanismos celulares mediados por

E> y que interfieren en la masculinizacién del cerebro [Schwars y McCarthy, 2008].

Ciertas funciones inmunes también son transformadas por la exposicion temprana
a esteroides; sin embargo, no se sabe si las capacidades de respuesta de los
propios inmunocitos estan directamente modificadas o si ellos estan respondiendo
a sefiales de otros tejidos masculinizados, por ejemplo, el cerebro. Varias
evidencias apuntan a un efecto directo ya que los receptores a andrégenos y

estrogenos estan presentes en inmunocitos desarrollados. [Martin, 2000].

También, el tratamiento con estr6genos a ratas hembras recién nacidas,
significativamente inhibe el crecimiento y diferenciacién del ovario [Ikeda, et. al.,
2001]. Ademas la exposicién neonatal de E, disminuye el numero de foliculos
antrales pequefios induciendo la formacién de foliculos multiovociticos [Kipp, et.
al., 2007].

Por ejemplo, en el caso de roedores macho, si la exposicidbn a estrégenos es
prolongada, la préstata de los roedores se afecta y por consiguiente su
morfogénesis se ve afectada, asi como también se ve afectada la diferenciacion

celular de una manera dosis-dependiente. Si la exposicion es alta, esos disturbios
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conllevan a secuelas permanentes en la préstata, que incluyen reduccién en su
tamafio, defectos en la diferenciacion de sus células epiteliales, alterando su
funcion secretora y reduciendo la respuesta a los androgenos en la adultez. [Prins,
et. al., 2001].

Asimismo, un estudio realizado por Prins y colaboradores demostré que la
exposicion neonatal —la ventana critica del desarrollo prostatico— a dosis
farmacoldgicas de E; resulta en una marcada patologia prostatica en la adultez, y
gue con el paso de la edad progresa hasta presentarse lesiones pre-neoplasicas

de dicha glandula en ratas. [Prins, et. al., 2008].

3.2. Andrégenos, estrégenos y el sistema inmune.

Tanto los andrégenos como los estrégenos tienen un papel en la regulacion de la
inmunidad del adulto incluyendo el balance Th1/Th2. La susceptibilidad del adulto
a enfermedades autoinmunes y otras enfermedades esta también relacionada con
la exposicién a esteroides. Dado que las células inmunes responden a esteroides
gonadales en la adultez tal vez dependen de las vias de estimulacién androgénica

y estrogénica durante el desarrollo temprano. [Martin, 2000].

Particularmente, en el caso del sistema inmune, Ansar Ahmed y colaboradores
han observado que la exposicion neonatal a esteroides sexuales afectan de
manera importante la capacidad inmune de ratones administrados con dichos
esteroides, lo cual se ve evidenciado por cambios permanentes en los nimeros de
la subpoblaciéon de linfocitos, en la produccion de IL-2, la produccion de
autoanticuerpos, y la actividad de las células NK. [Ansar Ahmed, et. al., 1985]. Ver
Fig. 3.
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Fig. 3. La respuesta inmune esta influenciada por miltiples sistemas. Existe una influencia bidireccional entre el
sistema inmune y SNC, entre el sistema inmune y el endécrino (particularmente gonadal) y entre el sistema
enddcrino (gonadal) y SNC. Las hormonas sexuales acttian sobre el SNC, el sistema de macrofagos/monocitos, o
sobre el mismo sistema inmune, afectando la respuesta inmune. Modificado de Ansar Ahmed S, et. al., 1985.
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4. BALANCE Th1/Th2.

4.1. La Hipotesis.

Una teoria de la regulacion inmune envuelve la homeostasis entre la actividad Thl
y Th2. La hipotesis Th1/Th2 surge de una investigacion de 1986 [Mossman, et. al.,
1986] sugiriendo que células T colaboradoras de raton expresaban diferentes
citocinas. Esta hipétesis fue adaptada a la inmunidad humana en 1989 [Mossman,
et. al.,, 1989], con células Thl y Th2 dirigiendo diferentes vias de la respuesta

inmune.

Las células Thl conducen la via tipo 1 (“Inmunidad celular”) para combatir virus y
otros patdgenos intracelulares, eliminar células cancerosas y estimular las
reacciones de hipersensibilidad de tipo tardia en piel. Las células Th2 conducen a
la via tipo 2 (“inmunidad humoral”) y la regulacién a la alta de la produccion de Ig°s

para luchar en contra de organismos extracelulares. [Kidd, 2003].

4.2. Polarizacion Thly Th2.

La polarizacion celular es una caracteristica fundamental de varios tipos celulares
que deben desplegar y mantener dominios citoplasmaticos y dominios
especializados asociados a membrana con la finalidad de desarrollar tareas
especificas, incluyendo la diferenciacién, el crecimiento y divisién celular,
migracion y transmision de estimulos, o el desarrollo de la respuesta inmune

[Vicente-Manzanares y Sanchez-Madrid, 2000].
Tanto la subpoblacién de linfocitos Thl y la subpoblacién de linfocitos Th2 son

producidas por una poblaciéon de células T precursoras —células virgenes—. El

proceso por el cual se desarrolla la diferenciacién de las células virgenes a una
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subpoblacién u otra se conoce como polarizacion. Este proceso esta dirigido

principalmente por citocinas [Kidd, 2003]. Ver Fig. 4.

En general, las respuestas de tipo 1 estan dominadas por linfocitos T que
producen IFN-y e IL-2. En contraste, las respuestas de tipo 2 estan dominadas por
linfocitos T productores de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 [Morel y Oriss, 1998;
De Le6n-Nava y Morales-Montor, 2006].

Célula CélulaT De otras

" i fuentes @
[liﬁﬁ;‘:il‘:fa'fg_s (Ien'd\r itica ‘?;?.;ew‘“ - celulares (P. ej.
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Fig. 4. Desarrollo de las subpoblaciones Thl y Th2. Modificado de Abbas, et, al., 2007.

4.3. Hormonas sexuales y polarizacién de la respuestainmune.

Las hormonas sexuales, ademas, modulan una gran cantidad de fenémenos
implicados en la respuesta inmune, incluyendo la maduracion y seleccion de
timocitos, el transito celular, la proliferacion de linfocitos, la expresiéon de moléculas

y receptores del MHC Il y la produccion de citocinas.



De acuerdo con estas observaciones, se sugiere que los estrogenos potencian la
inmunidad mediada por células B y suprimen algunos aspectos dependientes de
células T. La Testosterona parece suprimir tanto la respuesta mediada por células
T como la mediada por células B [De Ledn-Nava y Morales-Montor, 2006]. En la
Tabla 4 se describen algunos ejemplos de células inmunes en las cuales los

esteroides sexuales ejercen su actividad.

Hormona Fuente Célulainmune blanco Efecto principal
Activador policlonal de células B, promueve
Ovario, diferenciacién a células plasmaticas, ¥ la masa
testiculos, Celulas B, mastocitos, del timo y médula ¢sea, T las células secretoras
17B-Estradiol glandulas células Thly Th2, de IL-10 e IL-6, { la produccién de IFN-y e IL-2,
suprarrenales, | macréfagos, células NK, regula negativamente la actividad de NK’s, 1 la
neuronas eosindfilos fagocitosis por macréfagos; T la liberacion de
serotonina e histamina
Testosterona Testiculos, Células B, células T, dla respuesta de células B a mitégenos, dla
ovarios, macrofagos secrecién de serotonina e histamina por
neuronas mastocitos, ¥ la produccién de IL-1, IL-6 y TNF-o
Progesterona Testiculos, Células B, células T, { la actividad citotéxica de NK’s, T la secrecion
ovario, células NK de TNF-a, { la secrecién de citocinas y la
neuronas produccién de éxido nitrico por macrofagos

Tabla 4. Efecto especifico de hormonas sexuales sobre el sistema inmunolégico. Modificado de Arteaga, et. al., 2006.

Otro aspecto en que se han observado diferencias asociadas al sexo es durante
diversas enfermedades infecciosas. Estas incluyen dimorfismo sexual inmunitario
o dimorfismo sexual asociado a parametros de la infeccion [Morales-Montor, et.
al., 2004; Zuk y McKean, 1996].

Desde esta perspectiva, la poblacion de linfocito T colaboradores CD4", es la
encargada de organizar una respuesta inmune apropiada contra un reto antigénico
particularmente mediante la polarizacion de la respuesta inmune. [De Leén-Nava y
Morales-Montor, 2006]. La resistencia y susceptibilidad a diferentes enfermedades
parasitarias ha sido asociada con la predominancia de respuestas inmunes tipo
Thl o Th2. [Terrazas, et. al., 1999]. Ver Fig. 5.
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Fig. 5. Las citocinas producidas por las poblaciones de linfocitos Thl y Th2 determinan sus funciones efectoras. Los esteroides

sexuales inducen el desarrollo de una subclase e inhiben el desarrollo de otra. El Estradiol tiene un efecto dual dependiente de

la concentracion. La Progesterona y la Testosterona favorecen la expansion de las células Th2, lo que podria explicar su accion
inmunosupresora durante diversas patologias. Modificado de De Ledn-Nava y Morales-Montor, 2006.
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5. INFECCIONES PARASITARIAS.

Evidencia acumulada algunos afios atras sugiere que la patologia observada
durante infecciones parasitarias es en parte debida a la desregulacién de los
componentes normales del sistema inmune, principalmente citocinas, anticuerpos,

y poblaciones de células efectoras inmunes. [Ouaissi, 2007].

Las etapas iniciales de la enfermedad son generalmente caracterizadas por la
induccion de linfoproliferacion no especifica, que se cree que interrumpe el

reconocimiento de antigenos e interfiere con la respuesta inmune protectiva.

Paradéjicamente, en muchos casos un estado de inmunosupresion puede ser
evidenciado. Esta hiperrespuesta a antigenos especificos y policlonales en
infecciones parasitarias cronicas podria estar relacionada con citocinas
inmunosupresivas (p. ej. IL-10 y TGF-B) secretadas por células presentadoras de

antigenos y células T reguladoras (Teg).

Una lista creciente de moléculas derivadas de parasitos capaces de ejercer
actividades inmunomodulatorias encabezadas por la secrecién polarizada de
citocinas ha sido reportada [Maizels y Yazdanbakhsh, 2003; van der Kleij y
Yazdanbakhsh, 2003].

Por ejemplo, durante el curso de la infeccion con la larva del helminto Taenia
crassiceps, en ratones machos castrados y restituidos con Testosterona y
Dihidrotestosterona, las cargas parasitarias disminuyeron considerablemente
mientras que los niveles de IL-2 e IFN-y se incrementaron. [Morales-Montor, et. al.,
2002].

Una de las observaciones clave para el control o favorecimiento de las parasitosis

es la polarizacion de la respuesta inmune de los linfocitos T CD4" en Thl o Th2.
[Lopez-Moreno, 2002].
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5.1. Taenia crassiceps.

Taenia crassiceps es un cestodo que en su forma adulta puede encontrarse en
intestinos de canidos de Europa y del Norte de América. La etapa larvaria o
cisticerco de T. crassiceps causa una infeccion experimental crénica en ratones
que se establece y se reproduce rdpidamente por gemacion en la cavidad
peritoneal. [Lépez-Briones, et. al., 2003]. La larva de T. crassiceps puede
encontrarse usualmente en tejidos subcutaneos, o en las cavidades pleural o
peritoneal. La replicacion asexual de la larva de T. crassiceps ocurre en roedores,

gue son los hospederos intermediarios.

Por otra parte, los zorros son los hospederos definitivos mas importantes, aunque
también se han reportado infecciones en perros y otros canidos salvajes,
incluyendo coyotes y lobos. Los hospederos intermediarios son usualmente
roedores salvajes, incluyendo ratones y se han reportado también infecciones en
hamsters. Otras especies incluyendo gatos, humanos, primates no humanos y
posiblemente perros también pueden ser infectados [Folleto informativo: Taenia
Infections. The Center for Food and Public Health]. Sin embargo, T. crassiceps

puede infectar roedores de manera natural y experimentalmente. Ver Fig. 6.

£
Heces con
huevos

Roedor

Fig. 6. Ciclo Infectivo de Taenia crassiceps. Tomado de Freeman, 1962.
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5.2. Modelo experimental de cisticercosis murina.

La cisticercosis murina experimental causada por T. crassiceps ha sido usada
como modelo de laboratorio en el cual se puede estudiar la participacion de
factores inmunoldgicos, genéticos y asociados al género en la resistencia y
susceptibilidad a la infeccion. [Terrazas, et. al., 1999]. Diferencias en la
susceptibilidad a la cisticercosis por T. crassiceps fueron encontradas entre dos
subespecies del raton BALB/c: BALB/cCANN (susceptible) y BALB/cJ (resistente)
[L6pez-Briones, et. al., 2003].

En animales de laboratorio como el ratén, el cisticerco de T. crassiceps induce una
infeccion cronica [Freeman, 1962]. Este cisticerco crece en la cavidad peritoneal,
donde se reproduce por gemacion y de donde pueden ser obtenidos y contados
individualmente para estimar que tan susceptibles son las diferentes cepas. La
infeccion peritoneal con cisticercos de T. crassiceps a ratones susceptibles induce

una depresion de la respuesta inmune celular [Sciutto, et. al., 1995].

La susceptibilidad del hospedero y la intensidad de esta cisticercosis murina
depende de la combinacién de factores genéticos [Sciutto, et. al., 1991] y sexuales
[Sciutto, et. al., 1991; Bojalil, et. al., 1993; Huerta, et. al., 1992].

5.3. Respuesta inmune y esteroides sexuales en la cisticercosis murina por

T. crassiceps.

En el modelo experimental de cisticercosis murina, la infeccion de ratones
neonatos con T. crassiceps induce una fuerte respuesta de tipo Th2. Actualmente,
es ampliamente aceptado que una respuesta de tipo Th2 media la inmunidad
protectora en contra de varios helmintos. Su papel en mediar la proteccion en

contra de la cisticercosis murina no es clara [Rodriguez-Sosa, et. al., 2002].
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Estudios previos han encontrado que los ratones infectados con T. crassiceps
desarrollan una respuesta de tipo Thl durante la fase temprana de la infeccion,
eventualmente estos ratones desarrollan una respuesta tipo Th2 que es asociada

con un incremento en las cargas parasitarias [Terrazas, et. al., 1998].

La cisticercosis por T. crassiceps causa una impresionante feminizacion en
ratones machos durante la infeccion cronica (mayor a 4 semanas), caracterizada
por el incremento de los niveles de Estradiol en suero 100 veces su nivel normal,
mientras aquellos con Testosterona disminuyeron en un 85% [Morales-Montor, et.
al., 2001]. Actualmente se sabe que los estrégenos favorecen y los andrégenos

dificultan la reproduccién de cisticercos por al menos dos mecanismos:

1.- A través de la polarizacion por E, del balance Th1/Th2 del sistema inmune
hacia una respuesta permisiva de tipo Th2, que es dependiente de IL-6 mediando
la sobreexpresion de la enzima Pjso Aromatasa, convirtiendo la T a E, y por lo
tanto creando un asa de retroalimentacion positiva favoreciendo la respuesta de
tipo Th2, bloqueando en cambio la respuesta de tipo Thl ademas del crecimiento

de los parasitos. [Morales-Montor, et. al., 2008].

2.- Los estrégenos y andrégenos actian directamente sobre el sistema
reproductivo del cisticerco, favoreciendo o dificultando, respectivamente, su
reproduccion asexual. Después de la infeccion, cuando las cargas parasitarias son
por miles, los ratones machos, se estrogenizan, se deandrogenizan y disminuyen
sus comportamientos copulativo, agresivo y social en asociacion con la
sobreexpresion de la enzima P4sp Aromatasa testicular. [Morales-Montor, et. al.,
2008].

Este complejo control de las cargas parasitarias en la red neuroinmunoenddcrina
en la cisticercosis murina, y las consecuencias bioldgicas y del comportamiento en
el hospedero, tal vez opere en otras infecciones de los mamiferos. [Morales-
Montor, et. al., 2008].
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ll. JUSTIFICACION

Diversas perturbaciones durante el desarrollo fetal y postnatal desencadenan
adaptaciones endocrinas que modifican permanentemente el metabolismo,
incrementando la susceptibilidad para el desarrollo de enfermedades. EIl
crecimiento y desarrollo fetal e infantil constituyen los periodos de mayor
plasticidad celular y dependen en gran medida, ademas del componente genético,
del ambiente intrauterino y postnatal en que se desenvuelve el individuo. En
consecuencia, las etapas fetal y neonatal son las de mayor riesgo en la

programacion de la salud y la enfermedad. [Guzman, et. al., 2007].

Numerosos quimicos liberados al ambiente por el hombre son capaces de alterar

la funcién del sistema enddcrino por su interaccién con receptores hormonales.

Estos disrruptores endocrinos son moléculas ambientales exdgenas que pueden
afectar la sintesis, secrecion, transporte, metabolismo, unién, accién y catabolismo
de las hormonas naturales del cuerpo. [Brevini, et. al., 2005]. La exposicion a
disrruptores estrégenicos durante periodos criticos pueden alterar el desarrollo de
los 6rganos reproductivos, del sistema neuroendocrino y subsecuentemente el

comportamiento. [Palanza, et. al., 2002].

Los esteroides sexuales, como los andrégenos y los estrégenos, podrian operar
suprimiendo o activando la funcién celular con base en un estimulo diferente y en
el tejido blanco, proporcionando en parte, una explicacibn a las diferentes
susceptibilidades, entre mujeres y hombres, hacia algunas infecciones vy

enfermedades autoinmunes. [De Ledn-Nava y Morales-Montor, 2006].

Algunas evidencias clinicas y experimentales indican que la reactividad inmune es
mucho mayor en hembras que en machos [Cohn, 1979]. Esta condicién provee a
las hembras de una incrementada resistencia a una variedad de infecciones

[Goble y Konopka, 1971]. En el caso de las mujeres, éstas también tienen una
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incidencia mucho mayor de ciertas enfermedades autoinmunes como
enfermedades autoinmunes de tiroides y SLE durante los afios reproductivos
[Steinberg, et al.1979].

Estas observaciones sugieren fuertemente que el sistema reproductivo juega un

papel importante en la regulacion del sistema inmune [Simon y Lake Polan, 1994].

Por lo tanto, la alteracion de la delicada comunicacion entre los sistemas inmune y
endocrino puede explicar diversas patologias en que existe susceptibilidad

asociada al sexo y en las que los esteroides sexuales son factores clave.

Este estudio pretende determinar los efectos de la estrogenizacion o
androgenizacion del ambiente enddocrino durante una etapa critica del desarrollo —
el periodo neonatal— hacia el establecimiento del dimorfismo sexual inmunolégico

ante un reto antigénico.

-37-



IV. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar los efectos de la administracion neonatal de Estradiol y
Testosterona en el dimorfismo sexual de la respuesta inmune del ratén ante

la infeccion experimental con el cisticerco de T. crassiceps.

IV.l. OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener ratones hembras y machos estrogenizados y androgenizados
mediante la administracion de Estradiol y Propionato de Testosterona.

e Evaluar la carga parasitaria en los animales inoculados con T. crassiceps y
tratados con Estradiol, Propionato de Testosterona y Vehiculo.

e Cuantificar citocinas (IL-4 e IFN-y) en el suero de ratones estrogenizados,
androgenizados y control.

e Comparar los efectos de la estrogenizacion y de la androgenizacion en los

ratones infectados con el cisticerco de T. crassiceps.
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V. HIPOTESIS

La administracion de andrégenos a ratones neonatos generara que estos sean
menos susceptibles ante la infeccion por el parasito Taenia crassiceps. Por el
contrario, si se administran estrOgenos a estos ratones, se espera una mayor
susceptibilidad ante la infeccion por el cestodo que los administrados con

androgenos.
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VI. METODOLOGIA

Apareamiento, nacimiento y administracién de Estradiol (E;), Propionato de
Testosterona (TP) y Aceite mineral (Vh): Se utilizaron ratones de la cepa
BALB/cAnNN de diez semanas de edad, los cuales fueron mantenidos en
condiciones de luz/oscuridad de 12 x 12 horas con alimento y agua ad libitum; los
procedimientos se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999.

El apareamiento se realizé con un macho por cada cuatro hembras y se dio un
tiempo maximo de 5 dias para que las hembras fueran prefiadas. Con la aparicién
del tapon espermatico, las hembras se consideraron prefiadas, se separaron de
las demas y a partir de este hecho se conté como el dia cero de la gestacion. Al
nacimiento de las crias —en el dia 19 de gestacion— se determiné el sexo y la

camada se ajusté a una n = 6 crias para integrar grupos como se describe en las

tablas 1y 2.
Animales inoculados Animales no inoculados
Grupos TPi Vhi TPsi Vhsi
Individuos por grupo 9:6\@:6 9:6\5‘:6 9=6]3=6 9=6\5‘=6
Individuos totales por grupo 12 12 12 12
Poblacion total 48

Tabla 5. Descripcién de los grupos que conforman el experimento. TPi: Animales inoculados con T. crassiceps y
administrados con Propionato de Testosterona, Vhi: Animales inoculados con T. crassiceps y administrados con Aceite
Mineral, TPsi: Animales sin inocular y administrados con Propionato de Testosterona, Vhsi: Animales sin inocular y

administrados con Aceite Mineral; 2: Hembras, 3: Machos.

Animales inoculados Animales no inoculados
Grupos E2i Vhi E2si Vhsi
Individuos por grupo 9:6\3‘:6 9:6\3‘:6 Q=6\3‘=6 Q=6\3‘=6
Individuos totales por grupo 12 12 12 12
Poblacion total 48

Tabla 6. Descripcion de los grupos que conforman el experimento. E2i: Animales inoculados con T. crassiceps y
administrados con Estradiol, Vhi: Animales inoculados con T. crassiceps y administrados con Aceite Mineral, E2si:

Animales sin inocular y administrados con E2, Vhsi: Animales sin inocular y administrados con Aceite Mineral; 2:
Hembras, 3: Machos.
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A los cuatro dias posteriores al nacimiento, se les administré a las crias TP a una
dosis de 50 pg/ratdén o E; a una dosis de 5 pg/raton o Aceite Mineral via s.c. segun

fue el caso.

Crecimiento: Las crias fueron pesadas desde su nacimiento hasta el dia veintiuno

de vida (destete) para determinar la ganancia de masa corporal.

Ciclo estral: Una vez que la hembras estrogenizadas, androgenizadas y control
presentaron apertura vaginal, se les realiz6 frotis durante diez dias y las muestras
obtenidas fueron tefiidas y observadas al microscopio para determinar la etapa del

ciclo estral en la que se encontraban.

Distancia Anogenital: Al dia veintiuno de vida, se utilizé un vernier para
determinar la distancia anogenital de hembras y machos estrogenizados,

androgenizados y control.

Infeccidn: A las seis semanas de edad, cada animal de los grupos TPi, E2i y Vhi
fue inoculado con veinte cisticercos de Taenia crassiceps via i.p. de
aproximadamente 1 mm de diametro suspendidos en PBS y en condiciones de

esterilidad.

Sacrificio: Ocho semanas después de la infeccién, los ratones fueron
anestesiados con CO,, se obtuvo una muestra sanguinea mediante puncién
cardiaca, y después fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se hizo un corte
en la cavidad peritoneal para obtener los cisticercos, los cuales fueron

suspendidos en PBS y finalmente se realizd el conteo de los mismos.
Extraccion de suero y cuantificacion de IL-4 e IFN-y: La sangre fue introducida

en tubos Eppendorf; se permitido que coagulara, se separo el coagulo con un palillo
y se centrifug6 a 1500 rpm durante 15 minutos, a 4 °C. Al término del centrifugado,
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se extrajo el suero, y este se conservOo a —20 °C hasta el momento de la

cuantificacion de IL-4 e IFN-y.

La cuantificacion de citocinas se realizd6 mediante la técnica cuantitativa de ELISA
en sandwich. Un microplato de inmunoensayo es cubierto previamente con un
anticuerpo (anticuerpo de captura) especifico para IL-4 o IFN-y. Los estandares, el
control, y la muestra fueron colocados dentro de los pocillos del microplato con lo
que cualquier cantidad de IL-4 e IFN-y presente en la muestra quedd unida al

anticuerpo inmovilizado.

Después se realizé un lavado para eliminar toda sustancia que no estuviera unida
al anticuerpo primario y después se procedio a adicionar un agente compuesto por
un anticuerpo-enzima y se adicion6 un sustrato a los pocillos. La reaccion de la
enzima con el sustrato produjo una reaccion colorida, la cual se detuvo al

adicionar una solucién “Stop”.

Finalmente la intensidad del color se midié en un espectrofotometro a una longitud
de onda (L) de 450 nm (con una correccion de A de 540 a 570 nm). Esta
intensidad de color de la muestra fue proporcional a la concentracion de IL-4 o

IFN-y presente en la misma.

Analisis Estadistico
Los datos se presentaron como Media + Error estandar (EE). Posteriormente

fueron analizados por una ANOVA de una via seguido de una prueba Post hoc t

de Fischer considerando los resultados como significativos a una P<0.05%.
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VII. RESULTADOS

VII. I. Parametros morfométricos.

VII. I. I. Crecimiento

1. Crecimiento de ratones neonatos administrados con E,

El crecimiento de los ratones tratados con E; se muestra en la Figura 7.
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Fig. 7. Curvas de crecimiento de ratones estrogenizados. El crecimiento de neonatos hembras (Fig. 7A) y
machos (Fig. 7B) administrados con E; en el dia cuatro de vida. Se monitore6 el crecimiento desde el nacimiento
hasta el destete (dia 21 de edad) para determinar la ganancia de masa corporal. n = 6; Media + EE.
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2. Crecimiento de ratones neonatos administradas con TP

El crecimiento de los ratones tratados con TP se muestra en la Figura 8.
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Fig. 8. Curvas de crecimiento de ratones androgenizados. El crecimiento de neonatos hembras (Fig. 8A) y
machos (Fig. 8B) administrados con TP en el dia 4 postnatal. Se procedié de la misma forma que para los

neonatos administrados con E, para la determinacion de la ganancia de masa corporal, monitoreando el peso
desde el nacimiento hasta el dia 21 de vida. n = 6; Media = EE.

En cuanto al crecimiento, no se observaron diferencias entre los ratones tratados
con Vh en comparacion con los ratones hembras y machos estrogenizados (Fig.
7). De la misma manera, los animales hembras y machos androgenizados no

presentaron diferencias respecto a los animales Vh del grupo (Fig. 8).
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VII. I. 1l. Ciclo estral y apertura vaginal.

1. Ciclo estral de hembras tratadas con E»

La Figura 9 muestra un ejemplo representativo de la comparacion de una hembra
vehiculo y una hembra estrogenizada. Las hembras administradas con E;
presentaron apertura vaginal a temprana edad (29.3 + 0.3 dias respecto a las
hembras control con 30.3 + 0.4 dias) e iniciado su ciclo estral estas presentaron
estros persistentes mientras que las hembras administradas con TP no
presentaron apertura vaginal debido probablemente al efecto ocasionado por la

administracion de TP por lo tanto el ciclo estral no se presento

Para ambos tratamientos, las hembras control presentaron ciclos estrales con sus

etapas normales, es decir, no hubo alteracion en el ciclo.

Ciclo Estral

o = m ©

Tiempo (dias)

Fig. 9. Ciclo estral. Se monitore0 el ciclo estral de las hembras estrogenizadas y control
durante diez dias con la finalidad de determinar las etapas del ciclo. La grafica muestra
un ejemplo representativo de cada grupo. P: Proestro; E: Estro; M: Metaestro; D: Diestro.

2. Ciclo estral de hembras tratadas con TP

Los datos de las hembras administradas con TP no se muestran, ya que hubo

ausencia de la apertura vaginal.
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VII. I. lll. Distancia Ano-Genital (DAG)

1. DAG de ratones tratados con E,

La Figura 10 muestra la DAG obtenida al dia veintiuno postnatal de las hembras y

machos estrogenizados con respecto a los ratones control.
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Fig. 10. Distancia Ano-Genital. Se monitore6 la DAG en el dia 21 de edad de
hembras (Fig. 10A) y machos (Fig. 10B) estrogenizados y control. Media + EE.
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VII. Il. Carga Parasitaria

1. Carga parasitaria de ratones tratados con E;

Se observd un marcado dimorfismo sexual en los animales infectados con T.

crassiceps (Fig. 11).

Dentro del grupo de animales tratados con E,, el mayor nimero de parasitos se
encontré en las hembras Vh, asimismo en los machos Vh, el conteo parasitario fue

alto pero no tan marcado como el de la hembras Vh.

Por otro lado, las hembras tratadas con E, resultaron tener una cantidad mucho
menor de parasitos con respecto al grupo de hembras Vh y de igual forma esta
observacion ocurrié en los machos tratados con E, mostrandose a partir de este
resultado, una marcada abolicibn de la susceptibilidad asociada al sexo en las
hembras E,, a la mostrada por los individuos de los otros grupos experimentales
(Fig. 11A).

2. Carga parasitaria de ratones tratados con TP

En el caso del grupo tratado con TP tanto las hembras Vh como las hembras TP
presentaron alta carga parasitaria y se observd que la susceptibilidad asociada al
sexo parecié no haberse visto afectada debido al tratamiento. De la misma forma
los machos Vh y machos TP presentaron cargas parasitarias moderadas, sin
embargo el nimero de parasitos contabilizados en los machos TP fue las mas

baja de los cuatro grupos experimentales (Fig. 11B).
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Fig. 11. Efecto de la administracion neonatal de E, y TP sobre la carga parasitaria. A los cuatro dias
posteriores al nacimiento, se les administré a las crias TP (50 pg/ratén), E, (5 pg/ratén) o Aceite Mineral. A las seis
semanas de edad fueron infectados con veinte cisticercos de T. crassiceps. Las graficas muestran la cantidad de
cisticercos recuperados de la cavidad peritoneal a las ocho semanas post-infeccién. Carga Parasitaria de
animales tratados con E, (Fig. 11A): HVH vs HE, P <0.001; H VH vs M VH P < 0.001; H VH vs M E, P < 0.001;
HE,vsMVHP<001 HE,vs M E; P> 0.05 MVH vs M E, P < 0.01. Carga Parasitaria de animales
administrados con TP (Fig. 11B): P < 0.05 para letras diferentes. Para ambas gréaficas, cada punto representa
una carga parasitaria individual.
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VII. lll. Respuesta Th1/Th2

1. Concentraciones de IFN-y el IL-4 en suero de ratones tratados con E;

En el caso de los animales tratados con E,, sorpresivamente, las hembras E,
infectadas presentaron un aumento considerable en los niveles de IFN-y frente a
las no infectadas y frente a los otros grupos experimentales tanto infectados como

no infectados, los cuales presentaron niveles similares (Fig. 12A).

Por otra parte, el nivel sérico de IL-4 en machos E; infectados fue el mas elevado
de todos los grupos experimentales, mientras que en las hembras Vh infectadas y
E, infectadas los niveles de IL-4 son moderadamente altos con respecto a las
hembras vehiculo infectadas por lo que es probable que este comportamiento se

presente como consecuencia de la infeccion por el parasito. (Fig. 12B).
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Fig. 12. Concentraciones de IFN-y e IL-4 en el suero de los ratones estrogenizados a las ocho semanas
de infeccion. A los cuatro dias posteriores al nacimiento, las crias fueron administradas con TP (50 ng/raton),
E, (5 pg/raton) o Aceite Mineral. A las seis semanas de edad fueron infectadas con veinte cisticercos de T.
crassiceps. Después de ocho semanas de infeccion se colectaron muestras de suero. La inmunidad de tipo
Th1 representada por los niveles séricos de IFN-y (Fig. 12A; P < 0.001) mostr6 un incremento sumamente
elevado en las hembras infectadas estrogenizadas, mientras que para los otros grupos se muestran niveles
similares. Por otra parte, los niveles de IL-4 (Fig. 12B; P < 0.01) presentaron una tendencia a la alta en ambos
grupos de hembras, mientras que en los machos estrogenizados los niveles séricos fueron significativamente
altos. Media = EE.
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2. Concentraciones de IFN-y el IL-4 en suero de ratones tratados con TP

En el caso del grupo de animales tratados con TP los resultados no fueron tan
draméticos como en los grupos tratados con E; sin embargo puede notarse una
elevacion considerable del nivel de IFN-y en el suero del las hembras TP
infectadas. Cabe sefialar que la concentracion sérica de IFN-y de las hembras Vh,
machos Vh y machos TP tanto infectados como no infectados fue similar pero baja
con respecto a las hembras TP infectadas (Fig. 13A).

Asimismo, los niveles de IL-4 en las hembras TP infectadas fueron similares a los
presentados por las hembras Vh no infectadas, en cambio, en las hembras Vh
infectadas el nivel sérico de IL-4 fue elevado pero con una menor concentracion
comparado con las hembras TP infectadas y las hembras Vh no infectadas. Las
hembras TP infectadas, a diferencia de los otros grupos de hembras antes

mencionados fueron los mas bajos (Fig. 13B).

Contrario a las hembras, los grupos de machos Vh infectados y no infectados y
machos TP infectados como no infectados, IL-4 se comporta de manera similar
mostrando niveles mucho mas bajos que en los grupos experimentales de
hembras y a diferencia de estas, el grupo de machos TP infectados mostro la
menor concentracion de IL-4 (Fig. 13B).
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Fig. 13. Concentraciones de IFN-y e IL-4 en el suero de los ratones androgenizados a las ocho semanas
de infeccién. A los cuatro dias posteriores al nacimiento, las crias fueron administradas con TP (50 pg/ratén),
E, (5 pg/raton) o Aceite Mineral. A las seis semanas de edad fueron infectadas con veinte cisticercos de T.
crassiceps. Después de ocho semanas de infeccidbn se colectaron muestras de suero. Las diferencias
significativas en niveles séricos de IFN-y (Fig. 13A; P < 0.05) e IL-4 (Fig. 13B; P < 0.05) en los grupos de
hembras podria estar asociado a la administracién de TP y a su efecto defeminizante. En los machos este
comportamiento fue diferente, lo que podria estar asociado a una susceptibilidad mayor de las hembras al efecto
de los andrégenos influenciado el ambiente inmunoenddécrino.
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Lo anteriormente descrito se resume en la Tabla 7.

TX Vh Estradiol Propionato de Testosterona
Crecimiento SC SC SC
Ciclo estral SC Estro persistente NA
Avpazritnuaila SC Precoz NA
DAG SC SC Mayor
Infeccidn
TX Vh Estradiol Propionato de Testosterona
Grupo Control Infectado Control Infectado Control Infectado
Sexo ? 3 ? 3 ? 3 ? 3 ? 3 ? 3
Carga 921.7 | 489.1 21 | 1147 890.2 | 427.0
Parasitaria | NA | NA | us3 | aegr | NA | NA T o | dsas | NA | NA T 11364 | 2120
IFN-y 076 | 0.84 | 134 | 049 | 051 | 0.26 | 3.23 | 0.37 | 0.91 | 0.79 331 0.35
+0.22 | £0.07 | #0.31 | #0.10 | #0.13 | +0.07 | +0.79 | +0.05 | +0.10 | #0.02 | #1.30 | #0.04
IL-4 0.46 | 0.38 | 0.64 | 045 | 0.22 | 0.18 | 0.58 | 1.04 | 0.09 | 0.28 0.49 0.13
+0.07 | £0.15 | #0.13 | #0.13 | #0.05 | +0.04 | +0.11 | +0.18 | £0.01 | #0.09 | #0.00 | #0.06

Tabla 7. Comparacién de resultados entre tratamientos. A los cuatro dias posteriores al nacimiento, las crias de ratones
BALB/cANnN fueron administradas con TP (50 pg/raton), E, (5 ng/raton) o Aceite Mineral. A las seis semanas de edad fueron
infectadas con veinte cisticercos de T. crassiceps. Después de ocho semanas de infeccion se colectaron muestras de suero. En
esta tabla pueden observarse de manera condensada los datos obtenidos del estudio previamente reportado. Es evidente que la
administraciéon de TP y E, modifico el ambiente endécrino de hembras y machos. SC: Sin Cambios. NA: No Aplica. * P<0.05.

La Tabla 7 permite visualizar de manera mas clara los efectos producidos en los
ratones administrados con ambos tratamientos. Se puede observar que tanto E;
como TP produjeron cambios macroscoépicos visibles, como en el caso de la DAG
donde se apreci6é que para ambos tratamientos este parametro morfométrico

resulté en una mayor dimension en las hembras.

En el caso de la cuenta parasitaria pudo observarse la sorpresiva disminucion de
cisticercos en las hembras administradas con E;, mientras que las hembras
administradas con TP no presentaron diferencias significativas en cuanto a la

cuenta parasitaria.
Respecto a la secrecion de IFN-y se observo una diferencia significativa en el

grupo de hembras E; infectadas, no asi para el grupo de hembras TP infectadas

donde no hubo diferencias significativas para esta citocina.
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Para IL-4 las hembras TP infectadas presentaron diferencias significativas
mientras que en el caso del grupo administrado con E, estas diferencias se

observaron en el grupo de machos E; infectados.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

El sistema inmune se encuentra regulado normalmente por hormonas y citocinas

que, relacionadas intimamente, propician su adecuado control.

Particularmente, en este estudio se encontré que la administracion neonatal de E;
produjo cambios importantes en la susceptibilidad asociada al sexo ante la
infeccion por T. crassiceps a la llegada de la adultez [Guzméan, et. al., 2009].

Sorpresivamente, la hipo6tesis planteada para el presente estudio no coincide con
el resultado obtenido, ya que no se esperaba la aparicion de un efecto protector
durante la infeccibn por T. crassiceps en el grupo de hembras infectadas y
administradas con E;, lo que demostr6 que la exposicion temprana a dicha
hormona modificé la actividad del sistema inmune causando fuertes cambios en la
susceptibilidad asociada al sexo, llevando a una resistencia ante la infeccion por el
parasito de T. crassiceps a las hembras estrogenizadas.

Se puede pensar también que el efecto de la administracion de estroégenos, haya
influenciado en la masculinizacién de otros 6rganos implicados en la red de

comunicacién neuroinmunoenddcrina, por ejemplo, el cerebro.

Estudios realizados en los afios 70 del siglo pasado describieron que el
tratamiento de hembras neonatas con E; exdgeno, originalmente administradas
como controles para T, también inducia una completa masculinizacion del cerebro

y del comportamiento [Schwarz y McCarthy, 2008].

Ahora es evidente que varias areas sexualmente dimorficas del cerebro contienen
niveles sustanciales tanto de la enzima Citocromo P40 Aromatasa (CYP 19),
enzima responsable de la conversiéon de T a E,, como altas densidades de
receptores a Estrégenos. Es evidente que la administracion de E, durante

periodos criticos del desarrollo es responsable por mucho de la diferenciacion
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sexual del cerebro [Schwarz y McCarthy, 2008] y que dicha afeccion pueda influir

en el ambiente endécrino de los individuos.

Cabe sefalar que, durante la manipulacion de los animales tratados con E; tanto
las hembras como los machos presentaron una conducta mas agresiva que los
administrados con el tratamiento control, ademas de que las hembras
estrogenizadas presentaron una conducta masculinizada observada por el hecho
de que dichas hembras adquirian un comportamiento de monta al entrar en

contacto con otras hembras.

En los ratones administrados con TP no se presentaron cambios mas alla de una

conducta agresiva tanto en hembras como en machos.

En los grupos tratados con E; no se observaron diferencias significativas tanto en
hembras como en machos estrogenizados respecto a los grupos control y

presentaron una DAG casi de las mismas dimensiones.

Respecto a la cuenta parasitaria se pudo evidenciar de manera dramatica la
disminucién del nimero de parasitos presentes en las hembras administradas con
E, asi como también una disminucion, si bien no tan marcada como el grupo de
hembras E, infectadas, del nimero de parasitos en el grupo de machos E;
infectados, lo que lleva a aseverar que la administracion de E, pudo haber
inducido un efecto potenciador de la respuesta inmune del huésped lo que se
traduce en una disminucion de la susceptibilidad ante la infeccion por T.
crassiceps, asi como la pérdida del dimorfismo sexual caracteristico de esta

infeccion.

En cambio en los individuos administrados con TP el nimero de parasitos se
comporté tipicamente al haber presentado una susceptibilidad asociada al sexo
con un conteo parasitario sin cambios importantes, lo cual muestra que el efecto

observado es mediado directamente por estrégenos. El TP es un analogo de la T,
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gue no es aromatizable, por lo que la administracion de T podria inducir el mismo

efecto que el E,.

Lo antes descrito puede explicarse, en lo que concierne a la administracion de E»,
en que la administracion neonatal de este esteroide propicid6 un aumento en la
expresion de IFN-y en las hembras infectadas, el cual juega un papel sumamente
importante en la defensa contra la infeccion por el parasito al favorecer la
polarizacion de la respuesta inmune a una respuesta mediada por IFN-y, que es la

respuesta protectora en esta infeccion [Guzman, et. al., 2009].

Ademas, la administracién de esteroides exdgenos muestra una regulacion a la
alta del sistema inmune, especificamente la respuesta inmune celular, por el
incremento natural del numero y la funcion de las células NK. Los hallazgos
obtenidos en este estudio también respaldan esta nocion, ya que los niveles
séricos de IL-4 e IFN-y estdn incrementados en una manera sexualmente

dimérfica como respuesta al tratamiento neonatal con E.

En las hembras tratadas con TP, si se presentaron diferencias significativas
respecto a los niveles séricos de ambas citocinas, lo que podria asociarse a la
masculinizacién de estas hembras. Sin embargo, esto no se observé en los
machos androgenizados, por lo que podria haber una mayor susceptibilidad del

sistema inmune neonatal de las hembras a los esteroides sexuales.

Cabe sefialar que el comportamiento de IFN-y debido a la administracion de TP
fue similar entre el grupo de hembras TP infectadas y el grupo de las hembras
infectadas administradas con E,; mostrandose un incremento en la concentracion
de esta citocina (el nivel fue mas alto pero no en la misma magnitud con
aproximadamente 3 ng/mL en el grupo de TP vs aproximadamente 23 ng/mL en el
grupo de E,).
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Es importante mencionar también que los efectos de dicha administracion
neonatal pudieron ser mediados por mecanismos celulares implicados en la
activacion de la respuesta inmune a consecuencia de la administraciéon de
esteroides exogenos, los cuales tienen su efecto a diferentes niveles del
metabolismo favoreciendo o suprimiendo la expresion de ciertas moléculas clave

para defensa del organismo del hospedero ante la infeccion por T. crassiceps.

Los efectos fisioldgicos producidos a consecuencia de la administracion de E;
pudieron observarse al inicio de la pubertad en el caso de las hembras
administradas con dicha hormona por mostrar una apertura vaginal temprana y
estros persistentes lo que se tradujo en una alteracion en el ciclo estral de dichas

hembras provocando periodos mucho mas largos.

Contrario a este efecto, debido a la administracion de TP, se observd una
ausencia en la apertura vaginal de las hembras administradas con dicho esteroide
exdgeno y en casos aislados presencia de machos criptorquidicos (resultados no

mostrados).

Ya que las hormonas ejercen su actividad debido a su unién con sus receptores
nucleares por activacion de la transcripcion génica y la maquinaria celular, para la
subsecuente expresion de ciertas moléculas encargadas de propiciar cambios en
el hospedero, los cambios antes mencionados pudieron producirse de manera
temprana debido a la administracion de dichas moléculas disrruptoras produciendo

cambios drasticos en érganos blanco del hospedero.

Por ejemplo, se ha demostrado que la administracion de esteroides exogenos
regulan a la alta el sistema inmune, especificamente la respuesta inmune celular,
incrementando la funcion y namero de células NK [Loria, et. al., 1998]. La
exposicion neonatal puede alterar los Organos reproductivos y el sistema
neuroendocrino [Palanza, et. al., 1999]. O in utero pueden afectarse el tracto

urogenital y el sistema nervioso [Brevini, et. al., 2005].
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Durante el periodo neonatal, el cerebro de los roedores es altamente sensitivo a la
influencia de esteroides sexuales, y la exposicion a estas hormonas, incluyendo la
T y su metabolito E,, induce una variedad de efectos durante el periodo critico de
diferenciacion del cerebro que son necesarios para la diferenciacion sexual del

mismo.

La administracion de E, exdgeno a roedores hembras recién nacidas también
puede influir en los mecanismos celulares mediados por el E; y que interfieren en

la masculinizacién del cerebro [Schwarz y McCarthy, 2008].

Se ha demostrado también que la administracién de altas dosis (50 a 500 pg) de
TP en ratas, entre la primera y las 24 horas de vida, defeminiza completamente a

las hembras. [Thomas, et. al., 1983].

En contraste, las hembras tratadas con pequefias dosis (5 pg) de TP en el mismo
periodo de tiempo muestran diferentes niveles de desarrollo lordético indicando
una mayor sensibilizacion a los andrégenos inmediatamente después del
nacimiento que a las 24 horas en ratas hembras, y que la mostrada en machos
[Thomas, et. al., 1983]. Por tanto, es claro, que la administracion de esteroides
sexuales tiene efectos en diferentes aspectos tanto fisiolégicos como conductuales

del sujeto.

También, ciertas funciones inmunes son transformadas por la exposicion
temprana a esteroides; sin embargo, no se sabe si las capacidades de respuesta
de los propios inmunocitos estan directamente modificadas o si ellos estan

respondiendo a sefales de otros tejidos masculinizados, por ejemplo, el cerebro.

Varias evidencias apuntan a un efecto directo ya que los receptores a androgenos

y estrOgenos estan presentes en inmunocitos desarrollados. [Martin, 2000].
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Con lo anteriormente descrito se podria explicar que la administracion tanto de E»
como de TP haya producido cambios visibles en la fisiologia de los ratones
administrados potenciando la actividad de las hormonas enddgenas de dichos
animales al adelantar o retrasar la pubertad en los individuos experimentales, asi
como también en aspectos conductuales de los individuos implicados en el

estudio.

Aunado a esto se encontré que la administracion de una dosis Unica de E, puede
provocar una proteccion ante la infeccion por T. crassiceps y asi modificar de

manera permanente la funcién del sistema inmune. [Guzman, et. al., 2009].

Cabe senalar que en la informacidén descrita en la Tabla 7, es evidente que la
administracion de E; y TP influenciaron el ambiente enddcrino de hembras y
machos ya que se observaron modificaciones importantes debido a la
administracion de ambos esteroides sexuales, lo que se tradujo en todas las

alteraciones y/o cambios previamente descritos.

Es probable también que la estrogenizacion haya potenciado la masculinizacion
del cerebro y del ambiente enddcrino, y por consiguiente, afectando a otros
sistemas con los que interactla, entre estos, el sistema inmune incidiendo en este
de forma directa y favoreciendo el efecto protector ante la infeccidn por el parasito

en las hembras tratadas con Eo.

Varios estudios han descrito que las hormonas sexuales aparentemente juegan un
papel importante en las diferencias en la susceptibilidad asociada al sexo en
ciertas enfermedades infecciosas y autoinmunes y se ha demostrado
repetidamente que el sexo y sus esteroides asociados, influyen de manera

significativa en varios aspectos del sistema inmune.

La presencia de receptores a hormonas en células del sistema inmune y sus

efectos inmunomodulatorios han sido bien conocidos desde hace tiempo y
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actualmente es claro que la red neuroinmunorregulatoria es fundamental para el
hospedero y para transferir la inmunidad a su descendencia; esta red juega
también un papel importante en la fisiologia intestinal y regeneracion de tejidos asi
como en la sanacién y la reproduccion por citar algunos ejemplos. [Simon, et. al.,
1994].

Se ha descrito también que la Testosterona parece suprimir la respuesta mediada
tanto por células B como por células T y adicionalmente a los diferentes factores
inmunes implicados en la regulacion de la compleja red de citocinas, se ha
encontrado evidencia de que el género es un factor importante en la determinacion
de las vias de secrecién de esas proteinas, y que sugieren que los esteroides

sexuales también son responsables de esas diferencias.

Por otra parte se ha encontrado que las hembras de diferentes especies producen
concentraciones mas altas de Ig's circulantes que los machos y que
desencadenan una respuesta humoral mas pronunciada en contra de la infeccién,
ademas de que los estrégenos incrementan la respuesta de células B tanto in vivo
como in vitro mientras que los androgenos y la Progesterona disminuyen la

produccion de anticuerpos. [De Ledn-Nava, et. al., 2009].

Aungue se han evidenciado ampliamente las alteraciones programadas por la
exposicién neonatal a compuestos disrruptores enddcrinos y que estos afectan la
fisiologia normal del eje reproductivo; las adaptaciones que sufre un individuo en
los estadios mas tempranos de su vida, en respuesta al ambiente uterino y
postnatal, modifican su organismo a nivel metabdlico para asegurar su
supervivencia a corto plazo por lo cual estas mismas adaptaciones pudieran no

ser tan benéficas a largo plazo, y poner en riesgo la salud en la etapa adulta.

Recientemente se ha descubierto que no solo la exposicibn a disrruptores

enddcrinos durante periodos criticos del desarrollo causa anormalidades en la vida
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adulta sino que también esas anormalidades son transgeneracionales. [Guzman y
Zambrano, 2007].

Por tal motivo sera necesario profundizar en el estudio de los efectos adversos
ocasionados por la administracion de hormonas exdgenas y cuales serian las
consecuencias de utilizarlas dentro de futuras terapias para el tratamiento de

enfermedades.

Finalmente, se ha establecido que las hormonas esteroideas ejercen su efecto por
mecanismos no gendmicos mediante la accidon de estas hormonas sobre
receptores de superficie desencadenando cascadas de sefializacion, aceptandose
actualmente que la ruta principal de la actividad biol6gica de estas hormonas es

por medio de receptores nucleares especificos. [De Ledn-Nava, et. al., 2009].

-62 -



IX. CONCLUSIONES

Los resultados arrojados por esta investigacion apoyan y favorecen el hecho de
que una dosis Unica de E, en la etapa neonatal puede conferir proteccién en
contra de la infeccion por el cisticerco de T. crassiceps, mientras que la
administracion en el mismo periodo de TP no produce cambios, en lo referente al
contexto sexualmente dimorfico que, si bien, se ha evidenciado la accion de la
Aromatasa en el cerebro favoreciendo la masculinizacién del ambiente endécrino,

no se logré apreciar dicha influencia en los animales androgenizados.
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X. PERSPECTIVAS

Ser& necesario profundizar en cdmo los compuesto exdgenos utilizados en este
estudio favorecen los mecanismos celulares implicados en la polarizacion de la
respuesta inmune ante las infecciones parasitarias, asi como en las
consecuencias que conllevaria el uso de estos compuestos y poder asi utilizar
este conocimiento para la creacion de nuevas terapias experimentales en contra
de otras enfermedades parasitarias.
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