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RESUMEN

En la presente investigacién se ha abordado el estudio del
papel del sexo del hospedero en la determinacién de la
susceptibilidad a la cisticercosis experimental murina por el
metacéstodo de la Taenia crassiceps.

Los ratones hembras de la cepa Balb/c son mds susceptibles a
la infeccién experimental que los ratones machos. Aquf se
demuestra que la gonadectomifa tiende a igualar la susceptibilidad
entre los sexos, al reducir a la mitad el promedio de la carga
parasitaria de las hembras y triplicar el de los machos. In vitro,
las hormonas sexuales 17 B-estradiol, testosterona y
progresterona} no afectan la reproduccién ni el crecimiento de los
cisticercos. El efecto de la gonadectomia solo se manifiesta en
presencia del sistema inmune integro y no asl en ratones
irradiados. Por lo tanto, el efecto gonadal sobre la
susceptibilidad a la cisticercosis esta mediado principalmente por
el sistema inmune y no por efectos directos de las hormonas
sexuales sobre los parasitos. La inmunodepresién del sistema inmue
por irradiacio.n propicia la elevacién de la carga parasitaria soélo
en los machos intactos y en las hembras gonadectomizadas. Se
propone un sistema de interacciones génadas- sistema inmune en el
cual los factores ovaricos inhiben los eventos inmunolégicos que
participan en el ataque al cisticerco y los factores testiculares
los estimulan. En dicho esquema se incluye un efecto promotor del
crecimiento parasitario provocado por los parasitos mismos,
aspecto estudiado en esta investigacién en forma preliminar.
También, como en estudios previos (Sciutto et al., 1990), nuestros
resultados indican que los anticuerpos no tienen un papel
relevante en la proteccién de los ratones contra la cisticercosis
por T. crassiceps, aunque si bien en el presente estudio se revel6
que las génadas influyen en el reconocimiento de antigenos del

cisticerco por el suero de ratones infectados.



II. INTRODUCCION

El trabajo presentado en esta tesis corresponde a la
investigacién de las causas que originan la diferencia de
susceptibilidad entre los ratones hembras y machos a la
cisticercosis experimental causada por el metacéstodo de la Taenia
crassiceps. Los ratones hembra exhiben hasta cuatro veces mayor
susceptibilidad que los machos, midiéndose la susceptibilidad como
la cantidad de cisticercos desarrollados en los ratones después de
cierto tiempo de haber sido inoculados con la misma cantidad
inicial de cisticercos (Sciutto et al., 1990).

Nuestro interés en el estudio de la susceptibilidad asociada
al sexo en la cisticercosis murina obedece a tres razones
fundamentales:

1. La influencia del sexo del hospedero sobre Ia
susceptibilidad a enfermedades parasitarias se reconoce
ampliamente en la actualidad como factor participante en la
relacién hospedero-~parasito (Ver Apéndice 2). Sin embargo, la
investigacién de las causas de este fenémeno no ha recibido la
atencién suficiente para explicarla.

2. La cisticercosis peritoneal causada por los metacéstodos

de la Taenia crassiceps en ratones, es un modelo experimental que

ofrece facilidad de manejo de los organismos empleados y control
de las caracterfsticas tanto de los parasitos como de los ratones,
permitiéndo la exploracién sistematica de los factores
involucrados en la determinacién de la susceptibilidad.

3. La cisticercosis murina causada por Taenia crassiceps, a
diferencia de otros modelos de cisticercosis en roedores, muestra
similitudes estructurales, morfolégicas e inmunolégicas con Ila
cisticercosis humana y porcina. Estas semejanzas se han estudiando
recientemente con mayor profundidad (Larralde et al.,, 1989;
Sciutto et al., 1990). Por lo tanto, las conclusiones derivadas de
este trabajo pueden ser de utilidad para entender la enfermedad
tal como se manifiesta en cerdos y en humanos, en los cuales

muestra caracteristicas muy complejas.
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia crassiceps.

El cisticerco se desarrolla en la cavidad abdominal de
roedores, los cuales adquieren la infeccién por ingestion de
huevecilos dispersos en el medio ambiente provenientes de heces de
canidos infectados con la tenia adulta. Dentro del roedor (y
también in vitro), los huevecillos se convierten en cisticercos
que tienen la* capacidad de reproducirse por gemacién en forma
presuntamente asexual. Cuando un roedor con cisticercosis es
devorado por un predador cénido, los cisticercos se instalan en el
intestino de éste y se desarrollan en la forma adulta. Al alcanzar
la maduréz sexual, la tenia produce huevecillos infectivos,
cerrando de este modo el ciclo de vida del parasito.



Figura 2. Ratén con infeccién peritoneal avanzada.

Una vez instalados en la cavidad abdominal, los cisticercos
se reproducen hasta ocupar todo el espacio disponible sin
comprometer la vida del hospedero. En la foto se muestra a un
ratén con una infeccién de 12 meses.



Cisticercosis murina por T. crassicepsi un modelo

experimental.

El metacéstodo (cisticerco) de T. crassiceps causa una
infeccién de naturaleza crénica, durante la cual el parasito se
multiplica constantemente sin afectar la sobrevivencia del
hospedero. El ciclo de vida de este parasito se muestra en la
figura 1 y los aspectos biologicos e inmunolégicos del desarrollo
de la larva se revisan en el Apéndice 1.

Inoculando cisticercos directamente en la cavidad peritoneal
de un ratén se producen centenares de parasitos libres al cabo de
algunas semanas (fig. 2). Este procedimiento de propagacién de la
enfermedad en animales de laboratorio se ha usado ampliamente para
fines experimentales. La evaluacién de la enfermedad se puede
r.‘ealizar recuperando los cisticercos de la cavidad peritoneal y
contando  directamente su numero o volumen. Adicionalmente, los

cisticercos pueden cultivarse in vitro con facilidad.

Influencia del sexo.

Desde los estudios tempranos de Freeman (1962) y Culbreth y
col. (1972) se supo que los ratones hembra son mas susceptibles
que los machos a infecciones por T. cragsiceps, adquiridas ya sea
por ingestién de huevecillos o bien por inoculacién de los
metacéstodos en la cavidad abdominal. Observaciones similares se

realizaron posteriormente también en ratas (Rathus norvegicus)

(Blair y Campbell, 1976). Recientemente, y como se resume en la
Tabla 1, la diferencia de susceptibilidad asociada al sexo se
consolidé con las observaciones de Sciutto y col. (1991a) en las
cuales los ratones hembras se mostraron mas susceptibles
independientemente de la variedad de parasito utilizada, de la
susceptibilidad genética de la cepa de ratones o de la duracién de
la infeccién (30 y 60 dias). Las enfermedades parasitarias
muestran, en general, mayor desarrollo en los machos que en las
hembras (Apéndice 2), en este contexto, la cisticercosis murina
por T. crassiceps es un caso de excepcién.

En el caso de la cisticercosis humana, existen estudios que

sefialan una relacién entre el sexo del hospedero y la frecuencia



TABLA 1. Cisticercosis experimental murina. Susceptibilidad aso-
ciada al sexo independientemente de la variedad del parasito y de
la cepa de ratén utilizada.

VARIEDAD?
SEXO CEPA DE | DIAS DE ORF HYG
RATON HAPLOTIPO' INFECCION X # D.S. X t D.S.
Balb/c  (H-2d) 30 dlas  138.3 £ 13 29.4 + 9.5
60 dias  658.3 = 117 221.4 * 46

I+

Balb/K (H-2k) 30 dfas 54.2 £ 23.3 3.0 £ 0:6
60 dias 461.8 £ 81.0 66.6 £ 2

Balb/B (H-2b) 30 dfas 52.1 £ 17.8 4.0 1
~60 dias 327.4 £ 83.8 98.5 £ 20

CS7BL/6J 7(H—2b) - . - 30 dias 46.2 £ 20.7 0.0 £ 0.0
60 dfas 498.1 + B9.7 ° 24.1 +10
Balb/c (H-2d) 30 dfas 18.8 £ 4.6 2.4 £ 0.9
60 dfas 306.4 + 42,2 34.1 % 8.0
Balb/K (H~-2k) 30 dias 1.7 £ 0.9 0.0 £ 0.0
60 dfias 94.0 ¢ 41.0 0.1 £ 0.1
Balb/B (H-2b) 30 dias 0.0 £ 0.0 0.0 £ 0.0
60 dias 6.3 £ 6.2 0.0 £ 0.0
C57BL/6] (H-2b) 30 dias 5.5+1.0 0.0 £ 0.0
60 dias 151.2 % 31.2 0.0 £ 0.0

Se muestra el promedio * la desviacién estandar (x * DS)
del numero de parasitos recuperados de la cavidad peritoneal de
grupos de 10 ratones hembras y machos de diferente cepa, inocula-
dos con 10 metacéstodos de T. crassiceps de las variedades ORF e
HYG. (Tomado de Sciutto et al., 1990).

Las cepas de ratones probadas Unicamente difieren en la
composicién de los genes del Complejo Mayor de Histocompatibili-
dad.
% La variedad HYG posee un escodlex (cabeza) completo,
mientras que la variedad ORF solamente posee un escolex
rudimentario.



de la enfermedad. En 20,206 autopsias practicadas la Unidad de
Patologia de la UNAM y en el Hospital General de México, se
identificaron 48l casos de cisticercosis (2.38%), de los cuales el
58.427% correspondié al sexo masculino y el 41.58 al sexo femenino
{Villagran-Uribe y Olvera~Rabiela, 1989). Otros estudios muestran
cifras semejantes (577 hombres, 437 mujeres) {Rabiela, 1989}, Por
otra parte, la intensidad de la reaccién inflamatoria contra los
cisticercos que se alojan en el parénquima cerebral es méas severa
en las mujeres jovenes (Del Brutto et al.. 1988).

Dado que las hormonas sexuales tienen una gama amplia.de
efectos que modifican la constitucién fisiolégica y bioquimica de
tejidos muy diversos, la identificacién de las causas del
dimorfismo sexual en la susceptibilidad puede ser compleja. La
causa mas invocada es la influencia gonadal sobre el aparato inmu-
nocompetente del hospedero, el cual a su vez actua para limitar el
desarroilo de la infeccién.

Los estudios respecto al efecto de las hormonas sexuales
sobre el sistema inmune conforman un cuadro general que aun es
complejo e incompleto (Apéndice 2), pero las evidencias
disponibles indican que el estrégeno mejora los fenémenos de
inmunidad humoral e inhibe los de inmunidad mediada por células,
mientras que los andrégenos y la progesterona tienden a suprimir
ambos tipos de respuesta (Grossman, 1984). Por otra parte, se ha
observado sistema inmune de las hembras tiene mayor capacidad de
reaccionar contra elementos extrafios o alterados, que el de los
machos (Apéndice 2).

Lo anterior se puede aplicar a muchos de los casos de
enfermedades parasitarias en los cuales las hembras son las menos
susceptibles, pero no en los casos contrarios. Es posible que la
manera en que se manifiestan los efectos de las hormonas sexuales
sobre el sistema inmune, sean variables dependiendo de las
condiciones de la infecci6n. Por ejemplo, en el caso de las
enfermedades parasitarias, a diferencia de lo que sucede en otros
tipos de infeccibn por bacterias y virus, la enorme masa del
parasito ofrece al sisterna inmune una superficie no fagocitable y,
en consecuencia, este mecanismo de defensa no interviene de igual

manera.
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Figura 3. Ciclo de vida de Taenia solium.

Cuando el hombre come carne de cerdo infectada con
cisticercos, éstos llegan al intestino delgado y se desarrollan a
la forma adulta (tenia). Por reproduccién sexual, la tenia produce
millones de huevecillos que son expulsados al medio junto con las
heces del hombre. La disposicién inadecuada de las heces causa la
diseminacién de los huevecillos en el medio, los cuales pueden ser
ingeridos por el hombre o por el cerdo. La ingestion de los
huevecillos causa el desarrollo de cisticercos en diferentes
tejidos orgéanicos. En humanos la cisticercosis es causada por el
establecimiento de la larva de la T.solium principalmente en el
Sistema Nervioso Central, ojo y musculo esquelético. En cerdos, el
pardsito se instala preferencialmente en el misculo esquelético.
El ciclo de vida del parasito se completa cuando el hombre come
carne de cerdo infectada con cisticercos, los cuales se
transforman en la taenia adulta en el tracto intestinal.
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Figura 4. La inmunoelectrotransferencia de un extracto
antigénico de Taenia crassiceps en reaccién con un conjunto de
sueros de enfermos hidatidosos (infectados con la larva del
céstodo Equinococcus granulosus), cisticercosos (infectados con la
larva de Taenia solium) e individuos normales, muestra una gran
reactividad cruzada entre T. crassicepes, T. solium ¥
E.granujosus. T. crassiceps es una excelente fuente alternativa de
antigenos para el inmunodiagnéstico de cisiticercosis e
hidatidosis, en substitucién de T. solium y E. granulosus, tan
variable e inaccesible, respectivamente.



Taenia solium ys. Taenia crassiceps.

T. crassiceps presenta una gran semejanza con T. solium en
varios aspectos. Los ratones mantienen a los cisticercos de T.
crassiceps libres en su cavidad peritoneal como una infeccién
crénica que causa cierta inflamacién en las superficies serosas
intestinales en los ultimos estados de la enfermedad, al igual que
la inflamacién causada por T. solium en las meninges basales
humanas. Por otra parte, aunque mas pequefio, el parasito murino
muestra semejanza anatémica con T. solium y se desarrolla sin
causar dafilos a las estructuras vecinas del hospedero, unicamente
ocupando cierto espacio y provocando escasa inflamacién (Larralde,
et al.,, 1989). El ciclo de vida de T. solium también es parecido
al de T. crassiceps (fig. 3): necesita un hospedero intermediario
(ratén) y otro definitivo (zorro), en el cual realiza su
reproduccién sexual.

Recientemente se comprobé que, a nivel inmunolégico, las
similitudes entre ambos parasitos son ain més importantes. Ya se
ha logrado substituir los antigenos de T. solium por antigenos de
T. crassiceps en pruebas de ELISA y hemaglutinacién para el
inmunodiagné6stico de cisticercosis humana (fig. 4) (Larralde et
al., 1990). Ademéas se ha demostrado que la inmunizacién de ratones
con un extracto antigénico del metacéstodo de T. solium los
protege contra el desaffo con parasitos de T. crassiceps (Sciutto
et al., 1990), lo cual demuestra inmunidad cruzada entre los
parasitos murino y humano. Estos hallazgos permiten establecer
firmes esperanzas sobre el uso de antigenos de T. crassiceps para

elaborar una vacuna en contra de los cisticercos porcinos.

Objetivos.

Dados estos antecedentes, el presente trabajo se desarrollé
con los siguientes objetivos y estrategias:

1.- Establecer la magnitud del efecto gonadal sobre la
susceptibilidad a la cisticercosis murina, determinando el efecto

de la gonadectomia scobre la carga parasitaria de ratones

10



infectados.

2.~ Examinar el papel del sistema inmune en el efecto de las
gonadas sobre la susceptibilidad, deprimiendo la funcién inmune
por irradiacién en ratones con y sin génadas.

3.~ Determinar si la diferencia de susceptibilidad entre las
hembras y los machos puede deberse a efectos directos de Jas
hormonas sexuales sobre los cisticercos, examinando el desarrolio
de cisticercos cultivados jn vitro expuestos a cantidades
variables de hormonas sexuales.

4.-  Analizar, por inmunoelectroforesis, el perfil de
reconocimiento de antigenos por el suero de los ratones de los
grupos mencionados anteriormente para buscar posibles relaciones
entre la susceptibilidad y la respuesta inmune humoral.

Los resultados mas relevantes a los objetivos de! proyecto
{efecto de la gonadectomia y de la irradiacién sobre la suscepti-
bilidad y el efecto in vitro de hormonas sexuales sobre los
cisticercos) se presentan a continuacién en Jla forma de un
articulo enviado para su publicacién. En la seccién siguiente
intitulada +«Resultados Adicionales- se muestran otros resultados
no incluidos en el articulo relacionados con el efecto de’ la
irradiacién sobre el sistema inmune de ratones infectados,
detalies del efecto jin vitro de las hormonas sexuales sobre los
cisticercos, el efecto de la densidad de parasitos sobre su
crecimiento in vitro y el efecto de las goénadas sobre el
reconocimiento de antigenos del cisticercos por los anticuerpos

séricos de los ratones.
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ABSTRACT: Female Balb/c mice are naturally more
susceptible than males to intraperitoneal experimental infection
with Taenia crassiceps metacestodes. Gonadectomy tends to equalize
susceptibility between sexes by reducing in half the mean parasite
load of females and by tripling that of males. The effect of
gonadectomy is seen only in mice with intact immune systems but
not in irradiated mice. Purified sexual hormones (17— estradiol,
testosterone and progestercone) do not affect cysticercus
reproduction or growth in vitro. Thus, gonadal effect on mice
susceptibility to cysticercosis appears to be mediated via the
immune system and it is probably not the consequence of the major
sexual steroids acting directly upon the parasites. Because
sublethal irradiation increases the parasite load of
gonadectomized females and of intact males, while that of
gonadectomized males and intact females remain unchanged,
irradiation results are consistent with the hypothesis that
immunological events participating in controlling the growth of

cysticercus are inhibited by ovaries and stimulated by testies.
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Experimental murine cysticercosis caused by Taenia
crassiceps metacestodes greatly facilitates the study of
biological factors participating in metacestode disease because T.
crassiceps cysticercus grows quickly within the mouse

intraperitoneal cavity, and may is easily kept in vitro. The

structural, morphological, and immunological similarities shared
by T. crassiceps with other cestodes may relate experimental
results to other infections including those of humans (Larralde et
al. 1988, 1990). Previous studies on murine cysticercosis by T.
crassiceps (Freeman, 1962, 1964; Larralde et al., 1989) showed
that female mice were more susceptible than males to infections’
acquired by ingestion of eggs or by direct intraperitoneal '
metacestode inoculation. Similar observations in mice (Culbreth,
1972) and rats (Blair and Campbell, 1976) were made later.
However, some authors (Del Valle, 1989) have failed to show any
sex-associated susceptibility difference in voles infected orally
with eggs. More recently, studies of susceptibility differences
associated to H-2 in our laboratory (Sciutto et al., 1990)
indicated that Balb/c strain (H-2d) was most susceptible to
experimental infection with metacestodes, while Balb/b (H-2b) and
Balb/k (H-2k) were less so. In these three strains female parasite
loads were always larger than those of males, independent of the
susceptibility of the strain or the length of the infection (30
and 60 days). A more thorough investigation of the role of gonads
in this host-parasite relationship was thought pertinent to
elucidate the involvement of gonads and the immune system in
sex-associated susceptibility of mice to experimental

cysticercosis. Direct effect of sex hormones on metacestodes had



to be critically consideréd since some parasites contain and
capture noticeable amounts of sex steroids (Kiser et al., 1986;
Chung et al., 1986). Here we inform of the results of these
studies which examine the relationship between gonads and immune
system in their effect upon parasite load of mice experimentally

infected with T. crassiceps metacestodes after gonadectomy,

irradiation, or both. Also, the in vitro effect of sex hormones
(17-p estradiol, testosterone and progesterone) on cysticercus
growth are described. Results indicate that gonads do not seem to
have a direct effect on parasites and predominantly act through
the immune system. It would also appear that in the normal mice
the testicles promote immune restriction of parasite growth while
the ovary's role is immunologically inhibitory, since irradiation
increased parasite load only in intact males (normally
immunologically restrictive of parasite load) and in

gonadectomized females (normally immunologically permissive).



'MATERIALS. AND METHODS

Cysticeréus

Metacestodes of T. crassiceps, ORF strain, were used in
all experiments and were supplied by Dr. B. Enders (Behringwerke,
Marburg, West Germany) in 1986. Since then parasites have been
maintained in female Balb/c mice by intraperitoneal seguential
inoculation of metacestodes (Freeman, 1962). Larvae for
experimental infection were obtained from donor mice infected 3-6 -

months before.

Mice

Experiments were performed in male and female mice, 5-8
weeks of age, all of the BALB/c (H2-d) §train because of their
high susceptibility to this form of experimental cysticercosis

(Sciutto et al., 1990).

Experimental infection

Mice were inoculated intraperitoneally with 10 parasites
of approximately 2 mm in diameter without visible buds. Parasites
in the inoculum were previously washed several times with PBS
(0.01 M phosphate buffer solution, 0.15 M NaCl, pH 7.2). Sera for
antibody studies were obtained by bleeding mice 30 days after
infection, after which they were killed by cervical dislocation.
The parasite load of each mouse was evaluated by counting the
number of cysticercus recovered from the peritoneal cavity.

Parasites were never found outside the abdominal cavity.



Gonadectomy

Gonadectomies were surgically performed under anesthesia
with ether on 5-week old mice which were then allowed a 3-week
recovery period before inoculation with parasites. Gonadectomy
recovery periods extended to 8 weeks when mice were to be used in

irradiation experiments.

Irradiation

Seven days prior to irradiation, drinking water
containing antibiotic (6.6 g/l of oxytetracycline) was offered ad
libitqm to controls and mice to be irradiated. A Mevatron
(Siemens) electron source from the National Cancer Institute was
employed. Mice were irradiated with a sublethal dose which is
known to produce significant immunodepression in other parasitic
diseases: total body irradiation with 600 rads directed towards
the medial plane with an energy of 6 MeV (Wakelin and Wilson
1977). The gonadal area of non-gonadectomized animals was
externally protected with 4 mm thick lead plates: flat, 9 X 9 mm
for females and curved 45 X 20 mm for males. Irradiated mice were
inoculated with parasites the day following irradiation in the

same manner as described for non-irradiated nice.

"In vitro" effect of sex hormones on cysticercus

Cysticerci of 2 mm in diameter, without visible buds were
collected from donor mice, selected and washed six times with
sterile PBS containing with 50 U/ml of penicillin and 50 mg/ml of
streptomycin (Gibco). Cysticerci were cultured in groups of 1, 4

or 25 per flask, each containing.0.5 ml of RPMI culture medium/



cysticercus (Gibco), supplemented with 100 ug penicillin/ml and
100 mg streptomycin/ml (Gibco), 20 mM HEPES and 1% fetal bovine
serum (FBS) (Gibco) at pH 7.2-7.4 adjusted with 0.1 HCl. Hormones
were added since the first day of culture in concentrations equal
or up to fifty times larger than those found in serum of healthy
adult mice: namely, 3, 30 or 150 ng of testosterone or
progesterone/ml (Sigma) and 0.03, 0.3 or 1.5 ng of 17-pestradiol/
ml (Sigma) (Brick et al., 1985; Howe et al., 1980). Cultures were
incubated at 37.C in a 5% Cozatmosphere. Culture medium and
hormones were renewed weekly and larvae were observed every 3-4
days in an inverted microscope (Microstar, American Optical) in
order to register the total number of parasites, their apparent

viability, the number of buds/cysticercus, their size, and

motility.

Anticysticercus antibody assay (ELISA)
Vesicular fluid from T. crassiceps larvae was employed as
the source of antigen for detection of anticysticercus antibody in

the sera of mice, by ELISA, as described elsewhere (Larralde et

al., 1989).

White blood cell assays

Besides antibody levels, the irradiation effects were
followed by counting the number of circulating leukocytes as
assayed on different occasions, both in normal and irradiated
animals. Peripheral blood used was obtained from the tail of each
animal and processed according to standard hematological

procedures (Instituto Mexicano del Segquro Social, 1978).



Statistical analysis

Statistical significance of experimental variables (sex,
gonadectomy and irradiation) upon “parasite load" was studied by
multifactorial analysis of variance (ANOVA) (SAS Institute Inc.,
1985). The normal distributions and homogeneous variances
necessary for the correct application of this analysis were
obtained by transforming the response variable "parasite load" to

the fourth root of the number of parasites in each mouse plus one

(%/(number of parasites + 1)). Results were also studied for
statistical significance using "parasite load" as was, without
algebraic transformation. Resulting statistical inferences did not

differ with either response variable.



RESULTS

Gonadectomy effect

Gonadectomy notably affected the host's susceptibility to
peritoneal cysticercosis. Figure 1 presents the cumulative
frequency distribution of parasite loads in 43 female and 40 male
gonadectomized animals and of 24 males and 23 females of each
control group. In the average, control females had 4-5 times as
many parasites as their male counterparts. Ovarectomy, however,
reduced in half the female's mean parasite load while orchidectomy
almost tripled the one of males, practically eliminating
sex-related differences. Statistical analysis revealed highly
significant sexual differences in control intact mice (P<.0001)
but not in gonadectomized animals (P>.1957). The effect of
gonadectomy within gender was likewise highly significant (P<.0008

in females and P<.0001 in maleé).

"In vitro" effect of sex hormones on cysticerci
The effect of different 17-Bestradiol, testosterone and

progesterone concentrations on the motility, budding rate and size

of cysticerci cultivated in vitro at different bovine fetal serum
concentrations and with a different number of parasites/culture
flask, was evaluated to determine the possibility of these sex
hormones directly acting upon parasites. Representative results
on budding rate are shown in Figure 2 and indicate that these
hormones had no "in vitro" effect on the cysticercus biological
activities, even though the amounts of hormones used were up to

fifty times the normal blood hormone concentration. The increase



in bbvine”feﬁal serum concentration (0, 0.1, 1 and 10%) did
favorably affect‘cysticeféi reproduction (data not shown). 1%
bovine fetal serum was chosen for hormone-related experiments in
order to minimize possible contamination from fetal serum
hormones. Metacestode motility rate and size were daily evaluated
as of day 1, and both were found to be equally insensitive to the
hormones (data not shown). In all experiments, parasite
reproduction was significantly greater in flasks containing a

larger number of metécéétédesf(i<4<25) (data not shown).

Irradiation effect

Immediately afﬁer irtadiaﬁiOnﬁmiée‘aeveloped various
degrees of leukopenia which lasged;i4'aaYS in all animals and
extended to 22 days in some (data not shown) before returning to
normal levels. The anti-cysticercus antibody serum levels of
non-irradiated mice doubled those found in irradiated mice at the
end of the experiment (data not shown). Irradiation effects on the
parasite load of normal and gonadectomized male and female mice is
shown in Figure 3. As expected from previous experiments
gonadectomy in mice with intact immune system (non-irradiated),
significantly decreased the parasite load in females (105 vs 66,
P<,002) and increased it in males (37 vs 55, P<.0l1), although to
extents less notable than before (Fig. 1). Irradiation
significantly increased the parasite load only in gonadectomized
females (66 vs 122, P<.001) and in intact males (35 vs 54, P<.01);
while the parasite loads of gonadectomized males or of intact
females were unaffected by irradiation (55 vs 58, P>.78, in

gonadectomized males and 105 vs 95, P>.36, in intact females).



DISCUSSION

The present investigations demostrate that gonadectomy
equalizes susceptibility between sexes in mice, decreasing the
parasite load of female and increasing that of males. The
possibility that the host's most prominent steroid hormones have
direct effects on cysticerci (Mansour, 1984; Chung et al., 1986;
Kiser et al., 1986), was not supported by our results, since 17-b
estradiol, progesterone and testosterone did not have significant
in vitro effects upon parasite development. Of course, other
gonadal factors are not discarded by these experiments, nor in
fact are the pituitary or hypothalamic ones presumably triggered
in response to gonadectomy. Our claim is just that these most
prominent sexual steroids do not seem to directly influence
parasite growth. In contrast, parasite density (number of
parasites/ml) appears to be a significant positive factor for "in
vitro" growth, as the parasites reproduced better in crowded than
in low density conditions (Huerta, 1990).

Also, our results indicate a close relationship between
endocrine and immune systems in the control of cysticercosis, as
is the case in a variety of other instances (Paavonen et al.,
1981; Ahmed et al., 1985; Grossman, 1984; Bateman et al., 1989;
Blalock, 1989), but totally novel for cestode disease. An inkling
of such association for cysticercosis first arose when vaccination
produced greater protection in male than in female mice, of botﬁ
resistant (BALB/b) and susceptible (BALB/c) strains (Sciutto et
al., 1990). In here we show that the effect of irradiation on

parasite load is sex dependent: irradiation significantly promotes



parasite growth in intact males aﬁd in gonadectomized females,
although much more notably in the latter, and has no effects in
intact females and in gonadectomized males. The net result of
these effects is that irradiation diminishes the effect of
gonadectomy. We propose that: a) irradiation is of no consequence
to parasite growth in intact females since they are naturally
immunologically permissive towards cysticerci, but irradiation
significantly depresses the naturally restrictive immune system of
intact males; and b) irradiation is inconsequential in
gonadectomized males, whose immune system is thus artificially
rendered permissive towards cysticerci, but depresses the
artificially active immune system of gonadectomized females (Fig.
4). The influence of gonadal hormones on the immune system is
considered to be responsible for sex-associated differences in
susceptibility to infections (Grossman, 1984; Ahamed et al.,1985;
Alexanders and Stimson, 1988). Various reports on greater male
susceptibility to infection have furthered the notion that they
are less immunologically responsive than females (Miller, 1965;
Frayha et al., 1971; Dobson and Owen, 1978; Charniga et al., 1981;
Reddington et al., 1981; Alexander and Stimson, 1988; Mock and
Nacy, 1988; Wonderlich et al., 1988; Nakanishi et al., 1989). It
would seem from these experiments, however, that T. crassiceps
cysticercosis constitutes - together with T. multiceps
cysticercosis (Esch et al., 1966) - an exception to this rather
simplified rule. In fact, a more comprehensive theory would
envisage host-parasite relationships as subject to a number of
regulatory factors of differing individual strengths, that combine

uniquely in each case. The importance of an integral approach,



including at least immune, endocrine and parasite system
interactions, in the study of susceptibility to infection is thus

emphasized.
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LEGENDS OF FIGURES

Figure 1. Gonadectomy effect. Gonadectomy significantly alters
parasite load in mice experimentally infected intraperitoneally
with Taenia crassiceps metacestodes. The net effect of gonadectomy
in non-irradiated mice is to minimize differences of parasite
loads between sexes (105 vs 127, P < .19) by decreasing the
parasite load of females - from an average of 210 to 105 (P <
.0008) - and increasing that of males -~ from an average of 46 to
127 (P < .0001). G stands for control intact mice while Gx for
gonadectomized mice, while n is the number of mice in each group.
(Q), control females; (m ), gonadectomized females; ( A ), control

males; ( A ), gonadectomized males.

Figure 2. In vitro sex hormone effect. No in vitro effects on
Taenia crassiceps reproduction were registrated with (a)
progesterone, (b) 17-pestradiol or (c) testosterone at an initial
parasite density of 25 larvae/flask with 0.5 ml culture
medium/larvae. (d) is a control flask without added hormones. All
experiments were performed at 37.C, 5% Co,, RPMI with 1% fetal
bovine serum. Concentrations of progesterone: (e), 3 ng/ml; (4A),
30 ng/ml; (m) 150 ng/ml. Concentrations of 17-pestradiol (e ), 30
pg/ml; (A), 300 pg/ml; (m), 1.5 ng/ml. Concentrations of

testosterone: (e ), 3ng/ ml.; (A), 30 ng/ml; (m), 150 ng/ ml.



Figure 3. Irradiation effects in (a) control intact and (b)
gonadectomized mice. Irradiation significantly increases average
parasite loads in control males (37 vs 54, P < .02) and has no
effect in gonadectomized males (55 vs 58, P < .8). In females
irradiation increases parasite load only in those gonadectomized
(66 vs 122, P < ,001) but has no significant effect in controls
(105 vs 95, P < .3), in spite of the apparent differences in the
cumulative frequency curves. Overall-it appears that irradiation
decreases effect sex equalizing of gonadectomy by abating the
differences in parasite loads of irradiated gonadectomized and in
intact control males (58 vs 54, P < .6) and females ( 95 vs 122, P
< .09). (o), non irradiated females; (m ), irradiated females;

(A), non-irradiated males; (A ), irradiated males.

Figure 4. Mediation of the immune system in gonadal effects upon
Taenia crassiceps growth in experimental murine cysticercosis. As
indicated by vaccination experiments (Sciutto, 1990) the net
effect of the immune system appears to be a negative control of
parasite growth. Our results indicate that this net negative
control results from an immunologically inhibitory effect of
ovaries and a promoting effect of testes. The parasite itself

promotes its own growth but hormones do not directly affect the

parasites.
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IV. RESULTADOS ADICIONALES

En esta seccién se presentan 3 conjuntos de resultados que
complementan la informacién contenida en la seccién anterior y que
se refieren a los 3 siguientes aspectos:

1) Efecto del suero fetal de bovino (SFB), sobre el
crecimiento de cisticercos in vitro.

2) Efecto de hormonas sexuales sobre el crecimiento de
cisticercos in vitro. .

3) Efecto de la densidad de parasitos sobre el crecimiento de
cisticercos in vitro (resultados preliminares).

4) Efecto de la irradiacién sobre el sistema inmune del
ratén (leucocitos y anticuerpos circulantes).

S) Comparacién del perfil por inmunoelectrotransferencia de
anticuerpos detectados en el suero de ratones hembras y machos con

cisticercosis.
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MATERIAL Y METODOS

Las caracteristicas de los cisticercos y de los ratones, asf
como los procedimientos para la infeccibn experimental,
gonadectomia e irradiacion, se describen en el articulo que se
presenta en la seccién III. Aquf se mencionan solamente aquellas

técnicas no descritas previamente.

Cultivo de cisticercos ‘‘in vitro''.

Se seleccionaron cisticercos de aproximadamente 2 mm. de
didmetro sin gemas visibles, recién recuperados de la cavidad
peritoneal de ratones infectados y se lavaron seis veces con
solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M con NaCl 0.15 M, pH 7.2
(PBS) estéril conteniendo 50 U/ml de penicilina (Gibco) y 50 ug/ml
de  estreptomicina (Gibceo). Los  paréasitos se  sembraron
individualmente o en grupos de cuatro cisticercos cada uno en
placas de cultivo multipozo (Costar}, todos con 2 ml. de medio de
cultivo RPMI (Gibco), adicionado con 100 U/ml de penicilina y 100
pg/ml de estreptomicina, 20 mM de HEPES y suero fetal bovino {SFB)
(Gibco) a 0, 0.1, 1 o 10 % El pH se ajusté con HCl 0.1 M a
7.2-7.4. Las hormonas se agregaron a concentraciones
correspondientes a O, 0.1, 1 y 10 veces la concentracién
fisiolégica encontrada en el sueroc de ratones normales (Ogle y
Kitay, 1976; Howe et al., 1980; Brick et al.,, 1985), es decir: O,
0.3, 3 o 30 ng/ml de testosterona o progesterona (Sigma) y O,
0.003, 0.03 o 0.3 ng/ml de estradiol (Sigma). Los cultivos se
incubaron a 37 C con una atmésfera con 5 7% de COz durante 42 dias.
El medio y las hormonas les fueron renovados cada semana. Los
cisticercos se observaron cada 3 o 4 dfas en un microscopio
invertido (MicroStar, American Optical) para registrar el ndimero
total de parasitos y su viabilidad aparente, el nimero de gemas
por cisticerco, su tamafio y grado de movilidad con respecto a la

inicial.
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ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

La figura 5 contiene una explicacién general del principio
basico del ensayo de ELISA; aqui solamente se explicard el
procedimiento  especifico para la deteccibn de anticuerpos

anti-cisticerco de Taenia crassiceps.

El fluido vesicular del cisticerco de T. crassiceps
et al.,, 1989).

constituy6é el antigeno para esta prueba (Larralde
Para su obtencién se lavaron parasitos frescos 4 o 5 veces con PBS
y se centrifugaron a 14,000 g durante 1 hora después de haber
quitado el exceso de amortiguador. El sobrenandante se recuper6 y
almacené a -70 C hasta el momento de su uso. Se adsorbi6é 1 ug de
antigeno o de albimina de suero de bovino (BSA), como control
negativo, en las paredes de cada pozo de las placas de ELISA en
100 ul de Tris-HC] 0.01 M, pH 7.5. Se incubaron 2 horas a 37 C y
se dejaron a 4 C toda la noche para lavar posteriormente 5 veces
con PBS-Tween (PBS,0.05% de Tween 20). Las placas se incubaron 30
min con PBS-BSA 1% a 37 C y posteriormente con 100 gl de una
dilucién 1:200 en PBS-Tween del suero correspondiente durante
durante 2 "horas. La anti-lg de ratén biotinilada (Sigma) y la
streptoavidina peroxidasa (Sigma} se agregaron ambas a una
dilucién 1:4000 en un volimen de 100 ul. por pozo, incubando cada
una | hora a 37 C. Después de cada paso del procedimiento anterior
las placas se lavaron cinco veces con PBS-Tween. Finalmente, la
actividad enzimatica se detecté por su reaccién con 100 ul de
o-fenildiamina, 0.4 mg/ml en solucién amortiguadora de citrato 0.1
M, pH S y con S0 ul de peréxido de hidrégenc. La reaccién se
detuvo a los 30 minutos con 50 pl por pozo de acido sulfurico 4 N.
Las lecturas de densidad 6ptica a 492 nm se hicieron en un

procesador de ELISA automético (Behring).

Cuantificacién de células blancas.

La medicién de las células blancas en la sangre periférica de
cada uno de los ratones se efectud obteniéndo una muestra de 5 ul
de sangre de la cola y colocandola inmediatamente en SO ul de
solucién de Turk (&cido acético glacial al 3% con azul de

metileno), para hacer una dilucién 1:11. El numero de leucocitos
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Fig. 5. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Consiste
en un sistema para la deteccién de reacciones antigeno-anticuerpo
en fase so6lida, que consta de los siguientes pasos: a) adsorcién
de una cantidad fija de antigeno en las paredes de una placa de
plastico y lavado del exceso de antigeno, incubando posteriormente
la placa con una solucién de albumina para bloquear los sitios de
unién no especificos; b) adicién del antisuero en wuna dijlucién
apropiada para que los anticuepos especificos se unan al antigeno
unido a la fase sélida y lavado de los anticuerpos no unidos; c¢)
adicién de un anticuerpo anti-inmunoglobulina marcado con una
enzima conjugada (fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano) el
cual se une al anticuerpo especifico unido previamente y lavado de
los conjugados anticuerpo-enzima no unidos y d) adicién del
substrato de la enzima (disodio p-nitrofenil fosfato o peréxido de
hidrégeno), produciendo un producto coloreado el cual se detecta
como aumento de la absorbancia en un espectrofotémetro.
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por microlitro se obtuvo contando en una cdmara de Neubauer las

" .células tefildas por el colorante ({(Instituto Mexicano del Seguro

Social, 1978).

Electroforesis del fluido vesicular.

E!l fluido vesicular del cisticerco de Taenia crassiceps

constituy6 el antigeno para la  inmunoelectrotransferencia

(Larralde et al., 1988). Para su obtencién se lavaron parésitos
frescos 4 o 5 veces con PBS y se centrifugaron a 14,000 g durante
1 hora después de quitar el exceso de amortiguador. EIl
sobrenadante se recuperé y almacené a =70 C hasta el momento de su
uso.

La electroforesis del flufdo vesicular se realiz6 en un gel

de poliacrilamida al 7 7% como sigue:

Soluciones:

1. Solucién de acrilamida monomérica: acrilamida 29.27 y
bisacrilamida 0.8 %, tras haberle filtrado con una membrana de
nitrocelulosa con poro de 2 um.

2. Solucién amortiguadora para el gel separador: Tris-HC! 1.5

M,, pH 8.8.
3. Solucién amortiguadora para el gel condensador: Tris-HCl
0.5 M, pH 6.8.

4. SDS al 10 7.

5. Iniciador de la polimerizacién: persulfato de amonio al 10
7 preparado justo antes de usar. )

6. Solucién de cubrimiento del gel separador: Tris-HCl 0.375
M, pH 8.8, SDS 0.1 7.

7. Solucién amortiguadora para la muestra: Tris-HCl 0.125 M,
pH 6.8, SDS 4 7, glicerol 20 %, 2-mercaptoetanol 1 7%, EDTA 0.074
7, pironina como colorante. El 2-mercaptoetanol se agrega a la
solucién hasta el momento de usarse.

8. Solucién amortiguadora para la cémara: Tris 0.025 M,
pH 8.3, glicina 0.192 M, SDS 0.1 7. Esta solucién puede
reutilizarse 4 o 5 veces si es de la céamara inferior, el de la
camara superior debe desecharse cada vez.

9. Solucién de tincién: azul de Coomasie R-250 0.125 7,
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metanol .30%, &cido acético 10 7.
©10. Solucién de destefiido: 4cido acético 10 %.

Preparacién del gel:
Las siguientes cantidades son las necesarias para dos geles

de 13 X 13 ecm y 1.5 mm de grosor:

Gel separador Gel condensador

Solucién 1: 14 ml 1 ml
Soluci6n 2: 15 ml -
Solucién 3: - 2.5 ml
Solucién 4: - 0.6 ml 0.1 ml
Agua 30.1 ml 6.43 ml
Solucién 5: 300 ul 125 ul
TEMED (catalizador) 25 ul 10 ul

Para preparar el gel separador se mezclan las soluciones
indicadas excepto el TEMED y la solucibn 5 y la mezcla se
desgasifica al vacfo con agitacién durante 5 minutos; entonces 'se
agrega el TEMED y la solucién 5 y se colocan 28 m! de la mezcla en
cada placa. Se empareja con agua la superficie del gel y se deja
polimerizar. Si el gel se va usar al dia siguiente, se cubre la
superficie con la solucién 6. El gel condensador se prepara de la
misma manera, colocando 2.8 ml de la mezcla en cada placa.

El equivalente a 3 mg de proteina del fluido vesicular se
mezla con el mismo volumen de la solucién 7 (el volimen total de
la mezcla no debe exceder de 2 ml para 2 geles) y se hierve
durante S minutos para desnaturalizar las proteinas. En cada gel
se coloca la mitad de la mezcla anterior y se llenan las c&maras
superior e inferjor con la solucién 8. Para el paso de la muestra
por el gel condensador se aplica una corriente de 20mA por gel y

40 mA por gel para el gel separador.
Electrotransferencia.

Terminada la electroforesis, se transfieren las protefnas a

un papel de nitrocelulosa de 13 X 13 cm (Schleicher G Schuell) con
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porb de  0.45 pm durante 1 hora a 25 V ‘en una solucién
amortiguadora de transferencia (Tris-base 0.025 M, glicina 0.193
M, metanol 20%, pH 8.35). Como control de la electroforesis se
corta una tira de uno de los geles antes de efectuar la
transferencia, para tefiirla posteriormente con la solucién 9 toda
la noche y luego desteifiirla con la solucién 10.

E! papel con las protefnas ya transferidas se coloca toda la
noche en albumina de suero de bovino al 3% en PBS-Tween (PBS + 0.3
7 de Tween 20} a 4 C. Como control de la transferencia se corta
una tira de uno de los papeles antes de sumergirlo en la solucién
de albumina, se lava con PBS-Tween y se tifie con tinta india
diluida 1:1000 en PBS-T toda la noche; se destifie al dfa siguiente
con agua. Los geles se tiflen con la solucién 9 para observar la
eficiencia de la transferencia. Al dia siguiente el papel de
nitrocelulosa se lava S veces con PBS-T y ya seco se corta en

tiras de 3 mm de ancho.
Analisis del suero.

Cada tira se humedece con PBS-T y se incuba con 100 ul del
suero respectivo diluido 1:20 en PBS-T durante 4 horas en cémara
humeda. Posteriormente se incuban ! hora a temperatura ambiente
sucesivamente con un anticuerpo biotinilado de conejo anti-lg de
ratén dilufda 1:4000 en PBS-T y con estreptoavidina-peroxidasa
diluida 1:4000 en PBS-T. Antes de cada adicién, las tiras se lavan
5 veces con PBS-T. Finalmente, las tiras se lavan 3 veces con
PBS-T, 2 veces con PBS y se incuban 10-30 minutos a temperatura
ambiente en una solucién de PBS con o-cloronaftol .03 7%, H202 .05
% y metanol 20 7 cubriéndolas de la Juz. Se enguajan

abundantemente con agua corriente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efecto del suero fetal bovino sobre Jlos cisticercos

Se examin6 el crecimiento de cisticercos en cultivo en
presencia de distintas concentraciones de hormonas sexuales en
combinacién con diferentes proporciones de SFB, con el objeto de
encontrar las condiciones para un crecimiento satisfactorio de los
parasitos que a la vez permitieran la observacién de cualqliier
efecto de las hormonas a probar, eliminando lo mas posible la
influencia de hormonas presentes en el suero o de otros factores
promotores del crecimiento contenidos en éste, que pudieran
enmascarar los efectos buscados. El contenido de SFB en el medio
de cultivo fué de 0, 0.1, 1 y 10 7%, mientras que las hormonas se
agregaron en cantidades equivalentes a 0, 0.1, 1 y 10 veces la
concentracién fisiolégica de estrégeno o testosterona presente en
el suero de ratones normales (Ogie y Kitay, 1976; Howe et al.,
1980; Brick et al., 1985).

A diferencia de los resultados mostrados en el capitulo
anterior, en los cuales se cultivaron 25 cisticercos por grupo,
los datos que se muestran aquf se obtuvieron cultivando 4
parasitos por grupo. Esto se hizo con el propésito de facilitar el
registro frecuente del nimero de gemas, el tamafio y la movilidad
con respecto a la movilidad inicial de cada uno de los cisticercos
con el uso de un microscopio invertido.

Los resultados se muestran en las figuras 6 a 9 y en las
tablas 2 y 3. El examen general de los datos revela el efecto
estimulador del suero sobre los tres parametros medidos (gemacién,
tamafio y movilidad). EI SFB al 107 y al 1% favorece la gemaci6n de
los cisticercos aumentando al menos 2 veces el méaximo de gemas
producidas en comparacién con los cultivos sin suero (figuras 6a,
6¢c, 6d, 7a, 7c y 7d).

El tamafio de los cisticercos también se incrementa en
presencia de mayor cantidad de suero, pasando de un tamafio maximo
de 3-4 mm en los cultivos sin suero, a 5-6 mm con SFB al 107
{figuras 8a, 8d, 9a y 9d). Por otra parte, la movilidad mostrada
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por los parésitos decae marcadamente a la mitad del tiempo de
duracién de los cultivos (entre los 12 y los 17 dias) cuando no
hay SFB en el medio o la concentracion de éste es de 0.1%. Con 1 y
107 de SFB, la movilidad de los paréasitos se conserva igual al
nivel inicial durante 31 dias. (tablas 2 y 3).

Es evidente el efecto favorable que ejerce el SFB sobre los
tres parametros registrados durante el tiempo de cuitivo. Aunque
los cisticercos se desarrollan en cierto grado cuando se cultivan
en un medio sin suero o con suero al 0.1 7, este desarrollo es
escaso en comparacién con e! alcanzado en un medio con 1 y 10 %,
en los cuales los parasitos presentan mayor produccién de gema's y
mejor movilidad y tamafio, alcanzando un periodo de vida en cultivo
de 30 dias con 17 de SFB y de al menos 45 dias con 10 de SFB
(figuras 6 a 9 y tablas 2 y 3). De estas observaciones se
desprende que el SFB al 1 % en el medio de cultivo es util para
obtener un desarrollo satisfactorio de los parasitos por 30 dias
en las condiciones de cultivo utilizadas, al mismo tiempo que se
reduce en 100 veces la concentracion original de los factores

séricos.

2. Efecto de hormonas gexuales (estrogeno y testosterona)

En los cultivos sin suero y con 0.1% de éste, no es posible
observar ningin efecto promotor o inhibidor dependiente de la
dosis de estrégeno o testosterona sobre la produccién de gemas por
los cisticercos (figuras 6a, 6b, 7a y 7b) dado que estas
concentraciones de suero no son favorables para los parasitos.

La grafica Sd muestra que el promedio de gemas producidas
decae con el tiempo en los cisticercos cultivados en ausencia de
testosterona. Los parasitos creciendo en presencia de la hormona
en el medio de cultivo, sobrepasan a los controles después del dia
15, de modo que, aparentemente, la testosterona estimula Ia
gemacién de los cisticercos. Por otra parte la produccién de gemas
con 1 y 107 de SFB en presencia de estrogeno, aparentemente es
inhibida por esta hormona (figuras 7c y 7d).

Las hormonas sexuales no afectan la movilidad de los

cisticercos a ninguna de las concentraciones de suero utilizadas,
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segin puede observarse en las tablas 2 y 3. El tamafio de los
cisticercos tampoco manifiesta efectos hormonales a lo largoe del
cultivo (figuras 8 y 9).

Las observaciones de los efectos hormonales mencionados
anteriormente, se basan en un numero reducido de parésitos por
grupo {4) y en presencia de una gran heterogeneidad en la
capacidad de gemacion de los parasitos {ver ‘‘Resuitados’’). Debido
a estas consideraciones, se dicidié examinar el desarrollo de los
cisticercos in vitro en presencia de hormonas sexuales en grupos
de 25 cisticercos con SFB al 17, con el objeto de obtqner
resultados mAas representativos. La descripcion y resultados de
estos experimentos estdn contenidos en el articulo de la seccién
IIl. Con ellos se concluye que las hormonas sexuales, incluyendo a
la progesterona, no afectan la capacidad de gemaciéon de los
cisticercos durante 34 dias de cultivo.

Durante el desarrollo de estos experimentos, se observé una
gran heterogeneidad en la capacidad de gemacién de los
metacéstodos individuales, de modo que los paréasitos cultivados
inicialmente con las mismas caracteristicas (aproximadamente 2 mm
de tamafio y sin gemas visibles) y en las mismas condiciones de
cultivo (igual concentracién de SFB y hormonas) mostraron amplias
diferencias en la produccién de gemas, especialmente en las pozas
con 1 y 10%2 de SFB. Asf, por ejemplo, se encontraron
frecuentemente cisticercos con una o ninguna gema al lado de
cisticercos con 7, 12 o 18 gemas. En las pozas sin SFB y con 0.17%
de éste, la heterogeneidad fué menor, debido probablemente a que
la gemaci6n estaba inhibida por la falta de suero en el medio de

cultivo.
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Figura 6. Efecto del suero fetal de bovino y la testosterona sobre
la gemacién de los cisticercos in vitro. @ [Te] = O ng/ml, + [Tel
= 0.03 ng/ml, ¢ [Tel = 3.0 ng/ml, & [Te] = 30.0 ng/ml.
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MURAERO DOE DEMAS PROMEDD
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Figura 7. Efecto del suero fetal de bovino y estrégeno sobre la
gemacién de los cisticercos in vitro. @ {Ez2] = O ng/ml, + [E2] =
.003 ng/ml, ¢ [E2] = 0.03 ng/ml, A [E2] = 0.3 ng/ml.
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TAMNO PRCMEDIC

TAMANO PROMEDIO
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Figura 8. Efecto del suero fetal de bovino y testosterona sobre la
el tamafio de los cisticercos in vitro. © [Te] = O ng/ml, + (Te] =
0.03 ng/ml, ¢ [Te] = 3.0 ng/ml, A [Tel = 30.0 ng/ml.
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Figura 9. Efecto del suero fetal de bovino y estrégeno sobre el

tamaiio de los cisticercos in yitro. @ [Ez] = O ng/ml, + {E2] =
0.003 ng/ml, ¢ {E2] = 0.03 ng/ml, a [E2] = 0.3 ng/ml.
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-“Tabla 2. Efecto del suero fetal de-bovino-y testqstexjona sobre la .
movilidad de los cisticercos i :
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1.0X [Tel

Concentracién de testosterona:
2 (++) Movilidad igual a la inicial, (-)movilidad nula, (+) movilidad

0.03 ng/ml,
intermedia.




Tabla 3. Efecto del suero fetal de bovino y estrégeno sobre la.
movilidad - de los cisticercos jn vitro.

R QLA T
0.0X, - 0.1X. 1.0X 10,0X:

| Suerao. s
0. 0x

-
- LE3 | |
| : t !
|"Dias i H
bt ;
! O 4 +4 B 25 ++ ++ | ++ ++ ++ ++
i 3! ++ ++ ++ ++ | ++ ++ ++ ++ |
H g +4+ ++ ++ +4+ ! +4+ ++ ++ ++ |
H 7 ++ ++ +4+ ++ ! ++ +<+ ++ ++ ]
H 10 | ++ +<+ ++ ++ | ++ ++ ++ ++ |
| 12 + + + + ++ ++ ++ ++ |
H 14 |} ++ ++ ++ ++ | +4 ++ ++ ++ |
' 17 % ++ ++ ++ ++ | +4+ ++ ++ ++ |
{ 12 i ++ ++ ++ ++ | ++ ++ ++ ++ |
! 24 + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ |
! 27 1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
H 3 | ++ ++ +4 ++ | ++ ++ ++ ++ !
) 35 4 + + + + ! ++ ++ ++ + |
H 42 | + + + + ++ ++ +4 - 1
{ H H {

0, 0.1X [E2] =
0.3 ng/ml.

Concentracién de 17 PB-estradiol: 0.0X [(Ez]
0.003 ng/ml, 1.0X [Ez) = 0.03 ng/ml, 10.0X [Ez2]

2

]

(++) Movilidad igual a la inicial, {(-) movilidad nula, (+) movilidad
intermedia.
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3. Efecto de la densidad de pardsitos sobre 'g crecimiento de

cisticercos ‘‘in vitro''.

Los resultados que se muestran aquf se refieren a la
evolucién de cisticercos cultivados en forma aislada (cisticercos
unicos) y en grupos de 4 (cisticercos agrupados).

Las figuras 10 y 11 muestran la produccién de gemas por
cisticercos cultivados en forma individual y en grupos de cuatro
parésitos por poza. Dado que no se registré el numero de gemas
producidas por los cisticercos individuales de éste ultimo grupo,
no fué posible comparar la gemacién de un cisticerco cultivado
individualmente, con la gemacién de un cisticerco cultivado
agrupadamente, sino con la gemacién promedio de estos. Aun con
esta salvedad, es posible notar que la capacidad de gemacién de
los cisticercos es mayor cuando coexisten 4 cisticercos en la
misma poza y que frecuentemente la cantidad de gemas de los
cisticercos Unicos se vuelve cero al final del cultivo o antes
(figuras 10a, 10b, 10c, 10d, 1lla y 11d), mientras que los
cisticercos agrupados mantienen o aumentan su nUmero de gemas.
Como se mostrard mas adelante, la desapariciéon de las gemas se
acompaiia de la pérdida de movilidad y del colapso de la estructura
macroscopica de los parasitos.

En las figuras 12 y 13 se muestra el tamafio desarrollado por
los cisticercos de los experimentos anteriores. Es notable que en
ausencia de suero y con 0.1%2 de este, los cisticercos unicos
alcanzan un tamafio maximo semejante al de los cisticercos
agrupados (aproximadamente 3 mm), pero generalmente se colapsan
entre los dias 18 y 38 del cultivo, mientras que los parasitos
agrupados no muestran todavia sefiales de dafio el dia de la
interrupci6n del cultivo (dia 4S) (figuras 12a, 12b, 13a, y 13b).

Cuando la concentracién del SFB es de | y 10 %, los parasitos
unicos alcanzan tamafios mayores que los parasitos agrupados
durante la segunda mitad del periodo de cultivo, decayendo
abruptamente entre los difas 25 y 40 (figuras 12¢, 12d, 13c y 13d).
Los cisticercos unicos de esta etapa presentaban su tegumento
totalmente distendido, dando al pardsito un aspecto esférico
inerte. Al parecer, el aumento en el volimen es una sefial de

atrofia estructural y de muerte préxima ya que siempre fué seguido

S5



por el colapso abrupto del parasito. Estos ‘cambios no se
observaron en los parasitos cultivados en grupos de 4.

Finalmente, en la tabla 4 se compara la movilidad relativa de
los cisticercos cultivados en forma individual con la movilidad de
los cisticercos agrupados. En ausencia de suero los parasitos
cultivados individualmente pierden su movilidad completamente
entre los dias S y 12 de cultivo, mientras que los cultivados en
forma agrupada mantienen su movilidad igual a la original hasta
por 15 dias, manteniendola, aunque a un nivel menor, hasta el
final del cultivo (45 dias). El efecto del suero mimetiza el
efecto de la densidad. La adiciéon de diferentes concentraciones de
SFB favorece el mantenimiento de la movilidad propia de los
parasitos, de modo que con 10 7% de SFB, los cisticercos agrupados
tienen movilidades 6ptimas hasta el final del cultivo, no asf los
parasitos unicos, los cuales muestran movilidad 6ptima sélo hasta
el difa 22, perdiéndola después casi completamente.

Los datos indican que el estado general de los parasitos
(gemacién, tamafio, movilidad y sobrevivencia), depende en parte de
la densidad de individuos. Asi, los cisticercos creciendo en forma
agrupada producen mas gemas, muestran mayor movilidad, mantienen
su estructura fisica por méas tiempo y sobreviven mas en cultivo,
que los cisticercos creciendo aisladamente en las mismas
condiciones. Puesto que todos los experimentos se realizaron en
forma simultdnea con cisticercos con las mismas caracteristicas
iniciales (2mm de tamafio, sin gemas visibles) y de la misma
fuente, los resultados no se deben a variables de origen de los
parasitos o de la infeccién, ni por diferentes condiciones de
cultivo,

No se ha mencionado hasta la fecha ningin caso de intercambio
de factores promotores del crecimiento entre metacéstodos (Hasseb
y Fried, 1988) y la reproduccién de éstas se considera como
asexual. Sin embargo, los resultados que se ruestran aquf permiten
especular acerca de la existencia un algin factor dependiente de
la densidad de parasitos que actGa para favorecer la reproduccién

y la sobrevivencia de los cisticercos in vitro.
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Figura 10. Efecto de la densidad de parasitos sobre la gemacién in
vitro (Experimento 1). © 4 cisticercos, +1 cisticerco.
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Figura 11. Efecto de la densidad de parasitos sobre la gemacién in
vitro (Experimento 2). u 4 cisticercos, + 1 cisticerco.

58




Taaasc PROMEDIO

TIMNO PRARTYO

SIN'SUERO SUERO AL 0.1%

’ ’
€ 4 F‘L,‘ E
LR 8
. e
34 34 AN
2 1 2 4
14 14
° L T T M T T T =T L3 T T T T T
3 to 2 x © ] 10 »
TIZMPO (01A9) TIENPO (DrAN)
SUERO AL 1.0% ‘ SUERO AL 10.0%
’ ,7,
6~ s
(B » 4
4 4
34 34
24 2 4
t 4y 14
L] T T ~T T T T T T ° T ~r T T T
o 10 E) » © ° 10 £
. TIEMPQ (D1AS) TIENPO (D1AS)

Figura 12. Efecto de la densidad de parasitos sobre su tamafio in
vitro (Experimento 1). O 4 cisticercos, + 1 cisticerco.

59



TIANNO PACMEDIO

SINSUERO . = - = " SUERO AL 0.1%

21

14

T T %7 T

TIEMPO (D149) - TIEMPO (OtaN)

SUERO AL 1.0% ... SUERO AL 10.0%

1

T T T~ T T T T T T 1 T
10 ® » © ° 10 E S o “©
TIENPQ (DIAS) TiEMPO (Dtas)

Figura 13. Efecto de la densidad de parasitos sobre su tamafio in
vitro (Experimento 2). @ 4 cisticercos, + 1 cisticerco.
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ratones.

Los ratones se irradiaron de cuerpo entero con una dosis total
de 600 rads con una fuente de electrones, dosis considerada como
suficiente para inducir una inmunodepresiéon significativa para el
estudio de la funcién inmune en otras parasitosis (Wakelin y
Wilson, 1977).

La figura 14 muestra los cambios en la cantidad de leucocitos
sanguineos en los dias posteriores a la irradiacién e inoculacién
de los ratones con 10 cisticercos en la cavidad peritoneal y hasta
el final del periodo experimental. Los ratones incluidos en este
estudio son hembras y machos, gonadectomizados y no
gonadectomizados. Los ratones mostraron leucopenia inmediatamente
después del tratamiento, la que continué por espacio de 14 dias en
todos los animales y en algunos hasta los 22 dias, mientras otros
ya hablan recuperado cifras normales para entonces. Asimismo, los
niveles de anticuerpos anticisticerco en el suero de los ratones
no irradiados, fueron aproximadamente el doble de los niveles
encontrados en los ratones irradiados al término del experimento
(tabla 5).
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Figura 14. Efecto de la irradiacién sobre la cantidad de células
blancas en la sangre periférica. La irradiacién se efectus el dia
0 y la inoculacién con los metacéstodos el dfa 1. a) ratones no
irradiados, b) ratones irradiados . Hembras, hembras
gonadectomizadas, machos, machos gonadectomizados.
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Tabla 5. Nivel de anticuerpos promedio en el suero de ratones
irradiados y controles, infectados con metacéstodos de T.

crassiceps. Las determinaciones se efectuaron por ELISA a los 31
dias de la irradiacién y 30 de la inoculacién.

Anticuerpos (D.O. a 492nm}

Controles Irradiados
Hembras intactas 829l 547
(10) (10)
Hembras gonadectomizadas 535 279
(8) (7)
Machos intactos 560 346
(18) (16)
Machos gonadectomizados 786 T 327

(18} (16)

Los nuGmeros entre paréntesis indican la cantidad de ratones de
cada grupo.
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S. Efecto de las gdnadas sobre el reconocimiento de antigenos

del cisticerco por el suero de ratones infectados.

La figura 15 muestra la imagen de los antigenos reconaccidos
por los anticuerpos del suero de ratones gonadectomizados y no
gonadectomizados con infecciones de 30 dias de duracién.

Un ex&men general de la figura 1S muestra inicialmente que el
fluido vesicular del cisticerco de Taenia crassiceps es una mezcla
compleja de antigenos (al menos 33 bandas conspicuas, consideradas
en este andlisis) y que el reconocimiento de los mismos por, el
suero de los distintos grupos de ratones es semejante.

Para  analizar detalladamente la figura 15, se utiliz6 un
procedimiento grafico sencillo desarrollade por Larralde y col.
(1989) denominado ‘‘inmunoplot’’, el cual se describe en la figura
16. Este procedimiento permite comparar el reconocimiento
antigénico de distintos grupos de individuos infectados.

Las figuras 17 a 20, muestran los ‘‘inmuncplots'’ elaborados
para comparar la respuesta humoral de ratones hembras y machos,
gonadectomizados y no gonadectomizados. Se denominar4d a cada
antigeno segin su peso molecular,

La respuesta inmune humoral muestra algunas diferencias
cualitativas entre los sexos. Las hembras reconocen algunos
antigenos con mayor frecuencia que los machos (antigenos 273, 43,
266, 32, 107 y 18) (figura 17) lo cual puede contribuir a la mayor
cantidad de anticuerpos presentes en ellas. En particular, los
antigenos 107 y 18 se reconocen exclusivamente por las hembras.
Solamente el antigeno 151 se reconoce preferencialmente por los
machos, aunque su frecuencia de reconocimiento en éstos no rebasa
el 607.

La ovarectomia no modifica substancialmente el reconocimiento
antigénico en las hembras (figura 18). Por lo tanto, los ovarios
no parecen influir en el reconocimiento antigénico, sino solo en
la cantidad de anticuerpos producidos (tabla 5). En cambio, la
gonadectomia induce un aumento en el reconocimiento antigénico por
los machos (figura 19}, lo cual causa una uniformidad relativa en
las frecuencias de reconocimiento antigénico en los machos
gonadectomizados y en las hembras gonadectomizadas para la mayoria

de los antigenos (figura 20). El antigeno 18, cuyo reconocimiento
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es propio de las hembras (intactas o gonadectomizadas), se
reconoce en los machos solamente en ausencia de los testiculos.
Por lo tanto, los testiculos influyen no sélo en el nivel
cuantititativo de los anticuerpos, sino que ademas inducen cambios
en el reconocimiento antigénico.

Entre los animales gonadectomizados existen diferencias
claras entre los sexos con respecto al reconocimiento de ciertos
antigenos (107 y 266 en las hembras y 151 y 184 en los machos)
(figura 20). Estas diferencias no influyen en la susceptibilidad,
puesto que la carga parasitaria de los ratones gonadectomizados, es
igual en las hembras y en los machos, pero sefialan la existencia
de efectos del sexo en la especificidad de los anticuerpos
producidos que es independiente de las génadas, o bien que son
producto de modificaciones irreversibles provocadas por éstas, que
se manifiestan aun después de la gonadectomia.

Existe un grupo de antigenos altamente inmunogénico cuyo
reconocimiento es independiente del sexo y de la gonadectomfa.
Estos antigenos presentan valores de frecuencia iguales o cercanos
a 1 en todos los ‘‘inmunoplots’’ (antigenos 248, 211, 199, 171, 160
y 138).

Las obsevaciones anteriores estan resumidas en la tabla 6.
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Figura 15. "Western blot" de la reaccidn del suero de ratones hembras y machos gonadec-
tomizados y no gonadectomizados con antigenos del fluido vesicular de T. crassiceps.

i.No,

. /INFECTADOS -
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Figura 16: Inmunoplot. Inicialmente se obtiene la frecuencia
con la que cada banda reacciona con los sueros de los diferentes
grupos de individuos infectados y se resta a éstas la frecuencia
de reaccién de cada banda con el suero de individuos normales, con
el fin de descartar del andlisis a los anticuerpos que no son
inducidos especificamente por los parasitos. Los resultados se
grafican confrontando a los grupos que se desee comparar. La
posicion de los puntos correspondientes a cada banda en el plano
de la grafica, otorga a cada antigeno un significado inmunolégico
inmediato. Las bandas con baja frecuencia en un eje pero alta
frecuencia en el otro, son antigenos especificamente reconocidos
por uno de los dos grupos comparados, de acuerdo con valores de
umbral  seleccionados arbitrariamente. Las bandas «con alta
frecuencia en ambos ejes representan antigenos propios de la
enfermedad pero igualmente reconocidos por ambos grupos de
individuos. Las bandas con frecuencia cero o negativa son de
escazo interés para la inmunologfa de la enfermedad. Si los puntos
se distribuyen por todo el plano de la grafica, es claro que la
inmunogenicidad de la mezcla antigénica es heterogénea. La
pendiente lineal de la grafica debe reflejar la existencia de
alguna tendencia de los antigenos a reaccionar con un grupo dado
de sueros (Tomado de Larralde et al. 1989).

68



F (Bi) machos—F (Bi) n

138,171,199,

2lt, 245
- 160
0.8 -
06 ois!
% 3
235,
04 - Bi5
- 273
02 Q84 0
N o o 2%9 %3 0266 o7
_70,50,4¢ ]
Y —3E 20 -
-0.2 -
n2s
v I 1 M ] v I ‘ 1 v i
-03 -0! O ol 03 0.5 07 0.9
F (Bi) hembras-F (Bi) n
Figura 17. ‘Inmunoplot’ de los sueros de ratones infectados

hembras y machos controles (no gonadectomizados) después de
reaccionar con los antigenos del flufdo vesicular de T.

crassiceps.

69



F {Bi) hembras Gx-F (Bi)n

2
D266 107 %so
ole
0.8 -
06 - o | 2 es2
0230
P oiz
D42
0.4 90,86
el see B2 o33
. o ne2
0.2 +
’ 4535,2|
0 50084 151 _os0
'1—‘“%—‘:-
76
4
128
~0.2 4
M T T T T T T T
-03 -0l 0 -0i -03 -05 -07 -0.9

F (Bi) hembras no Gx-F (Bi) n

Figura 18. ‘‘Inmunoplot’’ de los sueros de hembras infectadas
controles y gonadectomizadas después de reaccionar con los
antigenos del fluido vesicular de T. crassiceps.
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Figura 19. “Inmunoplot’”” de los sueros de machos infectados
controles y gonadectomizados después de reaccionar con los
antigenos del fluido vesicular de T. crassiceps.
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Figura 20. “‘Inmunoplot’’ de los sueros de hembras y machos
infectados y gonadectomizados después de reaccionar con los
antigenos del fluido vesicular de T. crassiceps.
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Tabla 6. Andlisis, por inmunoelectrotransferencia, del reconoci-
miento de antigenos del cisticerco por el suero de ratones
gonadectomizados y no gonadectomizados con infecciones de 30 dias
de duracién con cisticercos de Taenia crassiceps.

Antigenos* Frecuencia
en hembras en machos

Propios de machos 151 .08 .58
Propios de hembras 107 .83 .08

18 .92 o]

273 .58 A7

266 .58 .08

43 .58 .33

Efecto de la gonadectomfia
Antigenos Frecuencia

en hembras Gx en machos Gx

Propios de machos Gx 151 0 .75
184 o} .58
Propios de hembras Gx 266 .96 .33
107 1 17
273 .61 .33
40 .62 .33
Propios de hembras Gx 18 .87 75

y machos Gx.

Antfgenos con alta frecuencia de reconocimiento
independiente de las génadas.

Antigenos Frecuencia
en hembras en machos

248
211
199
171
160
138

— b

.92

L

* Peso molecular de cada antigeno.
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V. DISCUSION GENERAL

La asociacién entre 1la susceptibilidad a enfermedades
infecciosas y el sexo del hospedero se observa para una variedad
de organismos incluyendo virus, bacterias, hongos, protozoarios y
metazoarios (Ahmed, Penhale y Talal, 1985). En general, las
diferencias en el grado de infecci6n entre hembras y machos son
muy notables, lo cual subraya la importancia de los factores
relacionados con el sexo como determinantes de la susceptibilidad
(Apéndice 2). En la mayor parte de los casos estudiados, .los
pardsitos se desarrollan preferencialmente en los hospederos
machos (Apéndice 2).

En el caso de la cisticercosis murina causada por el
metacéstodo de Taenia crassiceps existe una diferencia de
susceptibilidad muy marcada entre los ratones de distinto sexo,
siendo las hembras mas susceptibles que los machos (Freeman, 1962;
Culbreth, 1972; Sciutto, 1989).

En este trabajo se confirman dichas observaciones y se
demuestra que la gonadectomia afecta significativamente Ia
susceptibilidad de ratones puberes (5 semanas} en la cepa
susceptible Balb\c, disminuyendo a la mitad la susceptibilidad de
las hembras y aumentando hasta tres veces la de los machos, en
infecciones experimentales de 30 dfas de duracién. Como resultado,
la gonadectomfa iguala la susceptibilidad de los ratones de ambos
sexos (Seccién III).

La diferencia de susceptibilidad asociada al sexo y el efecto
de la gonadectomfa en la cisticercosis murina por T. crassiceps
puede estudiarse a la luz de los conocimientos sobre la estrecha
relacién existente entre los sistemas inmune y endécrino
(Paavonen, Anderson y Adlercreutz, 1981; Ahmed, Penhale y Talal,
1985; Grossman, 1984; Bateman et al.,, 1989; Blalock, 1989)
(Apéndice 2). No obstante, es importante explorar la posibilidad
de que las hormonas del hospedero ejerzan efectos directos sobre
los cisticercos, en vista de que algunos parasitos pueden captar y
manifestar efectos de hormonas o neurotransmisores (Mansour, 1984;
Chung, Parish y Bone, 1986; Kiser, Prish y Bone, 1986) (Apéndice

2). Nuestros resultados indican que el estrégeno, la progesterona
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y. la testosterona no influyen de manera significativa en el
desarrollo del parasito in vitro.

La  posible participacién del sistema inmune en la
susceptibilidad asociada al sexo en la cisticercosis por T.
crassiceps fué observado por Sciutto y col. (1989), quienes
mostraron que la vacunacién con un extracto del cisticerco, indujo
mayor proteccion en machos que en hembras tanto en cepas
resistentes como susceptibles.

Para examinar con detalle el papel del sistema inmune en la
susceptibilidad asociada al sexo a la cisticercosis por . T.
crassiceps, se evalué el efecto de la irradiacién sobre la carga
parasitaria de ratones hembras y machos gonadectomizados e
intactos. Los resultados muestran que el efecto de la gonadectomfa
sobre la carga parasitaria, esto es, la diferencia entre el nimero
de cisticercos en animales gonadectomizados y no gonadectomizados,
solamente se manifiesta en presencia del sistema inmune {ntegro.
Por lo tanto, el aparato inmunocompetente aparece como el sistema
mediador que determina la diferencia de susceptibilidad a la
cisticercosis asociada al sexo.

Las conclusiones principales de este estudio se muestran en
la figura 20. En ésta, la eliminacién de las flechas laterales
indica que las hormonas sexuales del hospedero no afectan
significativamente a los parasitos en forma directa. En cambio, el
esquema sefiala que el sistema inmune es el medio de influencia de
las génadas sobre los parasitos. El papel inmunoestimulador del
ovario ilustrado en el esquema 20 se basa en las observacién de
que las hembras son mas susceptibles a la cisticercosis y que la
inmunodepresién no modifica la susceptibilidad de las hembras
intactas. Si el aparato inmunocompetente de las hembras se
encuentra inhibido per se, se puede asumir que la irradiacién ya
no aumenta su grado de depresién; en cambio, las hembras
gonadectomizadas presentan un sistema inmune activo que limitaria
el crecimiento de los cisticercos y, en este caso, la irradiacion
efectivamente aumenta la carga parasitaria en ausencia del ovario.
Por otra parte, es factible que factores testiculares estimulan
los eventos de inmunidad contra los cisticercos, dado que los

machos son el sexo menos susceptible y que la inmunodepresién de
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la cisticercosis murina por Taenia crassiceps.
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~los -animales ' intactos efectivamente induce aumento de la carga
parasitaria. En los machos gonadectomizados, en los que el aparato
inmunocompetente no estad estimulado, la irradiacién no afiade
ningtn efecto sobre la velocidad de infeccién. El efecto neto de
la interaccién go6nadas-sistema inmune es inhibitorio, dado que la
vacunacién disminuye la carga parasitaria en ambos sexos, pero
protege mas a los machos que a-las hembras (Sciutto, 1989). Se
indica también la sefial promotora de crecimiento que los mismos
cisticercos parecen emitirse. Aunque preliminares, nuestras
observaciones en este sentido muestran que los cisticercos
cultivados en forma agrupada producen mayor nUmero de gemas,
tienen mejor movilidad, conservan su estructura fisica por mas
tiempo y sobreviven por periodos mayores en cultivo que las larvas
cultivadas aisladamente en las mismas condiciones. No existen
reportes acerca del intercambio de factores de crecimiento entre
larvas de céstodos (Hasseb y Fried, 1988). Sin embargo, los
resultados descritos aqui pemiten especular acerca de factores
dependientes de 1la densidad de parasitos que favorecen la
reproduccion y la sobrevivencia de los cisticercos in vitro.

Las evidencias disponibles ‘indican que los anticuerpos no
tienen un papel determinante en la proteccién de los ratones
contra la cisticercosis por T. crassiceps (Chernin, 1977; Sciutto
et al.,, 1990). Nuestras observaciones de los niveles de
anticuerpos en ratones gonadectomizados e infectados apoyan esta
hip6tesis. A niveles mayores de anticuerpos no corresponden
cantidades menores de parasitos; mas bien, el nivel de anticuerpos
se mantiene en proporcién directa con el numero de parasitos
recuperados de la cavidad abdominal (tabla 5), indicando que la
presencia continua de los cisticercos en la cavidad peritoneal
estimula la produccién de anticuerpos, pero que éstos son
irrelevantes para el control de la infeccién. Si, como nuestros
datos lo indican, el sistema inmune media el efecto de las génadas
sobre los cisticercos, los fenémenos de inmunidad que operan en la
determinacién de la susceptibilidad a la cisticercosis por T.
crassiceps, deben ser fundamentalmente de caracter celular,

No obstante que los anticuerpos no parecen participar en la

determinacién de la susceptibilidad dependiente del sexo, la
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respuesta inmune humoral muestra algunas diferencias cualitativas
entre los sexos. Los sueros de las hembras reconocen algunos
antigenos con mayor frecuencia que el suero de los machos, lo cual
puede contribuir a la mayor cantidad de anticuerpos observados en
las primeras. La ovarectomia no modifica substancialmente el
reconocimiento antigenico de las hembras. En cambio, en los machos
la gonadectomia induce un aumento en el reconocimiento de diversos
antigenos. En particular un antigeno (p.m. = 18 kd), cuyo
reconocimiento es propio de las hembras (intactas o
gonadectomizadas), es reconocido por los machos solamente después
de la orquidectomia.

La influencia de factores hormonales de origen gonadal sobre
el sistema inmune se ha sefialado como la causa fundamental de las
diferencias de susceptibilidad asociadas al sexo (Grossman, 984;
Ahmed, Penhale y Talal, 1985; Alexander y Stimson, 1988). En
general se considera que la capacidad de respuesta inmune de los
machos es menor que la de las hembras y numerosas observaciones
acerca de la mayor susceptibilidad de los machos a infecciones de
diversos tipos parecen confirmar esta aseveracién (Miller, 1965;
Frayha et al., 1971; Dobson y Owen, 1978; Charniga et al., 1981;
Reddington et al., 1981; Alexander y Stimson, 1988; Mock y Nacy,
1988; Wonderlich, et al., 1988; Nakanishi et al., 1989). En éste

contexto, la cisticercosis por T. crassiceps constituye un caso de

excepcién, al igual que la infeccién causada por el metacéstodo de
Taenia multiceps (Esch, 1966), en la cual el tratamiento con
corticoesterona aumenta la velocidad de infeccién de ratones
machos y no altera la velocidad de infeccién de los ratones
hembras. En ambos tipos de cisticercosis, es probable que factores
propios del parasito influyan en forma significativa en el curso
de la infeccién. Este aspecto no se descarta en el estudio
presente y seflala la importancia de estudiar la susceptibilidad
desde un enfoque integrativo de las interacciones sistema inmune -

sistema endécrino - parésito.
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VI. CONCLUSIONES

1. La gonadectomia afecta significativamente la susceptibili-
dad de los ratones hembras y machos en infecciones experimentales
de la cepa susceptible Balb/c con metacéstodos de Taenia
crassiceps, disminuyendo la susceptibilidad de las hembras y
aumentando la de los machos. Como resultado, la gonadectomia

iguala la susceptibilidad entre los sexos en el ratén.

2. El estrogeno, la progesterona y la testosterona no afectan

significativamente el desarrollo de los parasitos in vitrg.

3. El efecto de las génadas sobre la susceptibilidad solamente
se manifiesta en presencia de un sistema inmune integro y no en
ratones inmunodeprimidos por irradiacién. Por lo tanto, el sistema
inmune media la influencia de las génadas sobre el crecimiento

parasitario.

4, Seg propone que los ovarios tienen un papel! inhibidor de la

inmunidad contra los cisticercosis de Taenia crassiceps, mientras

que los testiculos ejercen un efecto estimulador de la misma .

S. Los cisticercos cultivados en forma agrupada se
desarrollan y multiplican m&s y mejor que los cisticercos
cultivados individualmente, por lo que la densidad de parasitos
parece ser un factor significativo para su mejor crecimiento in

vitro.

6. Se fortalece la hipétesis (Sciutto, 1990) de que los
anticuerpos no tienen un papel determinante en la proteccién de

los ratones contra la cisticercosis por Taenia crassiceps.

7. El reconocimiento de antigenos del cisticerco por el suero
de los ratones hembras y machos es diferente (analizade por
imnunoelectrotransferencia). La gonadectomia modifica el

reconocimiento antigénico solamente en los machos.
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VIL. APENDICES
APENDICE 1

Cisticercosis murina causada por Taenia crassiceps.
Aspectos biolégicos e inmunolégicos.

La cisticercosis experimental murina inducida por inoculacién
intraperitoneal de los metacéstodos (cisticercos) de la Taenia
crassiceps, constituye un modelo excelente para el estudio de los
diferentes aspectos de la relacién hospedero-parasito. Esta

parasitosis en muchos aspectos es semejante a la cisticercosis

causada por los metacéstodos de Taenia solium, el cisticerco que
invade al hombre y al cerdo y que se presenta como un severo
problema econémico y de salud piblica en palses subdesarrollados
de Asia, Africa y América (Flisser y Larralde, 1986).

Como en otras parasitosis, el metacéstodo de T. crassiceps
causa una infeccién de naturaleza crénica, durante la cual el
pardsito se multiplica constantemente sin afectar la sobreviven-
cia del hospedero. Por lo tanto, la relacién del parasito con el
hospedero  debe implicar interaccién con diversos sistemas
orgénicos que dé como resultado una relacién equilibrada entre
ambos organismos.

Antes de abordar la revisibn de las investigaciones
referentes a la inmunobiologfa de la cisticercosis por T.
crassiceps, en la presente revisibn se sefialaran primero los
aspectos fundamentales de la biologia del paréasito, por ser estos
de primera importancia para la comprensién del fenémeno global de

la cisticercosis.
Biologia del pardsito.

Taenia crassiceps (Zeder, 1800; Rudolphi, 1810) es un gusano
platelminto de la Clase Cestoda que vive en el intestino de las
zorras rojas de Europa y de Norteamérica. Aunque las zorras son
sus hospederos principales, Taenia crassiceps suele encontrarse

ocasionalmente en otros canidos como lobos, coyotes y perros. Las

81



Fig. 1. Cisticerco de T. crassiceps con el escélex
invaginado; se observan tres de la cuatro ventosas. No se aprecian
los ganchos debido al nivel del corte (Cortesia de la Dra. M.T.
Rabiela).

caracteristicas biolégicas de éste céstodo han sido extensamente
estudiadas por Freeman {1962, 1964, 1973). El gusano mide de 70 a
140 mm. de largo y 2.4 mm. en su parte mas ancha.

El escoélex (regién anterior adaptada para adherirse al tejido
intestinal del hospedero) presenta 4 ventosas y un rostelo o
corona constituida por dos anillos formados por 32 a 36 ganchos
rostelares de base ancha, lo cual es una caracteristica tipica de
la especie (Figs 1 y 2).

Cysticercus longicollis (Rudolphi, 1819), es el estado larval
de Taenia crassiceps. Sus hospederos los constituyen pequefios
roedores de Europa y Norteamérica, los cuales adquieren la
infecci6én a través de la ingestién de huevecillos dispersos en el
medio ambiente provenientes de heces fecales de canidos
infectados. Dentro del roedor, los huevecillos se transforman en
cisticercos y comienzan un procesc de reproduccién presuntamente
asexual, que consiste en la produccién continua de gemas por los
cisticercos maduros. Las gemas se convierten en nuevos cisticercos
que a su vez inician otro ciclo de gemacién. Cuando un roedor con
cisticercosis es devorado por un predador céanido, los cisticercos
se instalan en el intestino de éste y se desarrollan en la forma
adulta,

Las tenias alcanzan la madurez sexual 5 a 6 semanas después
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de haber ingresado al intestino de =zorras y- perros, periodo
después del cual comienzan a producir huevecillos infectivos
(Freeman, 1962), cerrando de este modo el ciclo de vida de Taenia

crassiceps.
La capacidad de gemacién del cisticerco como forma de

reproduccién en roedores, ha hecho posible su mantenimiento por
inoculacién intraperitoneal seriada en animales de laboratorio,
inicialmente en ratones (Freeman, 1962) y posteriormente en ratas
(Blair y Campbell, 1976; Sally, Chou y Freeman, 1976).

El proceso general de desarrollo del metacéstodo en un ratén
después de la ingesti6én natural de huevecillos es como sigue: los
Jjugos digestivos del animal remueven la cépsula estriada del
huevecillo y permiten la liberacién del embrién u oncosfera, la
cual mide aproximadamente 0.02 mm. de didmetro y posee 3 pares de
ganchos. El embrién emigra a través de los tejidos del hospedero
hasta el sitio donde va a instalarse para alcanzar un desarrollo
ulterjor, generalmente en las cavidades pleural o subcutdnea y
ocasionalmente en la cavidad abdominal. Una vez instalado, el
embrién se transforma en un cisticerco con un escélex incipiente
en un extremo. En este momento, el metacéstodo comienza a producir
gemas exégenas por el lado opuesto al esc6lex (abscoélex). Cuando
se coloca en solucién salina, la larva eventualmente sufre
evaginacién de la =zona del escélex; en condiciones de cultivo in
vitro se ha logrado el desarrollo del cisticerco hasta un estado
estrobilar, con formacién de poros genitales (Esch y Smith, 1975).
La morfologia de las diferentes etapas del desarrollo del
metacéstodo se ilustran en las Figs. 2 y 3.

La velocidad de multiplicacién del pardsito no es la misma en
todos los sitios en que se desarrolla la infeccién. EI crecimiento
es varias veces mayor en la cavidad intraperitoneal que en las
cavidades subcutdnea y pleural en infecciones mantenidas hasta por
550 difas (Freeman, 1962); por esta razén, la inoculacién
intraperitoneal en ratones ha sido seleccionada por muchos
investigadore para fines experimentales. Adicionalmente, la
infeccién en la cavidad peritoneal permite la  produccién de una
gran cantidad de cisticercos libres, los cuales provocan el

ensanchamiento del abdomen de los ratones en infecciones de larga
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Fig. 2: Etapas del desarrollo del metacéstodo de T. crassiceps.
(Valor de la escala entre paréntesis): 1) Ganchos rostelares (0.1
mm.); 2) Embrién (0.02 mm.); 3) Vesicula joven (0.5 mm.); 4)
Cisticerco joven (0.5 mm.}); 5) Cisiticerco con gemas (0.5 mm.); 6)
Cisticerco totalmente gemante (Unidad gemante) (Tamafio de las
barras 1.0 mm.); 7) Cisticerco evaginado (Tomado de Freeman,
1962).

duracién. Los parasitos pueden obtenerse y cuantificarse
directamente en cuanto a su numero y volumen total para evaluar el
progreso de la enfermedad (Larralde, et al., 1988) (Fig. 4).
Actualmente, varios laboratorios mantienen en existencia
algunas ‘‘cepas'’ o variedades del cisticerco de T. crassiceps.
ORF, la cepa mas’ antigua, aislada en 1952 (Freeman, 1962), es una
variedad anormal debido a que raramente producés escoleces y los
escoleces producidos son anormales. Esta caracteristica se ha
acentuado en el tiempo mientras la cepa se ha transferido de ratén
en ratén (Dorais y Esch, 1969), y es la causa probable de que no
sea infectiva en perros. En 1972, Smith, Esch y Kuhn, registraron
que la cepa ORF presenta aberraciones cromosémicas y la
caracterizaron como una mutante aneuploide. Para fines experimen-
tales, la cepa ORF es la més usada debido a que es la que presenta

la mayor velocidad de reproducci6én en ratones.
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Fig. 3. Imagen de un cisticerco gemante en microscopfa electrénica
de barrido. (Cortesia de la Dra. M.T. Rabiela).

Otras cepas de T. crassiceps son: KBS, aislada en 1965 por
Dorais y Esch (1969), presenta anormalidades frecuentes en el
escolex y es posible que no sea infectiva para canidos {Schiller,
1973); Toi, obtenida por Freeman (1962) a partir de parasitos de
marmota; ERS, obtenida por una infeccién en ratas a partir de
pardsitos de ratén; HYG, aislada en 1974 por infeccién de un ratén
con huevecillos obtenidos de una zorra y DEB, aislada de un ojo
humano en 1972 (Freeman, et al., 1973).

La ultraestructura bésica del cisticerco de T. crassiceps ha
sido estudiada en detalle por Baron (1968), quien describié una
estructura  tegumental sincitial con la superficie externa
modificada para formar prolongaciones o microtricos, los cuales
contienen cilindros de microfilamentos tipicos (Belton, 1977).
También se ha descrito la presencia de vesiculas pinociticas y
heterofagolisosomas como evidencia de actividad endocitica en el

tegumento (Threadgold y Dunn, 1983).
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Fig. 4 Medicién del volumen ocupado por los cisticercos. La
determinacién del volumen se facilita por la estructura
macroscépica del parésito.

El tegumento posee un glucocalix rico en carbohidratos &acidos
que se sintetizan en el citoplasma y se traslocan a la superficie
tegumentaria, Este material se recambia rapidamente (Trimble y

Lumsden, 1975).

Inmunobiologia

La participacién de eventos de inmunidad en la cisticercosis
murina por T. crassiceps constituye un factor muy importante en la
determinacién del curso de la enfermedad. Esto se ilustra con los
estudios de Simmons, Sierbert y Good (1980), quienes demostraron
que la inyeccién subcutdnea de tres larvas, tres semanas antes de
un desafio intraperitoneal, provoca una resistencia substancial a
la reinfecci6bn en ratones. Asimismo, Larralde y col. (1988)
mostraron que la vacunacién con un extracto antigénico un mes
antes del desaffo intraperitoneal, disminuye la susceptibilidad a

la enfermedad en una forma dependiente de la dosis. Por lo tanto,
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la entrada del parésito o de elementos del mismo en el hospedero
provoca el desarrollo de wuna inmunidad concomitante que se
manifiesta por una resistencia relativa (y frecuentemente
absoluta) al reestablecimiento de la infecci6n.

Estudios tempranos también mostraron que la resistencia a la
infeccién de los hospederos hembras es menor que la de los
hospederos machos, tanto en ratones (Freeman, 1964; Culbreth,
1972; Chernin, 1975), como en ratas (Blair y Campbell, 1976).
Otras parasitosis de npaturaleza diversa también muestran
diferencias de susceptibilidad relacionada al sexo del hospedero
(ver Apéndice 2); en la mayorfa de ellas la resistencia de las
hembras es superior, por lo que la cisticercosis por T. crassiceps
constituye una excepcién a esta observacién general.

Los mecanismos efectores precisos de la inmunidad protectora
a T. crassiceps no han sido del todo aclarados, si bien se ha
mencionado la participacién de eventos de inmunidad tanto celular
como humoral.

La respuesta inmune a nivel intestinal después de la
ingestién de huevecillos no ha sido abordada atn para esta

especie. En el caso de T. taeniaeformis, Musoke, et al. (1975),

comprobaron que es posible la proteccién pasiva de animales
neonatales por medio de anticuerpos calostrales y Lloyd y Soulsby
(1978) descubrieron que la IgA de las secreciones intestinales de
ratones infectados protege pasivamente contra la infeccién con
huevecillos. Por lo tanto, la inmunidad secretoria limita la
penetracién de las oncosferas de T. taeniformis en los tejidos del
hospedero ya al nivel intestinal.

Cuando la infeccién se vuelve croénica, las larvas ya han
desarrollado totalmente sus mecanismos de proteccién y los eventos
de inmunidad que las afectan son probablemente diferentes a los
que operan en estados mas tempranos. Es importante entender estos
procesos porque las reacciones celulares alrededor de cisticercos
degenerados a menudo son responsables tanto de los efectos
patogénicos de las infecciones, como de las lesiones asintomaticas
que causan pérdidas econémicas en animales domésticos.

Gran parte de las investigaciones se efectian por
transferencia de metacéstodos de un hospedero a otro y a menudo

estos parasitos se mantienen sin acudir a la infeccién inducida
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por huevecillos. Aunque este procedimiento induce probablemente un
patrén  diferente de respuesta inmune, estos estudios son
importantes porque la patogénesis de muchas infecciones por larvas
de céstodos se deben en gran medida a la proliferacién, aparen-
temente no restringida, de las larvas (Rickard y Williams, 1982).

Se ha considerado como relevante el papel que la respuesta
inmune humoral juega en la proteccién del huésped contra
infecciones parasitarias en ratén.Tal es e <caso de T.
taeniaeformis (Mitchell, et al., 1980; Gibbens, et al., 1986), T.
saginata (Harrison y Parkhouse, 1985), Schistosoma mansoni (Jarpes
y Cheever, 1985) y Trichuris muris (Else y Walkelin, 1989). Sin

embargo, la importancia de los anticuerpos en la proteccién contra
las larvas de T. crassiceps aun no ha sido definida.

Recientemente, Zakroff y col. (1989) estudiaron la produccién
de diferentes subclases de inmunoglobulinas en el suero de ratones

inoculados con T. crassiceps, Nippostrongylus brasiliensis,

Mesocestoides corti y Trichinella spiralis. Los cuatro paréasitos

indujeron preferencialmente el aumento rapido y considerable de
IgE e 1gGl en el suero conforme avanzd el tiempo de infeccién. En
particular, T. crassiceps indujo aumentos menores, pero
importantes de IgM e IgG3, en cambio, no afecté los niveles de
IgG2a, IgG2b e IgA. Los anticuerpos especificos antiparéasito se
encontraron en las fracciones de IgGl elgG2. Por otra parte, la
inoculacién subcutanea de los metacéstodos indujo un aumento de
IgE 10 veces menor del observado en la inoculacién intraperitoneal
al cabo de 60 dias de infeccion.

Leid y Williams (1974, 1975), propusieron un papel papel para
la IgE cuando describieron una fuerte respuesta de anticuerpos
reaginicos en el suero durante la infeccién con T. taeniaeformis y
T. pisiformis en conejos. Ellos encontraron que aunque la IgE no
fué escencial para la transferencia pasiva de proteccién con suero
en ratas, la presencia de este anticuerpo mejor6é el grado de
proteccién alcanzado. Los autores propusieron que la IgE puede
aumentar la permeabilidad vascular en la vecindad de la larva por
induccién de la degranulacién de células cebadas y la liberacién
de aminas vasoactivas. Este proceso permitirfa mayor
disponibilidad de  anticuerpos y acumulacién de células

inflamatorias en este sitio,
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Siebert y Good (1978) mostraron que la respuesta del
hospedero a la infeccién primaria con larvas de T. crassiceps,
causa la destruccién de cierto numero de metacéstodos
aparentemente por un mecanismo humoral, ya que los parasitos
dafiados no presentaron células del sistema inmune en contacto con
la superficie de la larva. Los indicios morfol6gicos del dafio
larval fueron: vacuolizacion del tegumento, pérdida del
glucocalix, reduccién en el numero de mitocondrias y microtricos,
acumulacién de vacuolas secretorias y alteracién marcada de la
morfologia nuclear. El dafio al tegumento fue atribuido a la lisis
mediada por complemento y el resto de las alteraciones se
consideraron resultado de ésta. La muerte de los parasitos es
mayor cuando se trata de una infecciébn secundaria e involucra una
fase temprana en la que ocurre dafio larval en ausencia de células
adherentes; posteriormente las larvas que resistieron el dafio
temprano son encapsuladas con participacién de macré6fagos,
eosinofilos y células cebadas (Siebert, Good y Simmons, 1979). La
incubacién de cisticercos en presencia de suero inmune de ratén
ocasiona dafios al tegumento semejantes a los observados en
aquellas larvas en la fase temprana del dafio in vivo. La lesién a
los paréasitos fué independiente de complemento y el mecanismo
preciso del dafio no ha sido aclarado (Siebert y Good, 1979,1980).

Mediante la deteccién de anticuerpos anti-T. crassiceps por
doble inmunodifusién en gel, Chernin (1977) mostré que el numero
de bandas de precipitina de complejos antigeno-anticuerpo aumenta
con el tiempo de infeccién, indicando que el contacto continuo
entre los paréasitos y el hospedero estimula la respuesta humoral,
pero ésta no es efectiva contra los parasitos. Por otra parte,
Sciutto y col. (1989) mostraron que niveles méas altos de
anticuerpos se encuentran en animales con mayor cantidad de
parasitos. Al comparar los niveles de anticuerpos y la carga
parasitaria de animales de una cepa susceptible (H-2d) y una cepa
resistente (H-2b) y de hembras y machos, se observa que la mayor
cantidad de inmunoglobulinas se producen en los animales mas
susceptibles, es decir, en la cepa con H-2d y en las hembras. La
transferencia de suero inmune de animales vacunados de las cepas
resistente 'y susceptible no transfiere proteccién contra el

parasito. Por consiguiente, la respuesta humoral, al parecer, no
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es parte del mecanismo de inmunidad protectora o bien no lo es en
forma exclusiva, sinoc en asociacién con eventos de naturaleza
celular. También existe la posibilidad de que los anticuerpos
jueguen un papel favorable para el crecimiento del parasito
(Sciutto, et al., 1989). El concepto de que la larva en desarroilo
se vuelve resistente al ataque temprano de los anticuerpos es
consistente  con las  conclusiones de Ali-Khan (1974) con

Echinococcus multilocularis y de Musoke y colaboradores (1975) con

Taenia taeniaeformis, de que los anticuerpos por sf solos no
afectan a la larva totalmente desarrollada. Por otra parte, . se
sabe que los céstodos contienen substancias anti-complemento
(Hammerberg, et al., 1976). Hustead y Williams (1977), usando
larvas de T. taeniaeformis de 42 a 63 dias de edad y larvas de T.
crassiceps de 3 a 4 meses de edad, encontraron que Ila
permeabilidad de las larvas incubadas en suero inmune in vitro
estaba alterada y que la alteraciéon fué causada por complemento.
Los autores sugirieron que la larva libera a su vecindad factores
anti-complemento in vivo.

La inmunidad dependiente de células T en enfermedades
parasitarias es un evento bien conocido y se ha observado
principalmente con el uso de ratones desnudos hipotimicos (nu/nu).
Estos animales son mas susceptibles a infecciones por céstodos (T.
taeniaeformis, Mesocestoides corti, Hymenclepis nana e Hymenolepis
diminuta}, meméatodos Nippostrongylus brasiliensis,
Nematosporoides dubius, Aspicularis tetraptera, etc.) y

protozoarios. Adicionalmente, los ratones hipotimicos son
incapaces de desarrollar resistencia eficiente a la reinfeccidén
(Mitchell, 1980).

La participacién de eventos de inmunidad celular en la
cisticercosis por el metacéstodo de T, crassiceps en ratas, ha
sido documentada por Anderson y Griffin (1979), mediante la
transferencia de inmunidad con células de nédulo linfoide. Aunque
no se excluye la transferencia de células B contaminantes, éste
estudio sugiere firmemente que las células T estan involucradas en
la proteccién de los animales receptores, ya que el suero de los
donadores no transfirié inmunidad pasivamente.

Estudios de Freeman (1964) mostraron el desarrollo de un alto

grado de eosonifilia y leucocitosis general, junto con una
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disminucién en el numero de células cebadas -en' el fluido de la
cavidad peritoneal de ratones inoculados con un cisticerco. Este
fenémeno se observé también en la sangre periférica, aunque en
menor grado. Al parecer los machos desarrollan la eosinofilia
antes que las hembras y, en general, los animales que desarrollan
mas rapido la eosinofilia, consiguen abatir a los parasitos con
mas éxito. El aumento local de eosinéfilos durante una infeccién
subcutdnea alcanza niveles mucho mas altos (50-817) que en una
infeccién  peritoneal (9-217). Esta observacién podria estar
relacionada con el crecimiento limitado de los parasitos cuando se
instalan subcutaneamente. La inoculacién oral con 5000 huevecillos
de T. crassiceps provoca niveles semejantes de eosinofilia a
aquellos desarrollados en infecciones intraperitoneales (Freeman,
1964).

Existe una asociacién bien conocida entre eosinéfilos e
infecciones helminticas y en algunas de éstas los eosinéfilos
actian como células efectoras. Tal es el caso de las infecciones
por Trichinella spiralis, Strongyloides ratti y Schistosoma
mansoni. Con frecuencia el dafioc producido por los eosinofilos es
dependiente de IgE e IgG. Cuando las infecciones se vuelven
crénicas, los eosinéfilos se vuelven menos prominentes alrededor
de los parasitos vivos (Kay, 1985). Al parecer, los eosintfilos
juegan un papel relevante en el ataque al parasito en las etapas
infecciosas iniciales y en la encapsulacién de parasitos muertos
(como en el caso de S. mansoni). Su importancia como célula
efectora parece decrecer conforme avanza el tiempo de infeccion.
En el caso de la cisticercosis por T. crassiceps, los parésitos
sobreviven en muchos ratones, especialmente hembras, que habfan
presentado eosinofilia pronunciada (Freeman, 1964). El autor
sefiala que si los eosinéfilos estan involucrados en la muerte de
los metacéstodos, no actian sobre ellos directamente o no actian
solos en el proceso de destruccién, ya que se observan pocos
eosinéfilos en la cépsula de células que rodea a los parésitos
muertos tempranamente. Por otra parte, la cisticercosis se
desarrolla ain en aquellos animales que desarrollaron alta
eosinofilia peritoneal.

La habilidad de las larvas para evadir la respuesta inmune es

una condicién inevitable para su transmisién exitosa. De. hecho,
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una vez que el pardsito ha superado las etapas iniciales de la
respuesta imnume que limitan su instalacién, es capaz de
proliferar y eventualmente invade la  cavidad intraperitoneal del
raton. El examen histologico de la cavidad intraperitoneal de un
ratén con infeccion avanzada, no demuestra evidencias de
inflamacién ni necrosis tisular. En esta etapa, la presencia de
células del sistema inmune estd limitada principalmente a unas
pocas células mononucleares localizadas en el 4rea limite entre la
masa de parasitos y la membrana peritoneal del ratén u érganos
internos. No hubo células entre uno y otro parasito. Estas
observaciones indican una muy limitada respuesta inmune en
relacién a la masa de parasitos en infecciones avanzadas
(Haselgrove, et al., 1987).

Los mecanismos de evasiébn de la respuesta inmune que se han
documentado para céstodos incluyen: modificacién antigénica,
enmascaramiento de antigenos de superficie, mimetismo molecular
(solo en el caso de S. mansoni), supresién de la respuesta inmune,
instalacién en sitios inmunol6égicamente aislados, interferencia
directa con el sistema de defensa del hospedero (por inhibicién de
las enzimas del hospedero, efectos sobre la movilidad y viabilidad
celular, efectos sobre la diferenciacién de células, disminucién
de la eficiencia fagocitica y consumo no especifico de
complemento), (documentado en Rickard y Williams, 1982).

En el caso de T. crassiceps se ha mencionado ya la capacidad
de produccién de factores anti-complemento por parte de la larva.
Existen registros de otros procesos de posible importancia en la
proteccién de la larva. Por técnicas de inmunofluorescencia se han
detectado varias clases de inmunoglobulinas unidas a la superficie
de paréasitos de infecciones de larga duracién, (IgM, IgA, I1gGl,
1gG2a, 1gG2b e lgG3). La fluoresencia, al principio uniforme sobre
la superficie del parasito, se pierde sucesivamente por incubacién
a temperatura ambiente, pero no a 4°C, indicando un proceso de
cambio o ‘‘muda’’ del tegumento larval (Siebert, et al., 1981).
Este fenémeno, que se observa también en otros parasitos
helminticos (Kemp, et al., 1977; Vetter y Klaver-Wesserling,
1978), sugiere que las inmunoglobulinas especificas y no
especificas adheridas al tegumento se remueven en el proceso de

recambio del glucocalix. El posible papel funcional de este
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fenémeno en la proteccion del parasito al ataque por anticuerpos
del hospedero es un aspecto aun no aclarado.

Por otra parte, se ha encontrado produccién disminuida de
anticuerpos anti-eritrocitos de borrego por animales infectados
con metacéstodos de T, crassiceps, sugiriendo una depresién de la
intensidad de la respuesta inmune como resultado de la presencia
de los cisticercos. Eil efecto es mas notable cuando los ratones
presentan mayor cantidad de parasitos (Good, et al., 1982). La
inyecciobn subcutanea de una suspensi6én concentrada de material
vesicular de membrana arrojado al medio por cisticercos mantenidos
““in vitro’’, es capaz de inducir eosinofilia peritoneal y
resistencia a un desafio intraperitoneal con parasitos.
Adicionalmente, la inoculacién de este material de antigenos
excretorios-secretorios (ESA), induce disminucién del nivel de
anticuerpors anti-eritrocitos de borrego en el suero de ratones
inoculados con el antigeno. La depresiéon de la produccién de
anticuerpos anti-eritrocitos ocurre solamente cuando los
metacéstodos se encuentran instalados en la cavidad peritoneal y
no ocurre cuando se encuentran subcutaneamente; probablemente esto
es debido al confinamiento de' los pardsitos en una cépsula de
tejido del hospedero cuando se ubican en esta localizacién (Good,
et al.,, 1982).
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APENDICE 2

SUSCEPTIBILIDAD A INFECCIONES PARASITICAS ASOCIADA
AL SEXO DEL HOSPEDERO

De entre los diversos aspectos involucrados en la relacién
hospedero-parasito, la asociacién entre la susceptibilidad a
enfermedades infecciosas y el sexo del hospedero, es un tépico
documentado ampliamente en la actualidad y abarca infecciones por
virus, bacterias, hongos, protozoarios y metazoarios. Generalmente
la diferencia de susceptibilidad entre los hospederos machos y
hembras son muy notables, lo cual sefiala la gran importancia de
factores relacionados con el sexo del hospedero en la
determinacién de la susceptibilidad. Las investigaciones
realizadas en este campo tienen como punto de partida tres
observaciones fundamentales:

1.~ el dimorfismo sexual en la susceptibilidad,

2.~ la alteracién del patrén de infeccién por gonadectomia y
prefiéz y

3.~ la modificacién de la susceptibilidad por tratamiento del
hospedero con hormonas sexuales.

El cuadro 1 presenta una lista de enfermedades parasitarias
debidas a protozoarios y metazoarios en las que se ha registrado
susceptibilidad diferencial relacionada con el sexo del hospedero,
incluyendo las observaciones referentes respecto al efecto de la
gonadectomia y el tratamiento con hormonas. En ella se observa lo
siguiente:

1.- En el 75% de los casos, las hembras son el sexo mas
resistente y los machos el mas susceptible; en el resto de los
casos enlistados, los machos son mas susceptibles o bien ninguno
de los sexos lo es.

2.~ La susceptibilidad a las infecciones se modifica con la
gonadectomfa. En general, los machos orquidectomizados se vuelven
mas resistentes y las hembras ovarectomizadas mas susceptibles, o
bien la ovarectomfa no afecta la susceptibilidad.

3. El tratamiento del hospedero con hormonas sexuales tiene

los mismos efectos en todos los casos enlistados: la testosterona
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disminuye la resistencia mientras que el estrégenc la aumenta.

Al parecer, el ambiente hormonal de las hembras favorece el
desarrollo de los parasitos y\o el ambiente hormonal de los machos
lo inhibe.

Efectos de las hormonas sexuales mediados por el sistema

inmune.

Dado que las hormonas sexuales tienen una gama amplia de
efectos que modifican la constitucion fisiolégica y bioquimica de
tejidos muy diversos, la explicacién de las causas del dimorfismo
sexual en la susceptibilidad a infecciones parasitarias puede ser
compleja. Actualmente, este fenémeno se ha encontrado relacionado
con diferencias en la respuesta inmune determinadas por la
influencia de hormonas sexuales sobre el aparato inmunocompetente
del hospedero.

Existe una correlacién entre la modificacién de la respuesta
inmune debida a hormonas y la susceptibilidad al establecimiento
de parasitos. La respuesta inmune muestra dimorfismo sexual y es
afectada tanto por la gonadectomia como por la aplicaciéon de
esteroides sexuales. También se modifica durante la prefiéz, cuando
la cantidad de hormonas sexuales aumenta. (Alexander y Stimson,
1988),

Los estudios respecto al efecto de las hormonas sexuales
sobre el sistema inmune, conforman un cuadro general que aun es
complejo e incompleto, pero las evidencias disponibles indican que
el estrogeno mejora la inmunidad humoral e inhibe la inmunidad
mediada por células, mientras que los andrégenos, al igual que la
progesterona, tienden a suprimir ambos tipos de respuesta
(Grossman, 1985).

El timo es un blanco primario de las hormonas sexuales. Este
6rgano es mas pesado en hembras que en machos y se atrofia
progresivamente durante el proceso de envejecimiento después de la
pubertad. Durante la prefi¢z el timo se reduce y después de la
lactancia vuelve a ganar peso (Ito y Hoshino, 1962). Kendal y
Twigg (1981) encontraron fluctuaciones estacionales en el peso del

timo en un tipo de roedor silvestre; el érgano pierde peso durante
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la estacién de apareamiento cuando las concentraciones de
testosterona en el plasma son altos recuperidndose al final de
dicha estaciéon. Greenstein y col (1985) demostraron que la
orquidectomfa puede restaurar en gran medida el timo de ratones
‘‘viejos'’; esta regeneraciéon se inhibe por tratamiento de los
ratones con testosterona. Por otra parte, animales timectomizados
muestran reducciones en los niveles séricos de progesterona,
estrogeno, hormona luteinizante (LH), hormona foliculo-estimulante
(FSH) y hormona de crecimiento (GH) (Rebar y Morandini, 1982). La
timectomia neonatal produce disgénesis ovarica, probablemente a
través de la regulacién de la liberaciéon de LH por la hipéfisis.
Estos y muchos otros estudios han llevado a la proposicién de un
modelo de interaccién hormonal que contempla la existencia de un
eje hipotdlamo-hipéfisis-gbnadas-timo, de modo que el sistema
reproductor puede regular al sistema inmune y viceversa (Grossman,
1985).

El efecto de las hormonas sexuales se observa también en
otros sitios del sistema inmune ademas del timo. El estrégeno
dietiistilbestrol administrado a ratones timectomizados
.neonatalmente, reduce el numero de células T en el bazo y la
reaccién de hipersensibilidad retardada (Kalland, 1980}). Los
estrégenos actdan también sobre el sistema macré6fago/monocito,
aunque existe discrepancia respecto a la naturaleza de este efecto
(Ahmed, 1985). La actividad de las células NK también es sensible

a estrégeno, tante in vivo como jn vitrg (Ferguson y McDonald,

1985). Por otra parte, después de la castracién la masa de los
nédulos linfaticos periféricos y del bazo aumenta (Castro, 1974).

Con respecto a la respuesta inmune humoral, muchos estudios
demuestran que la produccién de inmunoglobulinas es mayor en
hembras que en machos. Paavonen y col. (1981), demostraron que
dosis fisiolégicas de estrégeno, pero no de testosterona,
estimulan la acumulacién de inmunoglobulina y de células
secretoras de anticuerpos inducida por mitégenos en cultivos de
linfocitos sanguineos tanto de hombres como de mujeres. Cuando se
fraccionaron las células se demostré que el estradiol no afecta
directamente a las células B, sino que inhibe el efecto de una
poblacién de linfocitos T supresores. Mas tarde se demostré la

existencia de receptores a estrégenos en células T periféricas
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OKT8 positivas (supresoras/citotéxicas). Receptores a andrbgenos
estuvieron ausentes (Cohen et al., 1983).

Puesto que, en general, las hembras son el sexo menos
susceptible a enfermedades parasiticas, las hormonas femeninas
estimularfan los eventos de inmunidad que participan en el ataque
a los parasitos, mientras que las hormonas masculinas deprimirian
estos eventos. En forma  general, esto  parece  suceder
efectivamente. No obstante, es indudable que la manera en que se
manifiesten los efectos de las hormonas sexuales {y de otras
hormonas) sobre el sistema inmune serdn variables dependiendo de
las condiciones de una infeccién por un organismo particular. En
el caso de las enfermedades parasiticas, a diferencia de lo que
sucede en otros tipos de infeccién, la masa del organismo del
paréasito ofrece al sistema inmune una superficie no fagocitable y
la infeccibn es de naturaleza cronica. A pesar de estas
condiciones, las bases funcionales de los distintos casos de
susceptibilidad a paréasitos mediada por las génadas no se han
estudiado en forma detallada.

Por otra parte, los esteroides sexuales no son la Unica clase
de hormonas que afectan al sistema inmune.La relacién de los
sistemas neuroendécrino, endécrino e inmune conforman una red
compleja de interacciones cuya organizacién funcional ain no ha
sido aclarada. La conclusién del estudio de estas interacciones es
que el sistema nervioso central esta4 involucrado en la respuesta
inmune. Diversas hormonas como fa ACTH (hormona
adrenocorticotrépica), endorfinas, encefalinas, TSH (hormona
estimulante de la tiroides), GH (hormona de crecimiento),
somatostatina, vasopresina, oxitocina, insulina y glucocorticoides
poseen efectos depresores o estimuladores de la funcién de
linfocitos T y B, macr6fagos, neutréfilos y células NK. Las
funciones afectadas incluyen la sintesis de linfocinas, monocinas,
anticuerpos e IFN; la diferenciacién y proliferacion de células T
y B; la fagocitosis y la liberacién de factores quimiotacticos e
inflamatorios (Blalock, 1989).

Actualmente se reconoce que el sistema inmune puede regular a
su vez las funciones neuroendécrinas (Blalock, 1989). Esta
afirmacién se basa en los descubrimientos acerca del efecto de

interleucinas y monocinas en el sistema neuroendéerino, como la
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accion del IFNa y/o B, el cual estimula la esteroidogénesis
adrenal, induce la sintesis de melanina, excita neurocnas y produce
analgesia y catalepsia; la timosina «l, que eleva los niveles de
ACTH y glucocorticoides; la timosina B4, que es capaz de mediar la
liberacién de ACTH y endorfinas por la hipofisis, asi como de
producir aumento de los niveles de glucocorticoides. Por otra
parte, se sabe actualmente que células del sistema inmune pueden
sintetizar hormonas peptidicas como ACTH, GH, prolactina,
tirotropina, B-endorfina, somatostatina, oxitocina, TSH, VIP
(péptido intestinal vasoactivo) y gonadotropina coriénica
(Blalock, 1989).

En este contexto, el problema de la influencia de factores
gonadales sobre el desarrollo de diversas parasitosis, a través
del sistema jnmune, es un aspecto que se ubica en un esquema mas
amplio que abarca un sistema de relaciones entre los aparatos
neuroendécrino, endécrino e inmune del hospedero, con el pardsito.
Estas relaciones pueden involucrar efectos bidireccionales entre

los elementos participantes, como se ilustra en la figura 1.

vr_ —_— e e e —— — —
'
SISTEMA ~———» SISTEMA —————>» PARASITO

 ——
NEUROENDOCRINO INMUNE
Y ENDOCRINO

L

Fig. 1

Dado que el parasito estimula los mecanismos de inmunidad del
hospedero y las células del sistema inmune a su vez producen
substancias con capacidad de afectar directamente al sistema
endé6crino, no serfa sorprendente que el balance hormonal del
individuo infectado fuera alterado por el parasito a través del
sistema inmune. Este tipo de efectos estan bien estudiados en el
caso de infecciones microbianas y otros fenémenos de dafio agudo,

como dafio a tejidos y procesos inflamatorios (Dinarello, 1984). El
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conjunto de efectos se conoce como ‘‘respuesta de fase aguda’’ y
estan mediandos en gran medida por la actividades multiples de la
interleucina 1 (IL-1) liberada por macréfagos activados
antigénicamente. Estas modificaciones se caracterizan por cambios
en funciones  metabéblicas, endocrinolégicas, neurolégicas e
inmunolégicas. Las alteraciones hormonales incluyen aumento en el
nivel de hormonas de gran importancia metabélica como la insulina,
glucagon, hormona de crecimiento, hormona estimulante de 1la
tiroides, vasopresina y glucocorticoides (Keush y Farthing, 1986;
Dinarello, 1984). La IL-! tambien estimula la liberaci6én de ACT{-! y
endorfinas. A nivel metabélico la ‘‘respuesta de fase aguda'
involucra aumento en el catabolismo de proteinas, carbohidratos,
lipidos y movilizacién de minerales. FEstos cambios parecen
responder, por una parte, al aumento de los requerimientos del
sistema inmune, y por otra, a la necesidad de restringir la
disponibilidad de algunos nutrientes para los microorganismos
invasores. Estas modificaciones son generalmente acompafiadas por
fiebre, (la cual incrementa la velocidad metabélica casi 137% por
°C) causada por las propiedades pirogénicas de la IL-1 a nivel
hipotalamico.

Es obvio que las reacciones del organismo del hospedero
durante la ‘‘respuesta de fase aguda'’ son completamente
drasticas. En el caso de enfermedades parasitarias, la naturaleza
crénica propia de las infecciones implica necesariamente que las
condiciones fisiolégicas del hospedero sean tales, que permitan
una relacién equilibrada entre el parasito y el hospedero. Un
ejemplo es el caso de la triquinosis murina causada por larvas de
Trichinella pseudospiralis. Stewart y col. (1988) han propuesto
que esta infeccién podria ser un caso de modulacién de la
respuesta inmune por parte del parasito a través del sistema
endéerino.  Las larvas de T.pseudospiralis son parasitos no
enquistados que causan una infeccién muscular cuya caracteristica
es una fuerte inhibicién de la respuesta inflamatoria causada por
el aumento de los niveles de corticoesterona plasméatica; este
fenémeno no se observa en infecciones por las larvas sf
encapsuladas de T. spiralis. La adrenalectomia provocd enteritis,
miositis y miocarditis en ratones con T. pseudospiralis, causando

la muerte del 100% de los ratones infectados, pero no causé
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mortalidad entre los ratones infectados con T. sgpiralis. Una
hip6tesis es que, en ausencia de una cédpsula protectora alrededor
de la larva muscular, I. pseudospiralis asegura sus sobrevivencia
y la de su hospedero suprimiendo la respuesta inflamatoria por
induccién de la liberacién de glucocorticoides por ta glandula
adrenal. Los autores proponen que T. pseudospiralis modula la
respuesta inmune del hospedero directa o indirectamente alterando
la funcién neuroendécrina (flecha punteada superior de la figura
1) o influyendo en algun aspecto de la comunicacién bidireccional
entre los sistemas neuroendécrino e inmune, probablemente a trqvés
de la capacidad de alguna linfocina para liberar ACTH del tejido

hipofisiario.

Como se sefialé anteriormente, si bien la influencia de las
hormonas sexuales sobre los pardasitos a través del sistema inmune
es una hip6tesis fundamentada en la gran cantidad de informacién
referente a la interaccién entre los sistemas inmune y endécrino,
las bases funcionales per se de los numerosos casos de patrones de
infeccion determinados por el sexo han sido muy poco analizadas.

El curso de un proceso parasitico particular esta
potencialmente sujeto a la influencia de otros factores, de los
cuales algunos de los mas importantes se mencionan a continuacién:

1.- La naturaleza y fisiologla de los tejidos u érganos
ocupados por el parasito en el hospedero (Kiyota et al., 1984;
Sciutto et al., 1989).

2. El estado (fisjolégico del hospedero, (como el estado
nutricional o de estrés) (Keusch y Farthing, 1986; Williams, et
al., 1981).

3. El tipo de respuesta inmune desarrollada (Mitchell, 1979).

4.~ El tamafio del in6culo (Mitchell, et al., 1980).

S.- La susceptibilidad genética del hospedero (Wakelin, 1985;
Alexander y Stimson, 1988).

6.~ La edad del hospedero (Bursey, 1977; Greenfield, 1942).

7.- Los mecanismos de evasién de la respuesta inmune por el
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parasito (Rickard y Williams, 1982).

Estos factores deben tomarse en cuenta al estudiar la
susceptibilidad asociada al sexo, especialmente en aquellos casos
en los que las hembras son el sexo mas susceptible o bien en los
que ninguno de los sexos muestra mayor susceptibilidad, como en el
caso de Hymenolepis diminuta, Taenia multiceps y Taenia
crassiceps.

Un ejemplo de la importancia de los factores antes
mencionados es el de la infecci6bn cutdnea con Leishmania major
(Giannini, 1986). Los ratones machos de la cepa B10.129 (10M) son
relativamente resistentes al desarrollo de dlceras cuténeas
mientras que las hembras de la misma cepa sufren de ulceraciones
muy severas que algunas veces les causan la muerte. Las hembras
infectadas desarrollan titulos de anticuerpos anti-leishmania mas
altos y menor respuesta de hipersensibilidad retardada que los
machos. En la leishmanisis cutanea la inmunidad protectora esta
mediada por células mas que por anticuerpos, por lo que los altos
titulos de anticuerpos en las hembras no evitan el progreso de la
enfermedad. En este caso, el efecto del sexo del hospedero sobre
una clase particular de respuesta inmune protectora vuelve a las
hembras mas susceptibles a la leishmanisis que los machos. Por
otra parte, las diferencias en la respuesta a la infeccién no son
tan marcadas en los ratones de la cepa altamente susceptible
Balb/cl, en la cual son fuertemente atacados por la enfermedad
tanto los machos como las hembras (Giannini, 1986), recalcando la
importancia de los factores genéticos en la influencia del sexo en
la susceptibilidad.

Las hormonas sexuales pueden tener un papel en la inmunidad
natural. Un ejemplo es el de la infecci6n experimental de ratones
con Strongyloides rattii, en la cual los machos son el sexo mas
susceptible (Kiyota, et al., 1984). La ruta de migracién de las
larvas de S. rattii es: tejido conectivo subcutdneo —5 cavidad
craneal —————» porcién naso-frontal -————» intestino delgado. La
infeccion experimental se realiz6 inyectando las larvas
subcutdneamente y la enfermedad se evalué por el nimero de gusanos
adultos recuperados del intestino o el ntmero de huevecillos
expulsados con las heces. La orquidectomfa reduce marcadamente la

susceptibilidad, mientras que la ovarectomfa no tiene ningin
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efecto (Tabla 1, Apéndice 1). El tratamiento de hembras o machos
orquidectomizados con testosterona, aumenta la susceptibilidad a
la infeccién. Sin embargo, cuando se implantaron gusanos adultos
directamente en el intestino de los ratones, la cantidad de
huevecillos expulsados en los dfas subsiguientes, asf como la
cantidad de gusanos que permanecieron en el intestino, fué igual
en ambos sexos. Las diferencias relacionadas al sexo observadas
con la infeccién subcuténea se presentaban dentro de las primeras
24 horas después de la inoculacién, por lo cual es poco probable
la participacién de una respuesta inmune especifica dado que en el

curso de la infeccibn por S. rattii, los anticuerpos o linfocitos

sensibilizados se generan a estados mas tardios de la infeccién;
tampoco se observé infiltracion masiva de células inflamatorias en
las fases migratorias tempranas. Los autores proponen que el mayor
contenido de coldgena dermal en los machos puede hacer al tejido
cutdneo masculino méas susceptible a la penetracién del tercer
estado larval (Kiyota et al., 1984).

Los efectos inhibitorios de la castracién sobre la
susceptibilidad de ratas machos infectadas con Hymenolepis
diminuta estdn ligadas a modificaciones bioquimicas en el
organismo del parasito tendientes a la reduccién general de su
nivel metabélico (Daugherty, 1956). Estos cambios incluyen
disminucién de la sintesis de glucogeno, reduccién de la
transaminacién (con el subsecuente bloqueo de la sintesis de
proteinas}) y aumento de la deposicién de grasa en el parasito (la
acumulacién de lipidos se realiza también en varios tejidos del
hospedero como resultado de la orquidectomia). Estos efectos
podrian estar relacionados con la disminucién en la capacidad del
parasito para establecerse en el intestino después de la
castracién de la rata. No se conoce si las modificaciones
bioquimicas son debidas a efectos del sistema inmune sobre
Hymenolepis o a otros efectos hormonales, pero su observacion
enfatiza la necesidad de examinar todos los aspectos involucrados
en la modificacién de la susceptibilidad determinada por las
génadas.

En ciertos casos se ha encontrado que los tejidos de algunos
parasitos son capaces de unir hormonas sexuales marcadas

radioactivamente, Kiser et al. (1986), demostraron que el
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sobrenadante de una preparacién de tejidos del nematodo de cabras
Trichostrongylus colubriformis contiene protelnas que pueden unir
progesterona, estrégeno y estradiol, las cuales fueron detectadas
por isoelectroenfoque del sobrenadante que previamente se incubd
con las hormonas marcadas. E] andlisis de los tejidos del nematodo
mostré que la testosterona forma el 0.02% del peso seco de gusanos
obtenidos de cabras machos, pero es solamente el 0.005 % en los
obtenidos de cabras hembras. La progesterona fué el 0.005% del
peso seco de los helmintos de hembras y no se detecté en gusanos
de machos. El recobramiento diferencial de testosterona 6 y
progesterona de gusanos obtenidos de hospederos de distinto sexo,
indica que T. colubriformis prodria obtener los esteroides del
hospedero. No se detectaron esteroides en el quimo de las cabras,
sugiriendo que los helmintos podrian tener un sistema de captacién
de los mismos. Al incubar una preparacién de los tejidos del
parasito con esteroides tritiados, la progesterona fué convertida
a 17a-hidroxiprogesterona, demostrando que T. colubriformis tiene
cierta capacidad para metabolizar esteroides. Schistosoma mansoni
es otro helminto con capacidad de utilizar esteroides. S. mansoni
metaboliza androstenediona, * cortisona, estrona, 17-hidroxipro-
gesterona, 17-hidroxipregnenolona y colesterol (Sandor, 1980). En
conjunto, las evidencias sefialan que es posible que los esteroides
sexuales del hospedero influyan en el estado fisiolégico del
parasito y posiblemente en su vialbilidad (ésto se sefiala por la
flecha punteada inferior de la figura 1).

De los diferente niveles a través de los cuales los
esteroides  sexuales pueden influir en la susceptibilidad,
indudablemente los tejidos u 6rganos del hospedero con los que un
parésito entra en contacto durante una infeccién, tienen un papel
importante los efectos de las hormonas sobre el paréasito, ya sea a
través del sistema inmune o por medic de otros mecanismos. Ya se

menciond antes el papel de! tejido conectivo subcutd&neo como sitio

de penetracién de la larva de Strongvloides rattii para la
expresion de la influencia del sexo sobre la susceptibilidad. Otro
ejemplo lo constituye la cisticercosis murina causada por el

metacéstodo de Taenia crassiceps. La inoculacién experimental de

las larvas directamente en la cavidad peritoneal, causa un

desarrollo mas acelerado de la infeccién en las hembras que en los
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machos; en cambio, la inoculacién por via subcutdnea ocasiona la
agrupacion de Jos metacéstodos dentro de una capsula de tejido
conectivo presumiblemente formada por células del hospedero. Esta
cépsula limita la multiplicacién de las larvas y probablemente
evita el contacto estrecho con el organismo del ratén. En estas
circunstancias, el nimero de cisticercos en hembras y machos es la
mismo (Sciutto, 1989).
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