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ABSTRACT 
ofthe Ph.D. thesis 

INFLUENCE OF CELLULAR MECHANISMS AND GONADAL FACTORS 
ON THE IMMUNE RESPONSE TO Tae11ia crassiceps CYSTICERCI 

by Rafael Bojalil-Parra 

This work studies sorne biological factors on experimental murine Taenia 

crassiceps cysticercosis. Tiús parasite has enonnous stmctural and antigenic similarities 

with the cysticerci of Taenia so/izan. Besides, its asexual reproduction capability makes 

easier the experimental approach. Beyond the variations in susceptibility found between 

different mice strains, in ali ofthem females are more susceptible than males to 

intraperitoneal infection by T crassiceps. Previous work has shown that specific 

antibodies against this parasite are not protective. Herein we explored the role of 

cellular immw1e mechanisms in controlling infection by T crassiceps. Moreover, we 

also explored if ganada! factors do exert an influence on such mechanisms, in such a 

way that could explain differences found between sexes. 

Cellular immlllle responses of susceptible mice (Balb/c) were studied in vivo by 

cyclophosphamide (CY) administration and by neonatal th1mectomy. A group of 

neonatally thymectomized mice was fürther transferred with T-enriched spleen cells 

obtained from immunized animals. The influence of specific sex honnones on 

susceptibility to T crassiceps cysticerci was studied by reconstituting gonadectomized 

mice ofboth sexes with their own majar sex honnone or with the sex honnone ofthe 

opposite sex. The honnones used were 17-~-estradiol and 5-a.-dihydrotestosterone (5-

a.-DHT), and were delivered in the fonn of subcutaneous 3-week controlled dose 



dependent release rate pellets. W e also studied the rate of intraperitoneal parasite 

growth, and correlated it with delayed type hypersensitivity (DTH) response to antigens 

in T. crassiceps and with specific antibody production. In vitro, we studied the 

proliferative response to the mito gen Concanavalin A, of spleen cells from infected 

mice. We also studied the consequences ofadding indometacin to this cell cultures. 

In both sexes, CY elicited a rise in DTH to antigens in T. crassiceps vesicular 

fluid on a <lose dependent basis. Concomitantly, the average number ofparasites per 

mouse declined significantly. On the contrary, thymectomy induced a significant 

decrease in resistance to the parasites in mice ofboth sexes with respect to control 

values. Transfer ofT-enriched cells to thymectomized animals induced a significant 

increase in resistance to the parasite in both sexes compared with thymectomized mice. 

Transferred cells retumed both sexes to their original state. Reconstitution with estrogen 

brought about large and statistically significant increments in parasite intensities relative 

to gonadectomized mice, in both females and males. ln contrast, reconstitution with 5-

a.-DHT seemed inconsequential for parasite intensities in both sexes. 

Beginning on the 21 st day of infection, we obseived three simultaneous 

phenomena: an importan! increase in parasite intensities, a significant decrease on DTH, 

and an also significant decrease on proliferative responses to Concanavalin A The 

proliferative response to Concanavalin A was regained when indometacin was added to 

the cultures. 

Our results disclose that cellular immw1e mechanisms play a role in the 

immw10logically mediated resistance against T. crassiceps cysticerci and that the 

irnmune control ofthis murine cysticercosis is influenced by sex honnones, which act 

through the thymus, and possibly also through peripheral lymphoid cells freed from 

thymic control befare neonatal thyrnectomy. 



It is necessary to study in the near future if inhibition of cellular irnrnw1e response 

beyond the third week of infection, could be dueto the dominance frorn this point of 

TH2 cells and their products. 

Vo~ 

Dr. Carlos Larralde Rangel 
Thesis Director 



A mis hijos, Natalia y León Felipe 

A Vero 
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RESUMEN 

Este trabajo tiene como 01igen el estudio de factores biológicos en el modelo 
experimental murino de cisticercosis por Taenia crassiceps. Este parásito, además de 
poseer semejanzas estmcturales y antigénicas con el de Taenia soliwn, es capaz de 
reproducirse asexualmente lo que facilita su manejo experimental. Aunque existen 
variaciones en la susceptibilidad encontrada entre distintas cepas de ratones, en todas 
ellas las hembras son más susceptibles que los machos a la infección intraperitoneal 
por T crassiceps. Trabajos previos mostraron la incapacidad de los anticuerpos 
específicos producidos en contra de este parásito, de proteger a los animales. Este 
trabajo tuvo como fin explorar el papel de los mecanismos inmunes celulares en el 
control de la infección por T. crassiceps. Además, se exploró si factores gonadales 
influyen sobre dichos mecanismos, de tal manera que se explicaran las diferencias en 
susceptibilidad entre sexos. 

La respuesta inmune celular in vivo se estudió aplicando ciclofosfamida (CY) 
o timectomizando neonatalmente a ratones Balb/c. A un subgrnpo de estos últimos se 
les transfirieron células de ratones inmunizados, enriquecidas de linfocitos T. Los 
efectos de honnonas sexuales específicas sobre la susceptibilidad al cisticerco de T 
crassiceps se estudiaron aplicando a ratones previamente gonadectomizados, tabletas 
de liberación controlada que contenían 17-13-estradiol o 5-a-dihidrotestosterona (5-a­
DHT). Se estudió también la cinética del crecimiento parasitario, en relación a la 
respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) y a la producción de anticuerpos 
específicos en contra de antígenos de T crassiceps. In vi/ro, estudiamos la respuesta 
proliferativa de células de bazo de ratones infectados, al estímulo por Concanavalina 
A (Con A) y el efecto de Ja adición de indometacina a tales cultivos. 

La CY indujo tm aumento de la DTH y de la resistencia de los ratones, efectos 
opuestos a los obtenidos con la timectomía neom1tal. La transferencia de células T 
restableció la susceptibilidad original de los ratones. El 17-13-estradiol indujo en 
ratones gonadectomizados de ambos sexos un aumento en la susceptibilidad, la 5-a­
DHT no Ja modificó. A partir del día 21 de infección se observaron tres fenómenos 
coincidentes: el aumento sostenido de la carga parasitaria y la caída simultánea de las 
respuestas de DTH y a Con A La respuesta al mitógeno se recuperó al agregar 
indometacina a los cultivos. 

Las evidencias apuntan a que los mecanismos inmunes celulares tienen un 
papel fundamental en el control de esta parasitosis, y a que dicho control immme está 
influido por honnonas sexuales. Se discute la necesidad de estudiar a futuro si la 
inhibición de la respuesta celular a partir de la tercera semana de la infección, se debe 
al predominio, a partir de ese momento, de las células TH2 y sus productos. 
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INTRODUCCIÓN 

La cisticercosis humana es tma enfennedad producida por el metacéstodo de 

Taenia soliwn, frecuente en México, considerada como un problema de salud 

pública. En la Encuesta Serológica Nacional más reciente (Larralde et al, 1992), se 

encontró una seroprevalencia a nivel nacional del 1.2%, con grandes variaciones 

regionales. 

Al igual que otras enfennedades parasitarias, la cisticercosis es tma 

enfennedad crónica en donde el parásito pennanece por largos períodos sin que 

parezca existir una respuesta efectiva del hospedero para eliminarlo, aunque 

probablemente sí para limitar su reproducción en el organismo. El parásito tampoco 

parece inducir un dafío importante en el hospedero, y cuando esto sucede se debe 

más a su localización que a su capacidad patogénica. Su alojamiento en ciertas zonas 

del cerebro puede producir desde cuadros epilépticos hasta la muerte por 

hipertensión endocraneal, mientras que en otras zonas del cerebro o en músculos la 

infección puede pasar desapercibida. 

Los parásitos en general se encuentran ampliamente distribuidos en el medio 

ambiente que rodea a la especie humana; las interacciones entre unos y otros 

seguramente han existido desde hace siglos, y muy probablemente la presencia de 

parásitos ha sido una fuerza importante en la selección de funciones immmes que 

actualmente conocemos. De la misma manera, los parásitos deben de haberse 

adaptado a través del tiempo a las barreras que sus hospederos les han impuesto. Así, 

es de esperarse que una relación tan anti!,'1.Ja haya llegado a cierto equilibrio, de tal 

manera que la pennanencia de unos y otros se asegure. Los parásitos no afecta.rían la 
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sobrevivencia de sus hospederos o al menos no de grandes cantidades de ellos, y los 

hospederos montarian tma respuesta inmune que limitara la invasión, pero que no 

necesariamente eliminara por completo al parásito, al menos no en ciertas etapas de 

la vida del hospedero (Mitchell, 1991 ). 

Estas situaciones de pennanencias largas y poco perturbantes de ciertos 

parásitos en sus hospederos, ¿se deben a que son infecciones relativamente inocuas?, 

¿o tal vez a falta de recursos del sistema inmune para eliminarlos?, ¿a que aím 

teniendo los recursos el parásito no es reconocido como elemento ajeno al 

organismo?, ¿o simplemente a que el parásito tiene mecanismos evasores eficientes, 

que por supuesto incluirian la capacidad de inhibir la respuesta de rechazo del 

hospedero? 

El modelo murino 

Ante la dificultad de experimentar para conocer y definir diversos factores 

biológicos en la relación hospedero/parásito relativos a la cisticercosis hwnana, se 

adoptó y ha resultado muy útil tm modelo de cisticercosis experimental murina, 

causada por el metacéstodo de Taenia crassiceps. 

Este modelo ofrece diversas ventajas, que incluyen la posibilidad de realizar 

un número grande de experimentos, la facilidad operativa y las semejanzas en ciclo 

biológico, estructura, antigenicidad y capacidad de dafio tisular con su homólogo 

humano (Larralde y cols l 989a). 

La infección ocurre naturalmente al ingerir el ratón huevecillos del parásito, 

expulsados en las heces fecales de carnívoros pequeños. Experimentalmente puede 

inducirse con la inyección intraperitoneal de los cisticercos. La reproducción del 

parásito en este caso es asexual, por gemación. Esta caracteristica del metacéstodo, 
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que no comparte el de T. solium, pennite además cultivarlo, lo que facilita los 

estudios in vitro. El modelo facilita enonnemente el estudio de los efectos de 

mruúpulaciones in vivo y de modificaciones in vitro, y permite obtener grru1des 

cru1tidades de ru1tígenos del parásito (Larralde y cols., l 989b, 1990, Sciutto y cols., 

1990). 

Antecedentes 

Uno de los primeros hallazgos con este modelo experimental fue que, a 

diferencia de otras infecciones, las hembras resultaron más susceptibles que los 

machos a la infección intraperitoneal con cisticercos de T. crassiceps (Sciutto y cols., 

1991). 

Surgió entonces la pregunta: ¿estas diferencias se deben a factores gonadales?, 

y ¿específicrunente a honnonas sexuales?. Los p1imeros experimentos publicados a 

este respecto consistieron en gonadectomizar a los animales, con lo que las 

diferencias entre sexos desaparecieron debido a un aumento en la carga parasitaria de 

los machos am1ado a una disminución de la de las hembras (Huerta y cols., 1992). 

Estos resultados indicaron que los factores gonadales participru1 en la 

susceptibilidad al parásito. La posibilidad de una influencia directa de las honnonas 

sexuales sobre el parásito se estudió midiendo el efecto in vitro de estradiol, 

progesterona y testosterona sobre el crecimiento y la capacidad reproductora 

(producción de nuevas yemas) de cisticercos de T. crassiceps en cultivo (Huerta y 

cols., 1992). En ese trabajo no se encontró influencia directa de estas hormonas 

sobre los parámetros medidos. 

Quedaba entonces por explorar la posibilidad de la influencia de los factores 

gonadales sobre la respuesta inmune al cisticerco de T. crassiceps. Se sabe por 
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trabajos de distintos autores, que las honnonas sexuales influyen sobre la respuesta 

irunune de diversas maneras. En general, el estradiol estimula la respuesta de 

anticuerpos y frecuentemente inhibe la respuesta dependiente de células (Ansar­

Ahmed, 1985). El siguiente paso razonable era explorar si la resistencia al parásito 

está mediada fundamentalmente por anticuerpos o por células, y entonces definir en 

qué medida los factores gonadales alteran dicha respuesta. 

Por trabajos previos, se sabía que era posible inducir protección relativa a T. 

crassiceps con la inoculación de antígenos específicos (Good et al, 1982). En el 

laboratorio se tenía la idea de que esta protección relativa no dependía de la 

presencia de anticuerpos, a pesar de que desde los 70 Good y Miller (1976) y 

Chemin (1977) demostraron la existencia de una respuesta de anticuerpos a la 

infección con T crassiceps. En trabajos hechos por Sciutto (1990), tanto midiendo el 

efecto del suero in vitro como por transferencia pasiva de suero de animales 

inmunizados a ratones susceptibles, no se encontró que los anticuerpos protegieran a 

los animales de la infección; incluso se observó una influencia negativa (Sciutto, 

1990). 

Con estos antecedentes se plantearon los experimentos reportados en esta 

tesis, con el fin de explorar el papel de la respuesta celular en la resistencia al 

cisticerco de T. crassiceps, y su posible relación con factores gonadales. Se decidió 

estudiarlo inicialmente in vivo, aprovechando las ventajas que nos da el poseer un 

modelo en el que podemos contar el total de la carga parasitaria. 

Se utilizó ciclofosfamida (CY), una droga que, en amplios rangos de dosis, es 

capaz de inducir un aumento de la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH), 

sin afectar o a veces inhibiendo la respuesta de anticuerpos. Así mismo, se empleó la 

timectomía neonatal como un medio para afectar la respuesta inmune de los ratones 
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(Balb/c). A w1 subgrupo de estos últimos se les transfirieron células de ratones 

inmunizados, enriquecidas de linfocitos T. 

La influencia de las honnonas sexuales específicas sobre la susceptibilidad al 

cisticerco de T. crassiceps, se midió gonadectomizando a ratones de ambos sexos y 

reponiéndoles honnonas con la aplicación subcutánea de tabletas de liberación 

continua de l 7-J3-estradiol o 5-a-dihidrotestosterona (5-a-DHT). Se estudió la 

modificación de las cargas parasitarias en cada uno de los grupos. 

Buscando definir con mayor claridad los blancos de las honnonas sexuales 

para influir sobre la capacidad de respuesta inmune del parásito, se estudió el efecto 

de la coexistencia de gonadectomía y timectomía en el mismo animal. 

Se midió también la respuesta de hipersensibilidad retardada a antígenos 

parasitarios, correlacionándola con la carga parasitaria y con la respuesta de 

anticuerpos. In vitro se estudió la capacidad de los mononucleares de sangre 

periférica de los ratones, de responder a un mitógeno de linfocitos T (Concanavalina 

A) en función de la carga parasitaria. Dado que se encontró que en ciertos momentos 

de la infección la respuesta a Con A está inhibida, y ya que está descrito en otro tipo 

de infecciones que los macrófagos son capaces de inhibir la respuesta por la 

producción de prostaglandinas, se hicieron algunos experimentos para iniciar el 

estudio del papel de los macrófagos y de las prostaglandinas en la inhibición de la 

respuesta a Concanavalina A 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

RESUMEN DE LOS MATERIALES Y MÉTODOS PUBLICADOS 

Los detalles de los materiales y métodos descritos en esta sección se 

encuentran en los artículos de los anexos A. l (Bojalil y cols., 1993) y A.2 (Terrazas 

y cols., 1994 ), a continuación se describen en fonna abreviada. 

Ratones 

En todos los experimentos mencionados en esta tesis se utilizaron ratones de 

la cepa BALB/c -susceptible a la infección por T crassiceps- mantenidos desde hace 

más de 20 generaciones en el bioterío del Instituto de Investigaciones Biomédicas. 

Las edades de los ratones de ambos sexos al momento de la infección eran de 6 a 8 

semanas. 

Cisticercos 

Se usaron cisticercos de la cepa ORF, conservados en el Instituto a través de 

pases sucesivos de ratón en ratón (hembras Balb/c). Su obtención para infección o 

como fuente de antígenos fue a partir de ratones con 2 a 4 meses de infección. Se 

extraían los metacéstodos de la cavidad peritoneal, se lavaban en solución salina 

amortiguadora de fosfatos (PBS) y se seleccionaban para infección o bien se 

centrifugaban en fiio para la obtención de sobrenadante. Este sobrenadante, 

consistente fundamentalmente de líquido vesicular, se utilizó como fuente de 

antígenos tanto para medir las respuestas de hipersensibilidad retardada como para 

detectar anticuerpos específicos por el método de ELISA. 
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Infección 

La infección experimental siempre füe inoculando en la cavidad peritoneal de 

los ratones 1 O cisticercos de aprox. 2 111111 de diámetro, sin gemar, suspendidos en 

200 µ!de PBS. Las cargas parasitarias resultantes siempre se midieron a los 30 días 

de infección (excepto cuando se especifica lo contrario). 

Afectación de la respuesta inmune celular 

La CY se utilizó disuelta en solución salina estéril, y se inyectó en la cavidad 

peritoneal de los ratones a dosis de 20 ó 200 mg!Kg de peso del ratón, 2 días antes 

de la infección experimental. 

La timectomía neonatal se realizó transtorácicamente a ratones entre 24 y 72 

horas de nacidos. Al final de la infección todos los animales se examinaron 

macroscópica e histológicamente para confirmar la ausencia de timo, descartándose 

aquellos en donde se hubiera encontrado alguna evidencia de su existencia. Los 

ratones operados sin timectomizar no mostraron diferencias con los controles, por lo 

que se incluyeron en este último grupo. 

Las células linfoides que se transfirieron füeron obtenidas de bazos de ratones 

previamente imnunizados con 100 ~tg de extracto total de cisticercos de T. 

crassiceps. Después de lavar las células se detenninó su viabilidad (>95%) y se 

pasaron por una columna de nylon-lana para obtener una población rica en células T 

(alrededor del 90%). Cada ratón transferido recibió 1 x 107 células en 200 µI de 

medio RPMI. Las hembras recibieron células de hembras y los machos de machos, 

24 horas antes de la infección. Los ratones control recibieron únicamente medio 

RPMI. 
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Afectación de factores sexuales 

Las gonadectomías se realizaron bajo anestesia a las 5 semanas de edad de los 

ratones. La inoculación de los parásitos se hizo tres semanas después. 

Para la reconstitución honnonal se utilizaron tabletas que liberan la honnona 

en fonna continua durante tres semanas (Innovative Research of America). Se 

aplicaron subcutáneamente a ratones hembras y machos previamente 

gonadectomizados, y a las tres semanas se repitió la dosis. A gmpos distintos de 

ambos sexos se aplicaron honnonas femeninas (17-B-estradiol, a dosis de 0.01 y 0.1 

mg/tableta) o masculinas (5-cx-dihidrotestosterona, a dosis de 0.5 mg/tableta), tres 

días antes de la infección. 

Medición de respuesta de hipersensibilidad retardada 

La respuesta de hipersensibilidad retardada se midió a los 15 días de la 

infección, inyectando al cojinete plantar derecho de cada ratón 100 µg de líquido 

vesicular en 30 µL de solución salina estéril. El grosor del cojinete se midió antes de 

la inyección y a las 24 horas, y la respuesta se expresó como el porcentaje de 

incremento del grosor, comparando el obtenido a las 24 horas con su propio basal. 

Análisis estadístico 

El significado estadístico de los efectos de las variables experimentales se 

detenninó por el análisis multifactorial de varianza (Anó1úmo, 1985). Para la 

comparación entre grupos el análisis requirió de transfonnación algebraica, ya que no 

se encontró una distribución nonnal de los datos y las varianzas entre los grupos no 

fueron homogéneas. Para la transfonnación se utilizó la ecuación (no. de parásitos 

porratón+ l)x 10114
. 
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OTROS MATERIALES Y MÉTODOS 

Estudios in vitro 

Para medir la respuesta a Concanavalina A (Con A), se utilizaron células de 

bazo de ratones. Para ello, se extrajeron los bazos en condiciones estériles y se 

transfirieron a solución salina balanceada (SSB). Se perfi.mdieron con 5 ml de la 

misma solución y se Jisaron los eritrocitos con cloruro de amonio al 0.87% durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente después se lavaron tres veces con 

SSB, se contaron en una cámara de Neubauer y se ajustaron a 5 x 106 células/mi en 

medio RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino, 1 % de penicilina-estreptomicina, 

1 % de aminoácidos no esenciales, O .5% de L-glutamina 200 mM y 25 mM de 

Hepes. La viabilidad, medida por exclusión de azul tripano, fue siempre mayor al 

95%. 

A microplacas de cultivo de 96 pozos se agregaron 5 x 105 células/pozo (100 

µl); después, 100 µl de una solución de Con A a 2 µgiml en medio de cultivo 

suplementado, o 100 µl de medio de cultivo suplementado. Se incubaron 54 horas a 

37 ºC con 5% de C02, y se agregaron 1 O µl de medio de cultivo con un µCi de 

timidina tritiada. Se volvieron a incubar esta vez por 18 horas, para después cosechar 

las células sobre un papel de fibra de vidrio, y contarse la marca radiactiva en un 

contador de centelleo. Los resultados se reportaron como índice de estimulación, que 

no es más que la relación entre el número de cuentas por minuto obtenido de las 

células estimuladas sobre el de las células no estimuladas. 

En Jos experimentos en donde se probó el efecto de indometacina y de la 

eliminación de células adherentes de los cultivos, se siguieron los mismos pasos que 
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los descritos en Ja estimulación con Con A, sólo que además en el primer caso se 

agregaron en los pozos de la placa 40 ng (20 µ! de una solución de 2 µg/ml) de 

indometacina. Para eliminar a las células adherentes, el total de células se incubó en 

cajas de Petri 3 horas a 37 ºC con 5% de C02. Recuperadas las demás células se 

volvieron a contar y ajustar a 5 x 106/ml. 
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RESULTADOS 

RESUMEN DE LOS RESULTADOS PUBLICADOS 

Estos resultados se encuentran descritos con mayor detalle en los artículos de 

los anexos A. l (Bojalil y cols., 1993) y A.2 (Terrazas y cols., 1994). 

Efectos de la Ciclofosfamida. 

Con la aplicación de CY, se observó un aumento de la respuesta de 

hipersensibilidad retardada, dependiente de la dosis utilizada (20 y 200 mg!Kg, Tabla 

1, Bojalil y cols. 1993). Este amnento resultó estadísticamente sig¡úficativo con la 

dosis de 200 mg/Kg de peso (p<0.0001 ). 

Tabla l. Respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) en ratones tratados con 
ciclofosfamida (CY). 

CY (mg/Kg) 
o 

20 
200 

n 
27 
18 
18 

Hembras 
x±ES 

5.2±0.7 
7.2±0.7 

30.0±3.7' 

DTH* 

n 
20 
18 
18 

Machos 
x±ES 

5.7±0.5 
8.9±1.4 

21.I±2.4' 
* Medida como incremento porcentual promedio (x) en el grosor del cojinete plantar, relativo 
a los valores iniciales de cada ratón, 24h después de la inyección de 30 ~ti de líquido vesicular 
de T. crassiceps en el cojinete plantar. La medición se hizo 15 días después de la infección 
intraperitoneal. n, número de parásitos por grupo; ' p<. 0001 con respecto a O y 20 mg/kg. 
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En coincidencia con el aumento de la respuesta de hipersensibilidad retardada, 

la carga parasitaria disminuyó significativamente con la misma dosis alta de CY 

(Tabla II, Bojalil y cols. 1993), tanto en las hembras (56%, p<0.02) como en los 

machos (37%, p<0.05); en estos, el número de parásitos también disminuyó 

significativamente con la dosis baja (19%, p<0.05). Con el uso de CY la respuesta de 

anticuerpos, siempre de mayor intensidad en las hembras, sufrió modificaciones no 

significativas estadísticamente; en ambos sexos aumentó con la dosis baja y 

disminuyó con la alta. 

Tabla 11. Carga parasitaria en ratones tratados con ciclofosfamida (CY). 
No. de parásitos" 

Hembras Machos 
CY (mg/Kg) n x±ES n x±ES 

o 27 163.7±21.4 20 34.0±5.8 
20 18 239.9±39.0 18 27.6±8.7b 
200 18 71.1±18.6ª 18 21.3±4.2b 

* Los animales recibieron una inoculación intraperitoneal de 1 O parásitos a las 6-8 semanas de 
edad, y la carga parasitaria individual se midió después de 30 días. n, número de parásitos por 
grupo; x, número promedio de parásitos por ratón;• p<0.02 con respecto a controles; b p<0.05 
con respecto a controles. 

Efectos de la timectomía neonatal y de la transferencia de células. 

A los 30 días de infección, los ratones machos control tuvieron un número 

promedio de parásitos significativamente menor que el de las hembras control 

(p<0.0001, Tabla III, Bojalil y cols. 1993). 
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La timectomía neonatal indujo en ambos sexos una disminución sig¡úficativa 

de la resistencia al parásito (p<0.0001, Tabla III), proporcionalmente mucho mayor 

en los machos (aumentó 567% la carga parasitaria) que en las hembras (aumentó el 

100%), de tal manera que la relación de cargas hembras/machos pasó de 5.4 en los 

controles a 1.6 en los timectomizados. Consecuentemente, en estos últimos la 

diferencia de las cargas parasitarias entre los sexos no füe estadísticamente 

significativa. 

La transferencia de células enriquecidas en linfocitos T a los ratones 

timectomizados, los regresó a su estado original de susceptibilidad (Tabla III). Es 

decir, en ambos sexos aumentó la resistencia con respecto a los timectomizados 

(p<0.0001 en hembras, p<0.0002 en machos) y reaparecieron las diferencias 

estadísticas entre sexos (p<0.05). 

Tabla 111. Carga parasitruia en ratones timectomizados neonatalmente y 
transferidos con células T. 

No. de parásitos"' 
Hembras Machos 

Grupo n x±ES n x±ES 
Control 47 149.6±13.0 30 27.9±3.7ª 

Timectomizados 27 302.9±43.Sb 11 186.1±36. lb 
Transferidos 18 129.1±30.7º 5 24.2±9.0d 

* Los animales recibieron una inoculación intraperitoneal de 1 O parásitos a las 6-8 semanas de 
edad, y la carga parasitaria individual se midió después de 30 días. n, número de parásitos por 
grupo; x, número promedio de parásitos por ratón;' p<0.0001 con respecto a hembras control; 
b p<0.0001 con respecto a su propios controles y sin significancia estadística con respecto al 
otro sexo; 0 p<0.0001 con respecto a timectomizadas y sin significancia estadística con 
respecto a sus controles; d p<0.0002 con respecto a timectomizados, sin significancia 
estadística con respecto a sus controles y p<0.05 con respecto a las hembras transferidas. 
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En lo que se refiere a la respuesta de hipersensibilidad retardada a los 

antígenos del cisticerco, los ratones controles de ambos sexos reaccionaron de 

manera similar (Tabla IV, Bojalil y cols. 1993); la timectomía neonatal indt!io una 

reducción significativa sólo en las hembras (p<0.002, Tabla IV). La transferencia de 

células provocó, nuevamente en las hembras, una ligera recuperación de su respuesta 

de hipersensibilidad retardada y no modificó la de los machos. No se encontraron 

diferencias significativas en el título de anticuerpos entre ningw10 de los grupos. 

Tabla IV. Respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) en ratones 
timectomizados neonatalmente y transferidos con células T. 

DTH* 
Hembras Machos 

Grupo n x±ES n x±ES 
Control 38 4.7±0.7 20 3.4±0.6ª 

Timectomizados 22 2.l±0.5h 6 3.5±1.6 
Transferidos 14 2.9±0.5° 5 2.8±0.5 

* Incremento porcentual promedio en el grosor del cojinete plantar, relativo a los valores 
iniciales de cada ratón, 24h después de la inyección de 30 µI de líquido vesicular de T. 
crassiceps en el cojinete plantar. La medición se hizo 15 días después de la infección 
intraperitoneal. n, número de parásitos por grupo; ' sin significancia e,.stadística con respecto a 
timectomizados, transferidos y hembras control; b p<O. 002 con respecto a sus controles; c sin 
significancia estadística con respecto a sus controles, las timectomizadas y los machos 
transferidos. 
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En resumen, se había encontrado que la timectomía neonatal disminuye las 

diferencias en la resistencia al parásito entre los sexos, hasta el punto de no ser 

significativas, fenómeno que significa que las gónadas ejercen al menos parte de su 

efecto a través del timo. Sin embargo, no dejó de llamar la atención el hecho de que 

en cada m10 de los experimentos con animales timectomizados, las hembras tenían 

mayores cargas parasitarias que los machos. Es decir, se antojaba probable que las 

hormonas sexuales tuvieran también tm efecto extratímico sobre la respuesta al 

cisticerco de T. crassiceps. De esta manera se repitieron los experimentos de 

gonadectomizar a los animales, pero esta vez se gonadectomizaron también ratones 

que habían sido previamente timectomizados neonatalmente. Con esto se esperaba 

eliminar definitivamente las diferencias en carga parasitaria entre los sexos, como 

sucede con la sola gonadectomía, pero probablemente con cargas parasitarias más 

altas por la ausencia de timo. 

En esta serie de experimentos, se encontró otra vez tma gran diferencia en la 

susceptibilidad de las hembras control (intactas) con respecto a la de los machos 

control (relación 4.7:1, p<0.01, Tabla V, Terrazas y cols., 1994), pero esta vez la 

respuesta de hipersensibilidad retardada de Jos machos intactos fue 

significativamente mayor que la de las hembras (p<0.02), mientras que la respuesta 

de anticuerpos fue muy similar. 

Efectos de la gonadectomía. 

La gonadectomía redujo significativamente la carga parasitaria de las hembras 

con respecto a la de las hembras intactas (41%, p<0.01, Tabla V), y aumentó de 

manera muy notable la de los machos también respecto a sus controles intactos 
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(190%, p<0.01), de tal manera que la relación de cargas parasitarias promedio se 

modificó de 4.7 a 0.9. La respuesta de hipersensibilidad retardada de las hembras se 

incrementó significativamente con la gonadectomía (62%, p<0.05, Tabla V) y 

disminuyó, no significativamente, en los machos (26%). Como siempre los niveles de 

anticuerpos anticisticercos no se modificaron (Tabla V). 

Efectos de la timectomía neonatal. 

Como en la serie anterior de experimentos, la timectomía neonatal provocó en 

ambos sexos un aumento importante y significativo (p<0.01, Tabla V) de las 

respectivas cargas parasitarias, otra vez proporcionalmente mucho mayor en los 

machos (351%) que en las hembras (72%), de tal manera que la diferencia de las 

cargas parasitarias dejó de ser significativa. Se mantuvo una vez más ima diferencia 

numérica a favor de las hembras (la relación bajó de 4.7 a 1.8). 

La DTH esta vez sólo se redujo de manera significativa en los machos (87%, 

p<0.01, Tabla V), ya que en las hembras disminuyó únicamente en un 13%. 

Efectos de timectomía y gonadectomía coexistentes. 

En las hembras, los efectos contrarios de ambos procedimientos se anularon 

entre sí, dando como resultado ima carga parasitaria idéntica con respecto al grupo 

control (Tabla V). En los machos, la gonadectomía no modificó el número de 

parásitos obtenidos con la sola timectomía, y dio como resultado w1 aumento de 

325% en la carga parasitaria con respecto a la de los controles (p<0.01, Tabla V). 
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Nótese que estos dos procedimientos sumados abatieron las diferencias 

significativas en las cargas parasitarias entre los sexos, y las diferencias numéricas en 

las mismas (la relación hembras/machos bajó de 4.7 en los nonnales a 1 .1 en los 

timectomizados-gonadectomizados). 

La hipersensibilidad retardada en respuesta a antígenos del parásito se redujo 

sig¡úficativamente sólo en los machos (62%, p<0.02), y los títulos de anticuerpos no 

se modificaron en ning(m sexo (Tabla V). 

Tabla V. Influencia del timo y las gónadas sobre la carga parasitaria, la respuesta 
de hipersensibilidad retardada y el título de anticuerpos. 

No. Parásitosª DTHh Título de Ac'sc 

Grupo Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos 
Control 204±92m 43±21 4.5±2.2" 8.8±2.2 0.65±0.19° 0.72±0.08 

(n=S) {n=IO) 

Gx 119±80"·º 125±81 p 7.3±2.3' 6.5±2.3' 0.63±0.11' 0.65±0.10' 
(n=IO) (n=IO) 

Tx 351±99"·º 194±163" 3.9±1.7' 1.1±1.1" 0.73±0.19' 0.75±0.16' 
(n=l2) {n=S} 

Tx+Gx 201±157'" 183±71" 4.0±2.4' 0.58±0.16' 0.73±0.14' 
(n=S) (n=7) 

número promedio de parásitos por ratón ± desviación estándar; 6 respuesta de 
hipersensibilidad retardada, medida como incremento porcentual del grosor del cojinete 
plantar, relativo a su grosor inicial ± desviación estándar; º densidad óptica promedio en 
ELISA para la detección de anticuerpos anti T. crassiceps ± desviación estándar. Gx, 
gonadectomizados; Tx, timectomizados;"' p<0.01 con respecto a machos control; "p<0.02 
con respecto a machos control; º sin significancia estadística con respecto a machos del mismo 
grupo; r p<0.01 con respecto a sus controles; q p<0.02 con respecto a sus controles;' p<0.05 
con respecto a sus controles; ' sin significancia estadística con respecto a sus controles. 
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Efectos de la reconstitución honnonal. 

Nuevamente se encontraron diferencias significativas en las cargas parasitarias 

entre los sexos (esta vez con mm relación hembras control/machos control de 16.7, 

Tabla VI, Terrazas y cols., 1994). También se encontró un efecto de la gonadectomía 

tendiente a igualarlas por un amnento de la intensidad parasitaria de los machos de un 

356% (p<0.01) y mm disminución de la de las hembras de un 55% (p<0.01). 

Con la reconstitución honnonal, a pesar de grandes variaciones dentro de los 

grupos, se observaron algunos cambios analizables estadísticamente (Tabla VI). La 

reconstitución con 17-B-estradiol con las dos dosis utilizadas (0.01y0.1 mg/pellet) 

indujo en ambos sexos, aumentos grandes y significativos (p<0.01) en la carga 

parasitaria con respecto a los ratones gonadectomizados. Así en las hembras 

gonadectomizadas la dosis de 0.01 mg/pellet aumentó la carga parasitaria en 221 % y 

la de 0.1 mg/pellet en 291 %. En los machos gonadectomizados y reconstituidos, la 

dosis baja de estradiol indttio un aumento de 272% y la alta de 343% en el número 

de cisticercos. En cambio, la reconstih1ción con 5-a-dihidrotestosterona no hivo 

efectos en la carga parasitaria en ninguno de los dos sexos. 

La respuesta de hipersensibilidad retardada sufrió cambios en el sentido 

opuesto al de la cantidad de parásitos recuperados (Tabla VI): con la dosis mayor de 

estradiol bajó significativamente dicha respuesta en ambos sexos con respecto a los 

ratones gonadectomizados. Con la dosis menor, también bajó significativamente la 

respuesta de hipersensibilidad retardada de los machos, pero la de las hembras no se 

modificó. Con testosterona, bajó más en hembras que en machos con respecto a sus 

respectivos controles gonadectomizados, aunque en ninguno de los dos sexos las 

diferencias fueron significativas. 
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Como siempre, los títulos de anticuerpos no sufiieron modificaciones 

significativas, aunque en las hembras tratadas con la dosis mayor de estradiol el 

munento observado estuvo cerca de ser estadísticamente significativo (Tabla VI). 

Tabla VI. Influencia de la reconstitución honnonal sobre la carga parasitaria, la 
respuesta de hipersensibilidad retardada y el título de anticuerpos. 

No. Parásitosª DTHh Título de Ac'sc 

Grupo Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos 
Control 268±85m 16±22 4.0±2.2" 8.5±2.6 0.9±0.3° 0.8±0.3 

(n=IO) (n=IO) 
Gx 119±79"·º 72±51" 4.4±2.6' 7.1±3.4' 0.8±0.3' 1.0±0.2' 

(n=IO) (n=IO) 
17-¡3-E 382±2691 268±2.~61. .4.8:f:i.5" ' 

(0.01 mg) (n=6) (n=7) - : \· 
17-¡3-E 466±2091 319±1731 Í.8±2.2' 

4.8±1.61 1.0±0.2" 0.8±0.3" 

2.1±2.21 1.2±0.2" 0.8±0.2" 
(0.1 mg) (n=5) (n=9) 
5-a.-DHT 152±101" 67±35" 2.7±2.2" 6.8±2.0" 0.9±0.3" 1.0±0.2" 
(0.5 mg) (n=IO) (n=IO) 

' número promedio de parásitos por ratón ± desviación estándar; 6 ~espuesta de 
hipersensibilidad retardada, medida como incremento porcentual del grosor del cojinete 
plantar, relativo a su grosor inicial ± desviación estándar; º densidad óptica promedio en 
ELISA para la detección de anticuerpos anti 1: crassiceps ± desviación estándar. Gx, 
gonadectomizados; 17-¡3-E, reconstituidos con tabletas subcutáneas de 17-¡3-estradiol; 5-a.­
DHT, reconstituidos con tabletas subcutáneas de 5-a.-dihidrotestosterona; m p<0.01 con 
respecto a machos control; " p<O. 02 con respecto a machos control; º sin significancia 
estadística con respecto a machos del mismo grupo;" p<0.01 con respecto a sus controles;' sin 
significancia estadística con respecto a sus controles; ' p<0.01 con respecto a los 
gonadectomizados del mismo sexo; " sin significancia estadística con respecto a los 
gonadectomizados del mismo sexo. 
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RESULTADOS COMPLEMENTARIOS 

Cinética del crecimiento parasitario. 

En todos los experimentos la infección se inició por la inoculación de 1 O 

cisticercos sin yemas (de alrededor de 2mm de diámetro) en cada ratón. Para estos 

experimentos se hicieron grupos de animales que se füeron sacrificando a los 3, 7, 

14, 21, 28 y 42 días de infección. Desde el tercer día de infección se encontraron 

números pequefios de parásitos, que fueron aumentando en los días subsiguientes. El 

cambio más importante se dio a partir del día 21, en que empezó un crecimiento 

sostenido de la carga parasitaria, más notable en hembras. Se comenzó a observar 

entonces una diferencia en susceptibilidad entre sexos, que se füe haciendo cada vez 

más evidente. 

Crecimiento Parasitario 
500 

O Hembras 

O Machos 
400 

UI o ... ·¡¡; 
300 •ttl 

L. ra a.. 
Q) 

200 "C 

ci z 
100 

o 
3 7 14 21 28 42 

Días de Infección 

La inoculación inicial fue de 10 cislicercos sin yemas (aprox 2mm de diámelro), por 
vía intrnpcritoneal. El número de parilsilos se refiere a los encontrados en dicha 
cavidad en los distintos días de infección. 
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Cinética de la respuesta de hipersensibilidad retardada CDTI-D. 

Simultáneamente a la carga parasitaria, se midió la DTH de los ratones hacia 

antígenos de T crassiceps, a distintos días de infección. Llama la atención que tanto 

en hembras como en machos dicha respuesta se detecta ya por arriba de la basal 

desde los primeros días, y va en aumento paralelo con la carga parasitaria. El día 14 

se alcanza una diferencia significativa con respecto a todos los demás tiempos de 

infección(** p<0.001 ). El día 21 se obseiva también en ambos sexos una caída 

estadísticamente significativa de la DTH (* P<0.01) con respecto a los días 7, 14 y 

28, coincidente con el awnento en la velocidad de crecimiento parasitario. Después 

de este punto, la DTH fluctuó pero ya no recuperó la intensidad máxima del día 14. 
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42 

Aumento porcentual promedio en el grosor del cojinete plantar, con respecto al basal. 
24h después de la inyección de 30 µl de líquido vesicular de r crassiceps. * p<O.O l 
del día 21 con respecto a los días 7. 14 y 28; ** p<0.001 del día 14 con respecto a 
tocios los demás días. 
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Cinética de la respuesta de anticuerpos. 

La producción de anticuerpos anticisticercos fue más lenta que la respuesta de 

hipersensibilidad retardada, al menos en los niveles de sensibilidad de nuestros 

métodos, ya que fueron detectados a partir del 7o día de infección. A diferencia de la 

DTH, la respuesta de anticuerpos fue aumentando a medida que pasaban los días y 

aumentaba la carga parasitaria. La producción de anticuerpos no mostró variaciones 

bruscas. 
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Detección de anticuerpos JgG anti T. crm:.iceps, por el método de ELISA, a distintos 
días de infección con el parásito. 

23 



Cinética de la respuesta a Con A 

La respuesta proliferativa de las células mononucleares de bazo de los ratones 

ante el estúnulo por Con A, fue menor en los ratones parasitados (días 7-42) que en 

los controles (día O) ya desde el 7° día de infección. La capacidad proliferativa fue 

disminuyendo paulatinamente a medida que pasaban los días, hasta alcanzar valores 

significativamente más bajos que los controles el día 21 de la infección(* p<0.01). 

Esta disminución significativa coincidió con el aumento en la velocidad de 

crecimiento de la carga parasitaria y con los valores más bajos de hipersensibilidad 

retardada. 
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Respuesta proliferativa al estímulo por Concanavali111 A. de células mononucleares 
de bazo de ratones infectados (días 742) y sus coutroles (día O). Índice de 
estimulación ~la relación entre el número de cuentas por minuto obtenidas de las 
células estimuladas sobre el de las no estimuladas. * p<O.O 1 con respecto a los 
controles. 
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Efectos de la indometacina sobre la respuesta a Con A in vitro. 

Como se esperaba de experimentos previos, la respuesta a Con A de las 

células de bazo de ratones hembras con 8 y 24 semanas de infección, se encontró 

significativamente disminuida con respecto a los controles no infectados de la misma 

edad(* p<0.05). 

Al agregar indometacina al medio de cultivo, la respuesta proliferativa de las 

células de los animales infectados se recuperó a niveles similares a la de los 

controles. No se observaron efectos de la indometacina sobre la proliferación de las 

células de los animales no parasitados. Al eliminar por adherencia a los macrófagos 

de los cultivos, los resultados fueron muy similares a los obtenidos con indometacina 

(datos no mostrados). 
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Efectos de la indomelacina sobre la respuesta prolifemtiva al eslímulo por 
Concanavalina A, de células mononucleares de bazo de ratones i1úcclados y sus 
controles. * p<0.05 con respecto a los controles. 
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DISCUSIÓN 

Una de las primeras conclusiones que surgen de los resultados aquí 

presentados, es que los efectos del sistema inmune sobre el crecimiento del cisticerco 

de T. crassiceps están relacionados con mecanismos celulares, y que éstos dependen 

en gran medida de la presencia del timo en la etapa postnatal. Esta afinnación se basa 

en varios hallazgos. En primer lugar en que la dosis alta de CY indujo un aumento 

significativo de la respuesta de hipersensibilidad retardada a antígenos parasitarios, y 

paralelamente disminuyó el n(unero de cisticercos obtenidos de los ratones. En 

segtmdo lugar, en que, por el contrario, la timectomía neonatal provocó tma caída 

significativa de la resistencia al parásito en ambos sexos. Finalmente, la conclusión 

de que los mecanismos celulares son responsables de la resistencia, se reforzó con el 

hallazgo de que la transferencia de células enriquecidas en linfocitos T a ratones 

timectomizados, restableció la resistencia de los ratones de ambos sexos a los niveles 

originales. 

La inmunidad celular parece entonces, ser la principal responsable de la 

limitación del crecimiento parasitario. El éxito de la transferencia de células 

enriquecidas en linfocitos T deja poco lugar a dudas al respecto. Por otro lado, en 

general se encontró una correlación negativa entre la carga parasitaria y la respuesta 

de hipersensibilidad retardada (DTH) hacia antígenos del cisticerco, en contraste con 

la respuesta de anticuerpos que aumentó con la intensidad de la carga. También es 

cierto que a(m cuando la DTH se modificó en sentido opuesto a la carga parasitaria 

en la gran mayoría de los experimentos, no siempre hubo una correlación 

estadísticamente significativa entre resistencia y niveles de DTH. Esto puede deberse 
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a varias cosas. En primer lugar, medimos la DTH a fos 15. días de la infección, 

cuando todavía esta respuesta puede estar alta; probablemente a los 21 días de 

infección la correlación hubiese sido mucho mayor. Por otro lado, es posible que la 

respuesta de hipersensibilidad retardada, en nuestros experimentos evaluada en 

función del amnento del grosor del cojinete plantar, sea una medida burda, o tal vez 

restringida, de las ftmciones celulares. El que la respuesta de hipersensibilidad 

retardada no sea necesariamente w1 reflejo del cmtjunto de la respuesta inmune 

celular, lo ha establecido claramente Dannenberg (1991) para la infección 

tuberculosa. Para él, la respuesta inmune celular y la de hipersensibilidad retardada 

son el mismo fenómeno inmunológicamente hablando, pero son distintos en sus 

consecuencias y en los hallazgos histopatológicos. Define la respuesta inmune celular 

como mrn respuesta beneficiosa mediada por macrófagos, atraídos al sitio de la lesión 

y activados por citocinas. Estas citocinas, producto de células T específicas 

estimuladas por antígenos, activarían a los macrófagos pennitiéndoles matar a las 

bacterias ingeridas. En la de hipersensibilidad retardada, también participmian células 

T y citocinas, pero en este caso el resultado sería la muerte de los macrófagos 

infectados no activados y la necrosis de los tejidos circundantes. Así, aunque los dos 

mecanismos logran controlar el crecimiento parasitario, el costo para el organismo es 

mayor con la respuesta de hipersensibilidad retardada ya que sacrifica sus propios 

tejidos (Dannenberg, 1991 ). 

Otro de nuestros argumentos para concluir que los mecm1ismos celulares están 

involucrados en la respuesta inmune al cisticerco de T crassiceps, fue el de los 

efectos de la ciclofosfamida (CY) sobre la cantidad de parásitos que crecen en la 

cavidad peritoneal de los ratones infectados. Al respecto, podría objetarse que los 

resultados que se obtuvieron con la CY podrían deberse a una acción antiparasitaria 
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directa de la droga. Sin embargo, pensamos que esto no es así, fundamentalmente por 

dos razones: 1) la CY tiene efectos claros sobre la respuesta inmune (Askenase y 

cols., 1975; Turk y Parker, 1982; Denman y cols., 1992), mismos que se 

documentaron en nuestros experimentos, y 2) el fánnaco tiene wia vida media 

plasmática de 6-7 hrs (Bagley y col s., 1973 ); la inoculación intraperitoneal de los 

parásitos ocurrió 48 hrs después de la inyección de la droga. 

En nuestros experimentos, la timectomía no alteró sig¡úficativamente los 

niveles de anticuerpos anti.cisticercos, como se esperaba de experimentos previos de 

otros autores (Shimamoto y cols., 1980; Kawauchi y cols., 1983a, 1983b). El hecho 

de que la respuesta de anticuerpos en animales timectonúzados no se afecte, podria 

deberse a la mezcla compleja de los antígenos parasitarios que se utilizaron, alg1mos 

de los cuales podrian inducir una respuesta timo independiente, como ocurre con 

ciertos polisacáridos bacterianos (Davies y cols., 1970). De hecho, se ha repo1tado 

que el cisticerco de T crassiceps es capaz de inducir wia expansión policlonal de 

linfocitos B (Good y cols., 1982). Así mismo, Shimamoto y cols (1980) encontraron 

que la respuesta de los ratones neonatal.mente timectomizados a mitógenos de T está 

alterada, pero no lo está la respuesta a LPS. Incluso, recientemente Hillman y cols. 

(1991) reportaron que los ratones atúnicos ("desnudos") Balb/c pueden producir 

anticuerpos de todas las subclases de IgG específicos en contra de una fonna 

polimerizada de tm péptido pequefio, sugiriendo que "un cambio de clase en los 

linfocitos B puede ocurrir aún en condiciones de ayuda de T limitada, dado que el 

inmunógeno pueda causar entrecmzamiento eficiente de sus receptores de 

superficie." 

Otra de las conclusiones sugeridas por los resultados de nuestro trabajo es que 

los factores asociados al sexo que alteran los mecanismos imnunes que influyen 
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sobre la susceptibilidad al cisticerco de T. crassiceps, lo hacen al menos de dos 

maneras. En primer lugar a través del timo y posiblemente también a través de 

células linfoides periféricas que fueron liberadas a la circulación antes de la 

timectomía. La acción gonadal sobre la resistencia se demostró previamente por las 

distintas cargas parasitarias encontradas en hembras y machos y prácticamente 

igualadas por las gonadectomías (Huerta y cols., 1992). La posibilidad de una 

influencia directa de los productos gonadales sobre la capacidad reproductora del 

parásito, hasta ahora no ha podido ser demostrada. Experimentos in vitro no 

mostraron efectos de las principales honnonas sexuales ( 17-¡3-estradiol, testosterona 

y progesterona) sobre la capacidad de crecimiento o reproducción de cisticercos en 

cultivo (Huerta y cols., 1992). La conclusión de que el timo es un blanco importante 

para los factores gonadales se basa en el hecho de que la diferencia de 

susceptibilidades entre sexos se minimiza con la timectomía neonatal. La sugerencia 

de que además de su efecto sobre timo, las honnonas sexuales pudieran también 

ejercer una acción extratímica, surgió de la siguiente obseivación. La timectomía 

neonatal hace desaparecer las diferencias significativas entre las cargas parasitarias 

encontradas en los distintos sexos; sin embargo, en todos los experimentos que 

incluyeron este procedimiento quirúrgico, se mantuvo una diferencia notable en 

cargas parasitarias, siempre mayor en las hembras. La razón por la que se pudiera 

estar viendo un fenómeno con significado biológico pero sin significado estadístico, 

podria ser que el tamaño de los grnpos de ratones fuera muy pequeño para detectar 

diferencias también pequeñas. Para demostrar que éstas existen habría que hacer w1 

experimento calculando la cantidad de ratones requeridos por gmpo, de acuerdo con 

la variabilidad obseivada. 
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La sugerencia de una acción extratímica de las gónadas, se reforzó con el 

hallazgo de que la gonadectomía realizada a animales previamente timectomizados, 

iguala el número de parásitos encontrados en hembras y machos. En estos últimos, 

los efectos de gonadectomía y timectomía en Ja carga parasitaria no fueron 

sumatorios. Esto podría interpretarse como indicativo de un efecto máximo posible 

definido por las limitaciones biológicas de la reproducción del parásito, pero también 

podría reflejar una interacción entre los sistemas inmune y endócrino, ya que se 

esperarían efectos sumatorios en sistemas con control independiente. Es posible 

entonces que Ja totalidad del efecto positivo de las gónadas masculinas sobre la 

respuesta immme a este parásito, se ejerza a través del timo aumentando su 

capacidad restrictiva sobre el crecimiento parasitario. En ausencia del timo, Ja 

presencia o ausencia de las gónadas masculinas seria irrelevante para el control de Ja 

infección. Compatible con esta interpretación es Ja descripción de receptores para 

testosterona en el timo y en los ti.mocitos, pero no en linfocitos periféricos ni de bazo 

(Cohen y cols., 1983; Gulsham, 1990). En las hembras, por el contrario, Ja 

timectomía más gonadectomía en el mismo animal, modifican Ja carga parasitaria 

tanto con respecto a las sólo gonadectomizadas como en relación a aquellas sólo 

timectomizadas. Ambos procedimientos anulan sus efectos entre sí de tal manera que 

las cargas parasitarias de los animales de este gmpo son muy similares a las de las 

hembras control. Es muy posible que esto signifique que el timo no seria el único 

blanco de las gónadas femeninas en su influencia sobre la resistencia a la 

cisticercosis experimental murina, e incluso no podemos descartar la posibilidad de 

que su principal acción sea extratímica. De hecho, se han encontrado receptores para 

estrógenos en el timo y también en linfocitos T CDS+ (Cohen y cols., 1983), MQs 

(Hu y cols., 1988; Gulsham, 1990) y linfocitos B (Danel y cols., 1988), de tal manera 
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que las honnonas gonadales femeninas podrían estar afectando directamente a las 

células linfoides periféricas. Otros posibles blancos de las honnonas sexuales serian 

el tejido linfoide periférico (Ansar-Ahmed y cols., 1985) e incluso el sistema 

neuroendócrino (Besedovsky y cols., 1985; Blalock, 1989). 

Hasta aquí se podía hablar de efectos gonadales sobre la respuesta inmune al 

parásito. Los datos eran congruentes con la propuesta general de que Jos ovarios 

inhiben dicha respuesta, y los testículos Ja estimulan. Faltaba sin embargo, definir el 

papel específico de las honnonas sexuales. En los experimentos de reconstitución 

hormonal de ratones gonadectomizados, se encontró que el estradiol provocó un 

aumento claro y significativo de Ja carga parasitaria tanto en hembras como en 

machos, con un decremento simultáneo de la respuesta de hipersensibilidad 

retardada, sin afectar la respuesta de anticuerpos. En contraste, la reconstitución con 

5-a-dihidrotestosterona (5-a-DHT) no tuvo ningún efecto en carga parasitaria, 

hipersensibilidad retardada o título de anticuerpos en ningún grupo de ratones. Así, se 

llegó a la conclusión de que en las hembras nonnales, los altos niveles de estradiol 

favorecen Ja reproducción de los cisticercos. La ausencia de efectos de Ja 5-a-DHT 

sobre la carga parasitaria, podria hacer pensar que la resistencia relativa de los 

machos al crecimiento parasitario se deba más a sus niveles nonnalrnente bajos de 

estrógenos que a la presencia de 5-a-DHT. Sin embargo, dado que la orquiectomía 

tiene consecuencias negativas sobre la resistencia, el no encontrar efectos de la 5-a­

DHT no descarta tm papel activo de Jos andrógenos. Es posible que la dosis utilizada 

de la honnona no haya sido la adecuada, o incluso que las tabletas de honnonas con 

5-a-DHT no fimcionaran. Esto último es poco probable ya que, a pesar de que no se 

midieron niveles honnonales circulantes, los ratones machos reconstituidos con esta 

honnona tenían vesículas seminales de caracteristicas macroscópicas muy similares a 

31 



las de los machos nonnales. Hay que considerar también que si bien en la mayoría de 

los tejidos blanco la 5-a.-DHT es el metabolito más activo, hay algunos tejidos como 

el músculo esquelético y Ja médula ósea en donde los efectos androgénicos están 

mediados por testosterona propiamente o por otros metabolitos (Murad and Haynes, 

1980), y ese bien podria ser el caso del tuno. 

Dos puntos importantes que quedan por definir son el de los mecanismos 

específicos de la protección por células, y el de la acción de las honnonas sexuales 

sobre dicha protección. Ya con base en los resultados de la utilización de Ja CY 

(Bojalil y cols., 1993; ver anexo Al) propusimos que las diferencias encontradas 

entre sexos podrían deberse al balance entre células TH1 y TH2 corno respuesta al 

cisticerco de T crassiceps, que podria no ser igual en hembras y en machos. En la 

literatura es frecuente encontrar que los estrógenos están relacionados con 

componentes imnunológicos o influyen sobre eventos inmunes (Schuurs y Verheul, 

1990; Grossrnan, 1991). De acuerdo con las acciones descritas y los sitios en donde 

se han encontrado receptores para estrógenos en la red inmunoreguladora, se pueden 

prever efectos de estas hormonas que pudieran favorecer a los parásitos. Por 

ejemplo, los estrógenos son capaces de estimular la producción de anticuerpos e 

inhibir respuestas celulares (Grossrnan, 1984; Ansar-Ahmed y cols., 1985), de 

manera que es posible que pudieran deprimir la función de células THl y estimular 

las deTH2. 

Hay ejemplos de infecciones parasitarias en donde el balance THlfTH2 

parece tener tm papel iinportante en la resistencia. Así, ante una iI1fección con 

Nippostrongylus brasiliensis o con Schistosoma mansoni, los ratones montan tma 

fuerte respuesta tipo TH2, con una gran producción de IL-1 O, con un aumento de IL-

4 e IL-5 y disminución de IFNy e IL-2 (Mosrnann and Moore, 1991 ). Sin embargo 
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no es una respuesta protectora como probablemente lo sería si se activaran las células 

THl, como se ha demostrado para L. majar (Bretscher, 1992). Esto probablemente 

se deba, al menos en parte, a la inmunidad protectora conferida por macrófagos 

activados (las células THl producen IFNy, potente activador de macrófagos) en 

contra de diversos parásitos (James y Nacy, 1993 ). La infección por T. crassiceps 

pudiera ser otro caso en donde las células THl estarian involucradas en la 

protección, si bien la respuesta sería predominantemente TH2, al menos en ratones 

de cepas susceptibles. El amnento significativo de la respuesta de hipersensibilidad 

retardada inducido por altas dosis de CY y su correlación con un amnento de la 

resistencia al parásito, y la pérdida de dicha resistencia en los ratones 

timectomizados, cuya deficiencia en la producción de IL-2 se ha descrito antes 

(Kawauclú y cols., 1983a), son datos congruentes con la idea de que las células THl 

serían protectoras en esta parasitosis. En el mismo tenor, los efectos conocidos de la 

CY (aumento de DTH, producción disminuida de anticuerpos) que se han atribuido a 

una acción inhibitoria sobre células "supresoras" (Turk y Parker, 1982), bien podrían 

deberse a que este efecto inlúbidor se ejerciera sobre células TH2 que afectan la 

función de THl inhibiendo la producción de citocinas (fündamentahnente lFNy). 

Esto sin duda es un tema de gran interés que requiere de exploración más detallada. 

Resultados preliminares de Luis Ignacio Terrazas en el mismo laboratorio, son 

compatibles con la sugerencia de que la respuesta a la infección por T. crassiceps 

seria tipo TH2 en las hembras de ratones Balb/c. Al estudiar la producción de 

citocinas por células de animales infectados, se ha observado que la respuesta tipo 2 

se presenta rápidamente después del inicio de la infección en las hembras, y más 

lentamente en los machos. De hecho en los machos nunca se observó un aumento de 

IL-10. Por el contrario, las citocinas de la respuesta tipo 1 tardaron más en reducirse 
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en los machos que en las hembras (L.I. Terrazas, comunicación personal). Parecería 

entonces, que la defensa del macho consistiría en retardar el dominio de la respuesta 

tipo 2. Por supuesto es necesario proftmdizar los estudios sobre este punto. 

En los estudios in vitro realizados, se encontró una buena correlación con lo 

obseivado in vivo: a la tercera semana de la infección, momento en que hay un 

aumento claro y sostenido en la carga parasitaria, la respuesta de hipersensibilidad 

retardada y la respuesta proliferativa a Con A caen significativamente, en contraste 

con la respuesta de anticuerpos que continúa en ascenso a medida que aumenta la 

cantidad de cisticercos en la cavidad peritoneal. La respuesta proliferativa a Con A 

de los ratones infectados, se recupera si al cultivo se agrega indometacina o, en 

menor medida, si se eliminan del mismo a los macrófagos. Esto significa que 

posiblemente los macrófagos peritoneales, a través de la producción de 

prostaglandina E2 (PGE2), que es inhibida por indometacina, estén provocando una 

supresión de la respuesta celular. La PGE2 inhibe la producción de IL-2 y además 

inhibe la activación de macrófagos inducida por interferón gama (IFNy) (Unanue, 

1989). Es decir, su efecto parece consistir en la eliminación de la principal citocina 

estimuladora del crecimiento de células T (IL-2) y además inhibir la capacidad de 

estas células de activar macrófagos (via IFNy). ¿Podrían de esta manera prevalecer 

las células TI-12 a partir de cierto momento de la infección por T crassiceps?. 

En los resultados de esta tesis se encontró que la respuesta de 

hipersensibilidad retardada a antigenos del parásito se desploma simultáneamente 

con el aumento sostenido de la carga parasitaria y de los títulos de anticuerpos. Ya 

desde hace al menos 20 afias se describió que cuando se dan respuestas inmunes 

intensas, la respuesta de DTH y la producción de anticuerpos son mutuamente 

excluyentes (Parish, 1972), y esto podría explicarse al menos parcialmente por el 
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antagonismo entre las células THI y TH2, responsables o al menos actores 

importantes de este par de respuestas respectivamente (Mosmann y Moore, 1991 ). 
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CONCLUSIONES 

1. Los resultados tanto de los experimentos in vivo e in vitro, indican que los 

efectos del sistema imnune sobre el cisticerco de T crassiceps están relacionados 

con mecanismos celulares. Estos dependen en gran medida de la presencia del timo 

en la etapa postnatal. Es posible que las células THl estén involucradas en la 

protección, si bien la respuesta dependeria predominantemente de TH2. 

2. El control inmune de esta parasitosis está influido por factores asociados al 

sexo, cuya acción se da a través del timo y posiblemente también a través de células 

linfoides periféricas liberadas del control túnico antes de la timectomía. 

3. De las honnonas sexuales estudiadas, se encontró un claro efecto negativo 

del estradiol sobre la resistencia. Con estos datos no se puede descartar un efecto 

contrario de los andrógenos. 

4. La respuesta celular se inhibe a partir de la tercera semana de la infección; 

se propone explorar si esta inhibición se debe a la prevalencia, a partir de ese 

momento, de las células TH2 y sus productos. Si esto es así, hay que estudiar 

también si el predominio de TH2 se da por factores <ld hospedern, o si los parásitos 

contribuyen inhibiendo la respuesta dañina para ellos, estimulando la que no lo es. Se 

debe definir si se trata de mm imnunosupresión como la observada en infecciones con 

T1ypanosoma cruzi, que en hmnanos parece estar mediada por la inhibición de la 

expresión del receptor de IL-2 y de CD3, CD4 y CD8 en los lúúocitos (Sztein y 

cols., 1990). 
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CONSIDERACIONES FINALES 

En detenninadas patologías, entre las que destaca la leishmaniasis, existe 

evidencia que sugiere que las células THl, una vez establecida su dominancia, 

median el control immme de la enfennedad y las TH2 median su progresión 

(Locksley and Scott, 1991 ). Sin embargo, la respuesta en algunas cepas de ratones y 

en ciertos individuos no es la adecuada para la protección. Las células de ganglios de 

ratones BALB/c (susceptibles a la infección con L. majar) producen Il..-4 e IL-5 en 

respuesta a un estímulo in vitro con antígenos del parásito, y en cambio las células de 

ratones C3H (resistentes) producen IFNy (Locksley y Scott, 1991 ). ¿Podría ser el 

1nismo caso con la infección por cisticercos de T. crassiceps?. En trabajos de E. 

Sciutto y cols. (1991), se han observado grandes diferencias en susceptibilidad en 

distintas cepas de ratones, asociadas a antígenos del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC): ¿será que el predominio de la respuesta THl o TH2 esté 

relacionada con sus alelos del MHC?, ¿éstos ratones son capaces de montar 

respuestas diferentes a las que ya se conoce que hacen (THl o TH2), ante otros 

estímulos antigénicos?. Es decir, se sabe por ejemplo, que la respuesta inmune a 

infecciones por helmintos se caracteriza por una producción elevada de IgE, 

eosinofilia y mastocitosis (Finkelman y cols., 1991), fenómenos mediados 

fündamentahnente por una respuesta tipo 2. Entonces, ¿en qué medida depende la 

respuesta del tipo de estímulo y en qué medida de la capacidad de un organismo para 

establecer o mantener dicha respuesta?. Las diferencias en susceptibilidad de 

distintas cepas de ratones a ciertas infecciones pueden aprovecharse para contestar 

estas pregi.mtas. 
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Se antoja interesante especular que los parásitos como T. crassiceps han 

adquirido la habilidad de modular la respuesta inmune de sus hospederos de tal 

manera que predominen aquellos mecanismos con los que puedan lidiar, a los que 

puedan enfrentar, de los que puedan escapar. Pensando en las cepas de ratones con 

susceptibilidades distintas se puede especular también que aquellas resistentes lo son 

por mantener más tiempo la respuesta adecuada y las susceptibles la cambian ante 

estímulos crónicos, tal vez movidos por factores del parásito, tal vez por sistemas 

propios de retroalimentación y control de ciertos mecanismos de respuesta. 

A la luz de los nuevos conocimientos en inmunología, es factible y hasta 

imperativo conocer más a fondo los mecanismos de la respuesta immme que 

controlan o limitan una infección, y aquellos que confieren una protección completa 

en contra de parásitos o microorganismos patógenos específicos. Este entendimiento 

implicaría también la posibilidad de modificar la respuesta de individuos 

naturalmente susceptibles. Antecedentes existen, Bretscher y cols (1992) encontraron 

que al inmunizar con bajas dosis de Leishmania mqjor se fija la respuesta en una fase 

THI con activación de la respuesta de hipersensibilidad retardada y protección de los 

animales susceptibles ante tm segundo reto. El futuro tal vez nos depare tratamientos 

o vacunas capaces de estimular específicamente los mecanismos inmunes protectores 

en contra de microorgaiúsmos patógenos que representen w1 reto importante para la 

salud o para la vida. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

5-a-DHT 5-a-dihidrotestosterona 

17-P-E 17-P-estradiol 

Con A Concanavalina A 

CY Ciclofosfamida 

DTH Hipersensibilidad retardada (por sus siglas en inglés: "delayed type 
hypersensitivity"). 

IFN Interferón (gama) 

IL Interleucina (2, 4, 10, etc.) 

MHC Complejo principal de histocompatibilidad (por sus siglas en inglés: 
"majar hystocompatibility complex"). 

MQs Macrófagos 

PBS Solución amortiguadora de fosfatos 

PGE2 Prostaglandina E2 

SSB Solución salina balanceada 

TH Célula T "ayudadora" (1 ó 2) 
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THYMUS·RELATED CELLULAR IMMUNE MECHANISMS IN 
SEX·ASSOCIATED RESISTANCE TO EXPERIMENTAL 
MURINE CYSTICERCOSIS ( T AEN/A CRASSICEPS) 

R. Bajali11 L l. Terrazas, T. Govezensky1 E. Sclutto1 and C. Larralde 
Department of lmmunology, Instituto de lnvesligaciones Bioméd1cas, UNAM. AP 70226 México. D.F. 04510 México 

ABSTRACT: Thc role of sex, thymus, and ccllular immunc mcchanisms in mousc resistancc to experimental 
cysticercosis with Taenia crassiceps was studied in mate and fcmale susceptible micc trcatcd with cyclophos­
phamidc, as wcll as in mice nconatally thymcctomizcd and passively transfcrred with T -cnriched lymphoid 
cclls. High doses of cyclophosphamide incrcascd dclaycd hyperscnsitivity and rcsistancc of micc of both scxcs 
without affccting antibody production. Neonatal thymcctomy diminished resistancc in both scxcs but depresscd 
dclayed hyperscnsitivity in fema les only, without significantly alfecting antibody response in cither scx. Passive 
transfer ofT·cnrichcd lymphoid cells to thymcctomizcd micc rcstorcd rcsistancc tocontrol lcvcls without grcatly 
alfecting dclayed hypcrsensitivity. Thus. our results indicate that ccll-associatcd immune mcchanisms are im· 
plicated in rcsistance to murinc cysticcrcosis with T. aassiceps. Bccausc neonatal thymcctomy nearly cqualizcd 
thc intcnsity of infcction of fcmale and malc micc. it is argued that thc thymus is imponantly involved in thc 
intcraction bctwcen gonads and thc immunc systcm in thc control of this cysticercosis. 

Experimental murine Taenia crassiceps cys· 
ticercosis (Freeman. 1962: Smith et al.. 1972) is 
possibly under immunocndocrinological regu· 
lation (Larralde et al.. 1990: Sciutto et al.. 1990. 
1991; Huerta et al.. 1992). Marked variations in 
susceptibi1ity have beco found to be associatcd 
to vaccination, sex, and majar histocompatibil· 
ity complex (Sciutto et al.. 1991 ). Females of ali 
strains studied sustain largcr intensities ofinfcc­
tion than males. Gonadectomy ahcrs this resis· 
tancc pattcm and makcs intensitics cqual in both 
sexcs by increasing that ofmalcsand diminishing 
it in fema\cs (Huerta et al.. 1992). Bccausc vac· 
cination induces resistancc to experimental chal· 
lenge, more notably in males than in fcmales 
(Sciutto et al .. 1990). whcreas immunodcprcs­
sion by irradiation minimizes sex.·related differ· 
ences in intcnsitics (Huerta et al.. 1992). thc im· 
mune response is suspected to be involved in thc 
control of infection in clase interaction with go· 
nadal factors. Though the host npparcntly is ca· 
pable of dcveloping a conspicuous humoral im· 
mune response against T. crassiceps larvae (Good 
and Miller. 1976; Chcrnin. 1977). most of thc 
antibodies appear not to play an important role 
in immunoprotcction (Sciutto, 1990). Thus. onc 
is lcad to propase that immunoendocrinological 
regulation involvesccll-associated immunity. Thc 
prescnt study is a f1rst approximation to examine 
thc role of ccllular immunc mcchanisms and thcir 
infiucncc on scx-associatcd differences in rcsis· 
tancc to experimental murinc cysticcrcosis caused 

Reccivcd 28 April 1992: rcvised 14Deccmbcr1992: 
acccptcd 4 Januar¡ 1993. 

by T. crassiceps. The experimental proccdures 
consisted of ahcring the immunc response of sus· 
ceptible mice (BALB/c) of both sexcs by cyclo­
phosphamidc administration and by neonatal 
thymcctomy. A group of nconatally thymccto· 
mized mice was further transfcrred with T ·en· 
richcd sp\een cclls obtained from immunized an· 
imals. Cyclophosphamide (CY) was chosen 
beca use.ata widc range of doses, it incrcascs thc 
delayed hypersensitivity response (DTH) with­
out affecting amibody titcrs (Askcnase et al.. 1975: 
Turk and Parkcr. 1982). Neonatal thvmectomv 
was chosen bccause it is cxpected to. affect th~ 
immune response drastical\y (Kawauchi. Tani­
guchi, Kubo et al.. 1983) and it eliminates atar· 
gct organ of thc immune systcm known to be 
affccted by sexual hormones (Ansar-Ahmed et 
al.. 1985). 

MATERIALS ANO METHODS 

lnbred BALB/c mice ofboth scxes. originally from 
Jackson Laboratories (Bar Harbar, Maine) in 1982. 
havc becn maintaincd in controlled conditions al our 
animal facilities far more than 20 gcncrations. Ali micc 
uscd wcre 6-8 wk old whcn infcctcd. 

The fast growingORF strain ofT. aass1eeps isolatcd 
by Freeman (1962l was supplicd by Dr. Endcrs (Bch· 
ringwcrkc. Marburg. Gcrmany) and has bccn kcpt by 
us by serial passagcs in BALB/c fcmale micc for 7 ~·r. 
Metaccstodes of T. crassiceps uscd in this study wcrc 
harvcstcd from thc peritoncal cavityoffcmale BALB/c 
micc aítcr 2-4 mo of infection. Thc cvsticcrci werc 
washed 4 times in phosphate-bulfcrcd saliÍlc (PBS) (0.15 
M NaCI. 0.01 M sodium phosphatc buffer. pH 7.:!) 
and selcctcd far infcction of micc ar immcdiatelv ccn· 
trifuged at 20,000 rpm (45.700 g) for 1 hr at 4 e to 
obtain thcir vesicular fluid as sourcc of antigen. The 
supematant fraction. consisting mainly ofvesicular flu· 
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id. was collected and its protein concentration mea­
sured by Lowry's method {Lowry et al., 1951) and 
frozen at -70 C until used, This supernatant fraction 
served as antigen for DTH rcactions and scrum anti­
body detcction by enzymc-linkcd immunosorbcnt as­
say (ELISA) (Larralde et al .. 1989). 

Experimental infcctions wcre achievcd by intraper­
itonenl injcction of cach mousc with 10 small (ca. 2 
mm diameter) nonbudding cysticcrci of T. crassiceps 
obtained as describcd abovc and suspended in 0.2 mi 
PBS. Rcsulting individual intcnsitics of infcction al­
"'3)'5 were measurcd 30days aftcrinfection. by opcning 
the pcritoneal cavity and counting the number ofcysts 
found inside. 

CY was dissolved in s1crilc saline immcdiatcly be­
fare use and injcctcd intraperitoneally as a single dosc 
of20 or 200 mg/kg/mouse. 2 days bcforccxperimcntal 
infcction. This dosc rungc incluJt:3 Jcvcb affccting only 
ccllularly mediatcd immunc responses (20 mg/kg) and 
both ccllularand humoral (200 mg/kg) responses (Turk 
and Parkcr. 1982). 

Neonatal thymec1omy was pcrformed on micc of 
bolh scxcs 24-72 hr aflcr birth. according to lhc mcth­
od describcd by Sjodin e1 al. (1963). Aftcr lhc final 
assessmcnt of experimental responses ull micc wcre 
autopsicd to confirm mucroscopically and histologi­
cally that thcy actually were free oftltymus. Thc micc 
in which thymic tissue was found in thc mcdiastinum 
were excluded from the studv. Sltam-tltvmectomizcd 
and control mice always had "very simila·r numbcrs of 
parasítes so they wcre all poolcd as controls. 

Lymphoid cclls to be trnnsfcrrcd to thymcctomized 
rccipients carne from BALB/c micc ofboth scxcs. im­
munized intrapcritoncally with 100 µg of total cxtracl 
oí T. crassiceps cysticcrci (Sciuuo et al .. 1990). Fivc 
days latcr their splcen ce lis wcrc obtaincd by perfusion. 
washed 3 times in Hanks' solution. and rcsuspendcd 
in supplcmented RPMI mcdium (GIBCO). Viability. 
determincd by trypan bluc cxclus1on. always was more 
than 95%. Ce lis were afterward passcd through a nylon­
\\ COI column (Julius et al.. 1973) to obtain a T-cnrichcd 
population (ca. 90%). Each thymcctomizcd mousc rc­
ceivcd intraperitoneally 1 x 10' cclls in 200 µI RPMI 
medium. Femalc mice reccivcd cells from fcmalcs and 
malc mice from males. Cells wcrc transfcrrcd 24 hr 
prior to infcction. Control thymcctomizcd mice rc­
ccivcd 200 µI ofRPMI medium in thc pcritoncal ca\'­
ity. 

DTH was mcasurcd 15 days aftcr infcction by in­
jecting into thc rigltt hind footpad ofcach mousc 100 
µg of vesicular fluid antigens in 30 µI of stcrile salinc 
solution. and swclling was mcasured 24 hr later with 
a convcntional dial-tltickncss gaugc. Thc response was 
cxprcsscd as thc perccntagc of incrcasc in thickncss 
comparing thc original mcasurcmcnt to that obrnincd 
:?4 hr aftcr injcction of the antigcn ([thickncss aflcr 
minus thickness befare injcction dividcd by thickncss 
befare] times 100). Thc contralateral fao1pad was in­
jcctcd with 30 µI of sterile saline as a control. 

Vesicular fluid from T. crassiceps lar\'ac was em­
ployed as tite sourcc of antigen far dc1cc1ion of anti­
cysticcrcus antibody in thc sera of mice by ELISA. 
which was pcrformcd as dcscribcd clscwhcrc (larralde 
et al.. 1989). 

Thc statistical signiflcance of thc effccts of the ex-

pcrimental variables on the individual intensitics of 
infcction was determined by multifactorial analysis of 
variancc (Anonymous. 1985). Because thc individual 
intensities of infection werc not normally distributed 
and thc variances among the diffcrent groups were not 
homogcneous. the analysis rcquired algcbraic trans· 
fannation far appropriatc comparisons between groups. 
Thc transformcd da1a on intcnsities of infection that 
succcssfully mct thc requiremcnts of normal distri­
bution and homogeneous variance among groups wcrc 
calculated according to the equation ([number of par· 
asitcs/mouse] + 1 )El/4. This transformation does not 
imply significant numeric changcs in individual intcn­
sitics of infcction. and tite addition ofunity elimina tes 
troublcsomc zerocs without grcatly altcring numeric 
seores. Tite results were also analyzed without trans· 
fonnation. Idcntical conclusions wcre reached with both 
procedurcs. 

RESULTS 

Eflects of cyclophosphemlde 

In both sexes. CY elicited a rise in DTH to 
antigens in T. crassiceps vesicular fluid on adose· 
dependen! basis (Table!). DTH was significantly 
increased both in males and in females by 200 
mglkg of CY with respcct to controls (P < 
0.0001 ). but not significantly with 20 mg/kg. 
Concomitantly. the average number ofparasites 
pcr mouse declined significan ti y in females treat· 
ed with 200 mg/kg ofCY with respect to controls 
(56%. P < 0.02. Table ll) but was not signifi­
cantly changed with the lower dose of 20 mg/kg 
(Table ll). In males. both doses of CY signifi­
cantly diminished thc intcnsity of infcction ( 19% 
for 20 mg/kg and 3 7% for 200 mg/kg. both P < 
0.05. Table ll). 

Regarding thc humoral immunc response, 20 
mg/kg ofCY increased somcwhat thc amount of 
anti·cysticcrcus antibodics. whcrcas 200 mg/kg 
dccreascd it, and. in ali cases. fcmalcs displaycd 
greater antibody concentrations than males. 
Howcvcr. thc diffcrenccs in antibo<ly response 
between scxcs and dosc of CY wcrc not statis· 
tically significant. 

Effects of neonatal thymectomy and of 
transfer of T·enrlched cells 

Thirty days aftcr intrapcritoncal infcction con­
trol males had smallernumbcrs ofcysticerci than 
control females (P < 0.000 l. Table lll). as ex­
pccted from prcvious expcrimcnts (Frecman, 
1962; Culbreth et al.. 1972; Chemin. 1977; La­
rralde et al.. 1988: Sciutto et al.. 1991: Huena 
et al.. 1992). Thymectomy induccd a significant 
dccrease in resistance to the parasitcs in micc of 
both sexes with respect to control values (P < 
0.000 I. Table lll). The increase of intensity of 
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TABLE l. Delayed hypersensitivity response in cyclo­
phosphamidc (CY)-trcated mice. 

Fema les Males 

e" 
J.%• J.%• 

lmg.•kgl .r: SE .\·!:SE 

,, S.:!± 0.7 'º S.7 ± O.S 

'º 18 7.2 ± 0.7 18 8.9 = 1.4 

'°" IR JO.O: J.7 " 21.1 = 2.4 

•Mean perccntagc incrcasc f.t) in foo1p:1d lhickncss rclath·c 10 ini1ial 
\'alucs ofcach mouse 24 hr nfkr injcc1ion of JO ul uf forma cra1JiupJ 
\'Csicular fluid in 1hc foo1pad. Thc mcasurcmcnt wa-.donc ISd:i)s:1flcr 
intrapentoncal infec1ion wnh par:uitcs. n, numbcr or mi ce pcr ¡troup. 

infcction in thymcctomizcd animals was pro­
portionally highcrin males than in fcmalcs (6. 7 x 

vs. 2x. rcspcctivcly). Thus. as a rcsult of neo­
natal thymcctomy thc diffcrcnccs in intcnsitics 
of infection bctwcen scxcs bccamc statistically 
insignificant (Table III), although the individual 
infcctions always wcrc highcr in fcmalcs. 

TransfcrofT-cnrichcd cclls to thymectomizcd 
animals induccd a significant incrcasc in rcsis­
tancc to thc parasitc in both scxcs comparcd to 
thymectomizcd micc (fcmalcs P < 0.0001, males 
P < 0.0002, Table III). Transferred cells retumed 
both sexes to thcir original statc. Thcre also reap­
peared diffcrcnccs in individual intcnsitics of in­
fcction bctwecn normal fcmales and males (P < 
0.05. Table Ill). 

With rcspect to DTH. control parasitizcd fe. 
males and males rcactcd similarly to the anti­
genic stimulus (Table IV). In contras!, thymec­
tomizcd parasitizcd fcmalc micc manifcstcd a 
statistically significant lowcr response than con­
trol females (P < 0.002, Table IV), and transfer 
ofT-enrichcd cells induced in thcm a small in­
erease in DTH (Table IV). In males. neither 1hy­
mectomy nor passive transfcr ofT-cnrichcd ce lis 
modified their DTH response. 

The humoral immunc response. mcasurcd by 
ELISA as anti-cysticcrcus antibody conccntra­
tion, did not revea) significant diffcrcnccs in an-

TADLE 11. lntcnsity of infcction in C)''clophosphamidc 
(CY}-trcatcd micc. 

Fcnrnlcs:numhcr Malcs:numhcr 

CY 
ofpara~nes• uíparasite,• 

lmg:kgl .1·::: SE 1· !; SE 

" 163.7:::21.4 '° 34.0::: S.8 

'° " 239.9 ± 3'1.0 " 27.6:::8,7 
:!:00 " 71.1 ~ 111.6 18 21.3:!:4.2 

• Anim:ib "ere injL"L'ICd inlrapcritoneall) "ilh ID para~ih:s 1116-11 "" of 
age. and lhe indwidunl intensuy of infrc1ion was mL"a~urcd alkr .10 
d:i)s. n. numbcrofmice JJCrgroup:.r. mean numbcrofparamesimou\e. 

TABLE 111. Jntensity oC infection in neonatally thy­
mcctomized and T-cell-recipicnt mice. 

Fcmalcs: numbcr ~lalcs:number 
ofparasi1cs• oípanisncs• 

aroup .-.: : SE .1 !:.SE 

Control " 149.6: IJ.O JO 27.9 = J.7 
Th)mcc1omi1cd ,, 302.9 = 43.8 11 186.1:: 36.I 
T·ccllrecipicnts " 129.1 = 30.7 24.2: 9.0 

• Animats "Aete injec1ed in1rapcti1oneally (i.p.) wilh 1 O pnrasnes 01 6-8 
"Ak oíage. and the ind1vidu:il in1ensi1>· oíinfection was me,uurcd af1er 
30 da~s. T·cetl rrcipicnts rece1\·ed 1 " 10' cells 1.p. :!:4 hr befare in· 
rcc1ion. n. numhcr oí mire pt"r group: x. menn numbcr oí par:uilt'i' 

tibody contcnt in any ofthc following cases: bc­
twecn control fcrnalcs and males. betwecn thesc 
and thymectomizcd groups. and bctwccn thy­
rncctomizcd micc and thosc passively trans­
fcrred with T-enriched lymphoid cells. 

DISCUSSION 

High doses ofCY significantly increascd DTH 
and concomitantly dccrcascd thc numbcr of cys­
ticerci obtaincd from thcsc micc. Neonatal thy­
mcctomy causcd a significant dccrcasc of rcsis­
tancc to thc parasitc in both scxcs but dccrcascd 
DTH only in females. and transfcrofT-enriched 
cclls to thymcctomizcd micc rcstorcd rcsistancc 
in micc of both scxcs to its original lcvcl. not 
affccting DTH in cithcr. Thus it is concludcd that 
imrnunological control of T. crassiceps growth 
in susceptible BALB/c micc is rclatcd to thymus­
dcpcndcnt ccllular immunc rncchanisms. rclatcd 
to DTH more clcarly in fcmalcs than in males. 

Thc significant incrcasc in DTH induccd by 
high doses of CY corrclating with an incrcased 
rcsistancc and thc grcatcr numbcr of cysticcrci 
obtaincd from thymcctomizcd micc. known to 
be dcficicnt in IL-2 production (Kawauchi. Tan­
iguchi. Kubo et al .. 1983). both suggcst that TH 1 
ce lis could be in volved in mcdiating protcction. 

TABLE IV. Dclaycd hypcrscnsitivity response in nco­
nntally thymcctomizcd and T-ccll-rccipicnt micc. 

Fema les ~lalcs 
.lºn• .l'),,• 

Gruup r =SE .1::: SE 

Connol )8 -l.7 = 0.7 'º JA::: 0.6 
Th)mt"Ctomlted -- Z.1 = 0.5 6 3.S::: 1.6 
·r.cellrecipicnu " 2.9 = o.s ' :!:.8::: o.s 

• Me:in pcrccnt:ige mercase tri in foolrJad thicknns rclati\e 10 inllial 
•aluc~ of cach mouse 24 hr aftcr 1n1ec1mn uf JO µJ of I Ut'IUJI rruutn•pr 
•·c,icul:ir !luid in the fnotpad. The me:i~uremcnt "ª\done 1 S da)·s afkr 
in1rapcri1oncal infcruon wuh paras11es. n. numhcr ofmicc pcr group. 
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Thcse cclls are rcsponsible for DTH reactions 
and.produce.IL,2 and IFN-r (Mossmann and 
Coffman, 1987; Street and Mossmann. 1 991 ), 
and CY reported effects (Askenase et al., 1975; 
Turk and Parker, 1982) could be due to their 
action on TH2 cells, which are known to inhibit 
THl cell funetions (Fiorentinoetal., 1989). That 
CY has important elfccts upan thc immunc sys­
tem is well known (Askenase et al.. 1975; Turk 
and Parker, 1982). but in tite experiments re­
poned here it also could be affccting thc parasitc 
directly. We doubt that this is thc case becausc 
CY has a plasmatie half-life of6-7 hr (Bagley et 
al .. 1973), and we injected it 48 hr before infec­
tion. Therc bcing other cxamplcs ofparasitic in­
fections (Leishmania majar, Trypanosoma cru­
=iJ in which the balance between TH 1 and TH2 
cells plays a majar role in rcsistancc (Scott. 1989: 
Silva el al.. 1992), it is suspected that they are 
involvcd hcrc too. 

Bccausc thc diffcrcncc in susccptibility nor­
mally cxisting bctwccn scxcs was minimizcd by 
thymcctomy, rcsults also suggcst that scx-asso­
ciated factors affect thc immune response against 
T. crassiceps cysticcrci and strcngthcn thc notion 
that thc thymus is an imponant targct for go­
nadal iníluence (Ansar-Ahmed et al., 1985). Tite 
small but constant diffcrcncc in intcnsitics fa­
voring females. which rcmaincd in thyrnecto· 
mizcd micc. suggcsts tlrnt. in addition to thcir 
etfect upon the thymus. sex hormones may also 
exert an cxtrathymic action. This could be di­
rcctly upon pcriphcral lymphoid cclls in which 
femalc hormonc rcccptors havc bcen found (Co­
hen et al .. 1983) or through peripheral lymphoid 
tissuc or thc neurocndocrinc system (Ansar-Ah­
med et al .. I 985). It would be important to assess 
whethcr scx hormones alter thc TH l/TH2 sub­
populations. bccausc it is known that fcmalc hor­
mones can stimulatc antibody production and 
have inhibitory cffccts on ccllular responses 
(Grossman, 1984: Ansar-Ahmed el al.. 1985: 
Carlsten et al., 1992). The possibility that ga­
nada) products could directly affcct thc rcpro­
ductive capacity of the parnsite in thc host has 
been shown improbable by in vitre cultures of 
cysticcrci with tite majar ganada! hormones ( 17 
beta-estradiol, testostcronc. and progcsteronc) 
(Huerta et al .. 1992). 

In our experimcnts, thymcctomy did not sig­
nificantly alter tite Icvcls of anti-cysticcrcus an­
tibodics. as cxpcctcd from cxperimcnts by Shi­
mamoto et al. (1980) and Kawauchi. Taniguchi, 
Masatoshi et al. (1983), and decreased DTH only 

in femalcs. The unatfccted antibody response in 
thymcctomizcd. micc could be due to the CO!ll­
.plcx ~ixt~re ofour parasitc antigenS, som-e pos:·--.-, 
sibly inducing a response indcpendent of thc 
thymus. as occurs with ccrtain bacterial poly­
saccharides (Davies et al., 1970). In fact, Shi­
mamoto et al. ( 1980) found that the response of 
thymcctomizcd mice is altcred to T mitogcns (as 
concanavalin A}, but not to lipopolysaccharidcs. 
Furthermore, recently, Hillman et al. ( 1991) re­
poned that nudc BALO/e micc can produce an­
tigen-spccific antibodics of ali lgG subclasscs to 
a polymerizcd form ofa short peptide. suggcsting 
that ••jsotype switching in B cclls may occureven 
undcrconditionsoflimiting T ccll hclp, provided 
thc immunogcn can cause cfficient cross-linking 
oftheir lg receptor" (Hillman et al.. 1991). That 
DTH was decreased by thymectomy only in fe. 
males. but parasite intensity was incrcascd in 
both scxes. wcakcns thc conclusion of ccll-as­
sociatcd immune control of parasitc growth, or 
it rcílccts the inadcquacy ofDTH asan indicator 
of immune ccllular mcchanisms. \Ve favor the 
latter possibility, as DTH involves more than 
immunity (i.e .. inflammatory proccss) and bc­
causc transfcr ofT cclls to thymectomized micc 
so ctfcctivcly rcstorcd thc resistancc pattcrn to 
both fcmalc and malc micc. 

Our rcsults disclosc that cellular immunc 
mcchanisms play a role in thc immunologically 
mcdiatcd rcsistancc against T. crassiceps cysti­
ccrci and that thc immunc cuutrul ufthis murine 
cysticcrcosis is inllucnced by scx-associated fac­
tors. which act through thc thymus, and possibly 
also through peripheral lymphoid cells freed from 
thymic control befare neonatal thymectomy. 
Thcsc cxpcriments and results are nccessary 
foundations far more incisive rcscarch on the 
cells and molcculcs in volved in the immunocn­
docrinc regulation of the growth of T. crassiceps 
cysticeri in mice. 

ACKNOWLEDGMENTS 

This work was supported in part by Consejo 
Nacional de Ciencia y Tccnologia (CONACyT), 
México, and by Dirección General de Asuntos 
del Personal Académico (DGAPA), UNAM. The 
authors thank C. Lomelí far his technical cxper­
tise and far thc animal facilities. and Isabel Pé­
rcz-Montfon far English corrcctions. 

LlTERATURE CITED 

ANONYMous. 1985. Introductor)' guidc íor personal 
computcrs. Vcrsion 6 cd .. SAS lnstitutc. lnc .. Cary, 
North Carolina. 111 p, 



388 THE JOURNAL OF PARASITOLOGY; VOL. 79, NO. 3, JUNE 1993 

ANSAR·AHMED, S., J. PENHALE1 ANO N. TALAL. l985. 

. ~.Cl'_il~rm,onc~t~ !m_t_Y!~m_~. !'esponses ·~-~~~· au_t~lm.-.. 
mu ne diseases: American Joumal of Pathology 121: 
531-55 l. 

AsK.ENASE, P. W,, B. J. HAYDEN, ANO R. K. GERSHON. 
1975. Augmentation of delaycd-type hypcrscn­
sitivity by doses of cyclophosphamidc which do 
not affect antibody responses. Joumal of Expcri­
menUll Medicine 141: 697-702. 

BAOLEY, C. M., F. W, BoSTICK, ANO V. T. DE VITA. 
1973. Clinical pharmacotogy of cyclophospha­
mide. Canccr Rcscarch 33: 226-233. 

CARLSTEN, H. N., N. Nn.ssoN, R. JoNssoN, K. BACK­
MAN, R. HOLMDAHL, ANO A. TARKOWSKY. 1992. 
Estrogen accelcratcs immune complex glomcru­
lonephritis but amclioriatcs T-ccll mcdiated vas­
culitis and sialadcnitis in autoimmune MRL lpr/ 
lpr mice. Cellular lmmunology 144: 190-202. 

C11ERNIN, J. 1977. Common host antigcns in labo­
ratoryrats infected with the metaccstodc orTaenia 
crassiccps. Jo urna! of Helminthology 51: 215-220. 

COHEN, J. H. M •• L. DANIEL. G. ÜOROER, S. SAEZ, ANO 
J. P. REVtLLARo. 1983. Scx steroid rcccptors in 
peripheral T cells. Joumal of lmmunology 131: 
2767-2771. 

CULBRETH, K. L., G. W. EscH, ANO R. E. KUHN. 1972. 
Growth and development of larval Taeflia cras­
siceps {Cestoda). 111. The rclationships betwccn 
larval biomass and the uptake and incorporation 
of14 C-leucinc. Experimental Parasitology 32: 272-
281. 

DAVIES, A.J. S., R. L. CARTER, E. LEUCHARS, V. \VAL­
LIS, ANO F. M. DIETRJCK. 1970. The morphology 
of immune rcactions in normal, thymectomizcd, 
and rcconstituted mice. 111. Response to bacteria! 
antigens: Salmonellar ílagellar antigen and pneu­
mocaccal polysaccharide. lmmunology 19: 945-
957. 

F10RENT1No, D. F., M. W. BoNo, ANO T. R. Moss­
MANN. 1989. Two types ofmouse T hclpcr cell 
IV. TH2 clones secrete a factor that inhibits cy­
tokine production by TH 1 clones. Joumal of Ex­
perimental Medicine 170:2080-2095. 

FREEMAN, R. S. 1962. Studies on the bialogy of Tae­
nia crassiceps (Zcder, 1800), Rudolphi, 181 O (Ces­
toda). Canadian Joumal of Zoology 40: 969-990. 

Gooo, A .. ANo K. MILLER. 1976. Deprcssion of thc 
immunc response to sheep erythrocytes in mice 
infected with Taenia crassiceps larvae. Infectian 
and Immunily 14: 449-t56. 

GROSSMAN, C. J. 1984. Regulation ar the immune 
system by scx steroids. Endocrine Reviews 5: 435-
455. 

HJLLMAN, K., o. SHAPIRA-NAtlOR. R. Bt.ACKDURN, D. 
HERNANOEZ. ANO H. ÜOLOING. 1991. A polymcr 
containing a rcpcating peptide sequcnce can stim­
ulate T-cell-independcnt lgG antibody production 
in vivo. Cellular Immunology 134: 1-13. 

HUERTA, L., L. l. TERRAZAS, E. SC!UTIO, C. LOMELI, 
R. M. MONTOYA, M. L. ÜIAZ, T. ÜOVEZENSKY, 
ANO c. LARRALOE. 1992. Immunalogical mc­
diatian of gonadal effccts on experimentnl murine 
cysticercosis caused by Taeflia crassiceps meta· 
cestodes. Joumal of Parasitology 78: 471~76. 

Juuus, M. H., E. StMPSON, ANO L. A. HERZEMBERO . 
1973. A rn:pid method ~or isolatian of functional 

--· thYiñUS Ctenve·cf ffiUilile lfmphacytcs. European 
Journnl of lmmunology 3: 645-649. 

KAWAUCHI, H., K. TANIGUCHI, c. Kuno. Y. SHl­
MAMOTO, ANO K. NOMOTO. 1983. Thc mccha­
nism of rcduction ar cell-mediated cytotoxicity in 
ncanatally thymectomized mice. Immunology 50: 
199-205. 

--, --, K. MASATOSHI, Y. SHIMAMOTO, C. 
Kuno, ANO K. NOMOTO. 1983. Differences in 
thymus dependency among the allarcactive T-cell 
subpopulatians in thcir dcvclopment: Graft-ver­
sus host reactian appears to be mediatcd by dc­
laycd typc hypersensitivityoftuberculin type. Cel­
lular Immunology 81: 403-412. 

LARRALDE, C., R. M. MoNToYA, E. Sc1urro, M. L 
DIAZ, T. GovEZENSKY. ANO E. COLTORTI. 1989. 
Deciphering western blots of tapewarm antigens 
(Tae11ia soliwn. Echinococc11s gramtlosus and 
Tae11ia crassiceps) reacting with sera from neu­
rocysticercosis and hydatid disease paticnts. 
American Jaumal of Tropical Medicine and Hy­
gienc 40: 282-290. 

--, E. SCIUTTO, J. GRUN, M. L. DIAZ, T. 
ÜOVEZENSKY. ANO R. M. MONTOYA. 1988. Bi­
ological determinants of hast-parasite relation­
ship in mouse cysticercosis causcd by Tae'lia cras­
siceps: lnHuencc af sex. majar histocompatibility 
complex and vaccination. fo Cell function and 
discasc. L. E. Canedo. L. E. Todd. L. Packcr, and 
J. Jaz (eds.). Plenum Press, New York. p. 325-
332. 

--, J. SOTELO, R.M. MONTOYA, G. PALENCIA, A. 
PADILl..J\, T. ÜOVEZENSKY, M. l. DIAZ. ANO E. 
Sc1urro. 1990. lmmunodiagnosis orhuman cys­
ticercosis in cercbrospinal fluid. Antigens from 
murine Tae,,ia crassiceps cysticerci effectivcly 
substitute thase from porcine Taenia solium. Ar­
chives of Pathalagy and Labaratary Medicine 114: 
926-928. 

LowRv, O. H .. N. J. RosEeRouo11, A. L. FARR, ANO 
R.J. RANOALL. 1951. Prote1n measuremenl wi1h 
the Folio phenol rcagent. Joumal ar Biolagical 
Chemistry 193: 265-275. 

MOSSMANN, T. R., ANO R. L. COFFMAN. 1987. Twa 
typcs of mause helper T-ccll clone. Implications 
íorimmune regulation. Immunology Toda y 8: 223-
227. 

Sc1urro, E. 1990. Aportaciones de la cisticercosis 
murina experimenlal por Taenia crassiceps al co­
nocimiento de los füctorcs biológicos que parti· 
cipan en Ja susceptibilidad a la infección por me­
taccstodos >' al diagnóstico y prevención de la 
cisticercosis por Taenia solium. Ph.D. Thesis. 
Universidad Nacional Autónoma de México, 
México, D.F., México. 234 p. 

--. G. FRAGOSO, M. L. DiAZ, F. VALDEZ, R.M. 
MONTOYA. T. ÜOVEZENSKY, C. LOMELI, ANO C. 
LARRALDE. 1991. Murinc Tac,, fa crassiceps cys­
ticercosis: H-2 and sex influence on susceptibility. 
Parnsitolagy Research 77: 243-246. 

--, --, L. TRUEBA, 0. LEMUS, R.M. MONTOYA, 
M. L. DIAZ, T. ÜOVEZENSKY, c. loMELi, G. TAPIA, 
ANO C. L\RRALDE. 1990. Cysticercosis vaccine: 



BOJALIL ET AL.-SEX AND THYMUS IN CYSTICERCOSIS RESISTANCE 389 

Cross protecting immunity with T. solium anti­
gcns against experimental murinc T. cra.ssiceps 

- ·- cYSiiCerco.sis·.-Parasitc Immunology 12: 687-696. 
Scorr, P. 1989. Minireview. Thc role of TH 1 and 

TH2 cells in experimental cutaneous leishmani­
asis. Experimental Parasitology 68: 369-372. 

SHIMAMDTO, Y .• K. TANIOUCHJ, c. Kueo, ANO K. 
NoMoro. 1980. Differenccs in thymus-dcpen­
dcncy among various T-ccll functions. Immunol­
ogy 41: 167-178. 

SILVA, J. S., P. J. MORRISSEY, K. H. ÜRAOSTEIN, K. M. 
MOHLER, D. ANDERSON, ANO S. 0. REEO, 1992. 
Intcrlcukin 10 and intcrfcron gamma rcgulation 
of experimental Trypanosoma cru=i infcction. 
Joumal ofExpcrimcntal Medicine 175: 169-174. 

SJOOIN, K •• A: P. DALMASSO, J. M. SMITH, ANO c. 
MARTINEZ. 1963. Thymectomy in newbom and 
adult mice. Transplantation 1: 521-525. 

SMITH, K. J., G. w. EscH, ANO R. E. KHuN. 1972. 
Growth and development of larval Taenia cras­
siceps (Cestoda): Ancuploidy in the anomalous 
ORF strain. Internationa!Joumal for Parnsitology 
2: 262-263. 

STREET, N. E., ANO T. R. MossMANN. 1991. Func­
tional diversity ofT lymphocytes duc to sccretion 
of different cytokine patterns. FASEB Journal S: 
171-176. 

TURK, J. L., ANO D. PARKER. 1982. Effcct of cyclo­
phosphamide on immunological control mecha· 
nisms. Immunological Rcvicws 65: 99-113. 



1 checked th~s P;~1~:, ~~;,; .'. .. : :·'.::'~·~. L~ 
claanges or •.ore'-~'.' .. n., .. 1 , ·: :. 

-;--·-----------
r LE/\SE FOPW.t\i'n-·1-11~·---::-­
PHOTOPf~rt.rT· ... · .' · .. ~ -.-_-1._.~ ': \, UJf·f 
\llJTH "í"'j·: :~_l_O ihlc f:t'ii'!·;~ 
~~~~~· . --made. 1 sr;nt prc.:.11~ '.:.) c"'"l"' 1 : .. ::11Y 

~eprint OrcJ~r to >\i!.;:t, ;·::·' ... ·.:.s. 

~ignecl . ·------- ..•. --- D • Parasitology ·D ... 7564 ... Gal. 81 
. ~ e ".2 5 - G :2 1 - ~ ;j' -- . ·r '1 J. rarasito/., RO(O), 1994, p. 000-000 
trfelephone <d • ·--· ---···---·- e Anirnc;10Soc::ktyofran.sitologilts 1994 

~ . A ROLE FOR 17-fJ-ESTRADIOL IN IMMUNOENDOCRINE 
8 Éfi r1 REGULATION OF MURINE CYSTICERCOSIS 
~ · c.?-~· (TAENfA-CRASSICEPS)--- --- ....... ---·---

~ ~ ffi Luis l. Terrazas, Rafael BoJalll, Tzlpe Govezensky, and Carlos Larralde 

·-----· ·----------

;j" t= :::i Dcpartmcnl of lmmunology, lnslitulo de Investigaciones BiomCdicas, Universidad Nacionnl Autónoma de M6xico, AP 
1 r..:> C 70228; México, D.F. 04510 
~ ...... Q 

t;; e::> 1-
~ ¡.- co:: 

1 ~~ 
;: ~o 
a: PI.o~ 

C1"" 
ffi l'J 
en ~ 

ABSTRA.cr: In experimental murinc cysticcrcosis causcd by 1'acnia crru.siccps, p:irasitc rcproduction is favorcd 
by thymcctomy ar by orchidcctomy, and rcstrictcd by ovaricctomy. Honnonal rccanstitution cxpcrimcnts 
showcd tlmt 17-P-cstradiol incrcascs parasitc numbcrs.whcrcas 5-a-dihydrotcstostcronc was incffcctivc. Parasitc 
numbcrs dccrcascd with incremcnts in ccllular immunity but wcrc inscnsitivc to antibody lcvcls. A possibtc 
irnmunocndocrinological intcraction involving cstrogcn as a dcprcssor of ccllutar immunity is cnvisagcd in thc 
control oí cysticcrcosis. 

Experimental murinc cysticcrcosis causcd by 
Taenia crassiccps (Frccman, 1962; Culbrcth et 
al., 1972) is wcll known as a sourcc of cross­
rcacting antigcns uscful in immunodiagnosis of 
human cestodo discascs (Gottstein et al., 1986; 
Schantz et al., 1988; Larraldc et al., 1990), as 
wcll as a practica! modcl for testing candidato 
vaccincs against porcinc Taenia soliwn cysticcr­
cosis (Sciutto et al., 1990). It is also a managcablc 
experimental systcm in which to explore thc role 
of biological factors in volved in host susccpti­
bifity. Thus, thc rclevance ofscx and ofthc H-2 · 

··genes in micc susccptibility to T. crassiceps cys- · 
ticcrcosis havc bcen documcntcd (Chemin, 1975; 
Sciutto el al., 1991) as has thc valuc ofccllular i 
and humoral irnmunc mcchanisms in immu- 1 

nological resistancc (Hcnmínek and Prokopic, · 
1989; Sciutto, 1989; Dojalil et al., 1993). Furthcr, 
the striking diffcrenccs in susccptibility bctwccn 
fcmalc and malc micc possibly involvc thcjoint 
action ofthc immunc systcm and thc gonads (as 
opposcd to dircct hormonal action) (Huerta et 
al., 1992). 

Herc wc probe thc possible immunocndocri­
nological intcractions regulating parasite rcpro­
duction in thc host by way of rclating neonatal · 
thymcctomy, prcpubcral gonadcctomy, and hor­
monal rcconstitution by 17-(3-cstradiol (cstro­
gcn) and 5-a-dihydrotcstostcronc in infcctcd mate 
and fcrnalc micc, with wholc parasitc counts, 
antibody response, and dclaycd-typc hypcrscn­
sitivity (DTH) response to thc parasitc's anti­
gcns. Rcsults point to cstrogcn as a major pro­
tagonist in promoting cysticcrcus growth and 

Reccived 16 April 1993; rcvised 12 April 1994; ac­
ceptcd 15 April 1994. 

suggcst it is mcdiatcd by intcñcring with thc thy­
mus-dcpcndcnl cellular immunc mcchanisms 
that obstrucl parasitc growth. · 

MATERIALS ANO METHODS 

Thc fast-growing ORF strain ofT. crassiceps isolatcd 
by Frccman (1962) was uscd in ali cxpcrimcnts. Sincc 
1986 thc parasitcs havc bccn maintaincd in ícmalc 
BALB/c micc by scqucntial intrapcritoncal inoculation 
of mct.accstodcs (Frccman, 1962). Larvac far experi­
mental infcction wcrc obtaincd from·fcmalc donar micc 
infcctcd 3-6 mo befare. 

DALD/c inbrcd micc ofboth sexes wcrc uscd at dif· 
fcrcntagcs (ncwbom [48 hr] and 8 wk ofagc) according 
to cach expcrimen1al protocol. Thcy wcrc ali brcd in 
our animal facilities by thc .. singlc-linc brccding sys­
tem" ovcr 20 generations (Green, 1981), starting with 
original stock from Jackson l..aboratorics in 1982; thcy 
werc fcd Purina Dict 5015 ad libitum. 

Neonatal thymcc1omy was pcrformcd upan micc of 
both scxes within 48 hr aftcr binh, according to thc 
mcthod dcr;cribcd b:: Sjodin et al. (1963). Thymcctom· 
izcd micc were uscd far experiments al 8 wk of agc. 
Aftcr thc final asscssmcnt of c~pcrimcntal responses 
ali micc werc examined to confirm (macroscopically : 
and histologically} that thcy actually werc free of thy­
mus tissuc. Thc rcsults obtained in micc with thymie 
tissue remaining in the mediastinum wcre excluded 
from this study. 

Gonadectomies were pcrformed surgically undcr an­
esthcsia with ethcr on 5-wk-old thymectomized and 
nonthymeetomized miee ofboth sexes. Thcy werc thcn 
allc.wed a 3-wk rcco..,ery period befare inoculation with 

· parasi tes. 
Ten small (approximatcly 2 mm diameter), non­

budding T. crassiccps larvae were suspended in 0.3 mi 
phosphate-buffercd saline {PDS, 0.15 M NaQ, O.O l M 
sodium phosphate buffer, pH 7.2) and injected intra­
pcritoncally in to caeh mousc usinga 0.25-gauge necdlc ..... 
Micc wcrc killcd 30 days aftcr infcction and nll thc 
cysts found inside the peri tonca! cavity wcrc countcd. 

In ali micc, DTH was mcasured 28 days nficr infcc­
tion by footpad injection oí 100 µg of vesicular fluid 
protcins in 30 µI of sterile saline solution pcr mouse. 
Footpad swclling was mcasured 24 hr later with a dial-



TADLE l. Efíccts oí thymus and gonads upan parasilc intcnsily (no. of parasilcs/mouse), dclaycd-typc hypcr­
scnsitivity, and antibody lcvcl in experimental murinc cysticcrcosis by Taenia crassiccps. 

Parnitc intcnslly 
Delaycd·lypc 

hypcncnsitivily Anlibodylevcl 

------~rd&mc·.n .. ~ .. Fcmalcs~::._ ..• , .,._Maln•·-"~' Fc1nalc.1" l>blct-· Fcm•lc1 ~ .. , ,. ···Males• 

Con1rnl 204 ± 92• 4J :t 21 4.S :t 2.2t S.8±2.2 0.6S ±0,19t 0.72 :t 0.08 
Cn• 8) (n - 10) ~ :, :·· 

Gonadcaomiicd 119 :t 80 12S:t81 7.J :t 2.3 6.S± 2.J ·o.6J ± 0.11'. :o.6s ± o:io 
(n• 10) (n • 10) ,,,. 

Thymcc1omizcd JSI :t 99 194 :t 163 J.9± 1.7 l.l:tl.I ·,0.73 ± 0.19· · :o.1s :t.0.16 
(n• 121 (n• 8) ;·-. . ... ~. 

Thymectomiied and 201±157 1Bl:t71 "·º ± 2.4 :.J.O :"t.9, ... o.ss ±.0.16. , ~.73 :t 0.14 
10.11.1dcaomlzcd (n•I) (n•7) 

• Mea.a para1hc Uucnshy ::!: 1Wldard dcvtu..ioo. . . 
t Mean 'Mi inaasc or roo1°pad voZumc rclativc 10 contnlatcrw.I con1rol fool :t standard dcvfalioñ: * Mu.a optic;a' dcnsily rcadlna ln EUSA ass.ays for scrum anticyniurcus anlibodics :!: suñdard dcvialion: 

thickncss gaugc (Mitotoyo, Jap:m); thc original (befare 
inoculadon) footpad thickncss was uscd asan interna! 
control. 

Vesicular fluid from T. crassiceps larvac was cm· 
ploycd as the so urce of antigcns for detcction of anti· 
cysticcrcus antibody in the sera of micc by cnzymc· 
linkcd immunoassay (ELISA), as dcscribcd clscwhcrc 
(Larraldc et al., 1989). 

Gonadcctomizcd micc of botb scxcs werc honnon­
ally rcconstitutcd with thcir own majar scx hannone 
or with thc sex hormone ofthc oppasitc scx. Thc hor­
mones uscd werc cstrogcn (17-/J-cstradiol) and thc an­
drogcn 5-a-dihydrotcstostcronc. Thcy wcrc dclivcrcd 
in thc fonn of subcutancous J·wk controllcd dasc-dc· 
pcndcot rclcase ratc pcllcts (lnnovativc Rcscarch of 
Amcrica, Toledo, Ohio). Doses of cstrogcn wcrc O. 1 
mg/pcllct oro.o 1 mg!pcllct, whcrcas thc only <lose uscd 
oflhc androgcn 5-a-dihydralcstostcronc was a 0.5-mg/ 
pcllet. Ali micc had thc pcllct implantcd 3 days befare 
infcction. This was done to assurc an adcquatc hor­
monal cnvironmcnt in thc hosts at thc time whcn cys· 
ticcrci wcrc inoculnted. Twcnty-onc days aftcr thc im­
plantation ofthe hormonc pellcts, ali micc rcccivcd a 
sccond pellct of thc samc dosc to maintain honnonal 
lcvcls for anothcrwcck. Thc biological hormonal func­
tion afpcllets was confirmcd by abservalion ofthc si7.c 
of thc utcrus in gonadcctomized fe males and thc sizc 
of seminal vcsiclcs in orchidcctomizcd males. 

Statistical analysis afparasite intcnsities wilh rcspcct 
to trcatment variables was pcñormed by multifactorial 
analysis oívariance (MANOVA) using (n + 1)1" as a 
response variable, whcrc n is !he numbcr oí parasitc:s 
in cach individual mousc (Anonymous, 1985). TI1c 
additian of unity to n was to climinate occasional O 
valucs and thc rooting to nonnalizc distributions of 
parasitc intcnsitics. Thc DTH response and antibody 
lcvcls wcre analyzcd by a MANOV A using thc original 
data (footpad thickncss and optical dcnsity valucs, re­
spcctivcly) without transfonnation. 

RESULTS 

The notable diffcrcnccs in parasitc intcnsitics 
(no. ofparasitcslmousc) bclwccn control fcmalc 
and malc micc are immcdiatcly apprcciatcd in 

Table l; 4.7 times greater (P = 0.01) parasite 
intcnsitics wcrc found in normal fcmalcs (204 ± 
92) than in normal males (43 ± 21). The DTH 
was significantly higher in males than in fcmales 
(P = 0.02). whereas antibody response appcared 
to be equal in both sexos (P > 0.5). 

Gonadcctomy significantly rcduccd thc para­
site intcnsitics offcmalcs by 4 lo/o rclativc to can­
trols (P < 0.01). whereas it incrcased that of 
males in 190% (P < 0.01). bringing down the 
fcmalc/malc intcnsity quoticnt from 4.7 to 0.9 
(Table 1). Gonadectomy in fcmales incrcased the 
DTH by 62% (P < 0.05) and decrcased it 26% 
in males although not significantly (P = 0.9). 
Whole antibody serum levels~ n.ot signifi- ,. 
cantly affccted (P > 0.5) by go~rñy"in ei­
thcr fcmalc ar malc micc (Table I). 

Thymcctomy incrc:iscd para.:;itc intcnsitics in · 
fcmales by 72% relativo to controfs (P < O.DI) 
and up to 351 % (P < O.O 1) that of males (Table 
1), rcducing thc fcma.lc/malc intcnsity quoticnt 1 
from 4. 7 to 1.8 (P > 0.05). The DTH was sig- , 
nific.antly rcduccd by thymcctomy in males 87% 
(P < 0.01) butonly in 13% in fcmales (P= 0.09). 
whcrcas thc antibody response was not signifi· 
can ti y modificd in cithcr scx. 

In fcmalcs that wcrc both thymcctomizcd and 
gonadcctomizcd, thc rcducing cffcct ofgonadcc­
tomy upan parasitc intcnsity togcthcr with thc 
incrcasing cffcct ofthymcctomy, countcrcd cach 
othcr to rea ch a nct cffcct of onl y 1 º/o red uction 
relativo to control valucs (P > 0.05) (Table 1), 
In males, howcvcr, thc cffccts of gonadcctomy,. 
and ofthymectomyupon parasite intensitycauscd 
a net incrcasc af 325% rclativc to controls (P < 
O.O 1 ). As a conscqucncc, thc fcmale/malc intcn­
sity quoticnt in this group WilS rcduccd from 4.7 
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TAllLE JJ. Effccts of hormonal rcconstitution upon parasite intensity (no. of parasitcs/mouse), dclaycd~type 
hypcrscnsitivity, nnd antibody leve! in gonndectomizcd micc cxpcrimcnmlly infcctcd by Taenia crtuSiceps. 

Par.uitcin1cnst1l 
Ocla)'Cd:IYJl'.C 

~·-~Y~.n11L1v11r.~·- .t.nllbodr.kvd 
-·-•-•W "T~tmcnl .. ---··--rcinllc:s Males Fcmlles M.1lts Fcmales Males 

Conuol 268±U• 16 :t 22 4,0 :t 2.2t B.S :t 2.6 0,86 :t 0,Jlt : 0.82 :t 0.32 
(n • 10) (n • 10) 

Oonadraomizcd 119 :t 79 72 ±SI 4.4±2.6 7.l:tJ.4 O.Bl :t O.JI 0.99 :t 0.24 
(n •JO) (n .. 10) 

17-lf-cundiol 382±269 268 ± 236 4.8±2.S 4,84 :t l.S7 0.9·5 :t 0,18 o.so :t: 0.32 
(0.01 m&J (n • 6) (n •7J 

., .. 
l7-JJ-n1111diol 466±209 319 :t 173 1.71±2.2 2.1 :t 2.2 i.1'7-~ 0.20"· 0.82 ± 0.21 

(0.1 mg) (n .. S) (n •9) 
"S-a-dihydrotetlostcronc 152 :t 101 67±35 2.71 %2.1 6.15 :tl.O 0.93 :t 0.16 0.95 :t 0.24 

(0,5m&) (n • 10) (n - JO) 

• Mc:in ~msltc inicndty ~ s1and:mJ dcviation, 
t Mean 'MJ lncnasc of roo1°pad volumc rclllivc 10 contr.datcml ;t: standard dcviation, 
t Ml:lln optical dcnslty rcadin& in ELISA anays for Krum anticysticcrcus antibodics ± s1.111ndard dcvi:uion. 

to 1.1. Thc DTH wassignificantlydccrcascd 62% 
by gonndcctomy nnd thymcctomy in moles (P < 
0.02), whcrcas antibody response was not sig­
nificnntly modificd in cithcr scx (Table!}. 

Tnblc Il shows the results obtnincd in o dif­
ferent set of cx.periments designed to evaluate 
thc effccts of hormonal rcconstitution upen the 
parasitc intcnsity of gonadectomized mice. Hcrc, 
again, thc scx-associated differences in parasitc 
intcnsities ofnormal control micc, now favoring 
fcmales over males by a factor of 16, was ob­
servcd. Likcwisc, thc changcs in parasitc intcn­
sities brought about by gonadcctomy alonc was 
rcplicntcd ns in Table l. 

Hormonal rcconstitution cxperimcnts mct with 
tite problcm of largc variation in parasitc inten­
sitics within groups ofrcconstitutcd micc as com­
parcd to the other groups, i.c., thc variation co­
cfficicnt (mean/standard dcviation) of control 
femalcs was 3.1, whcrcas that in rcconstitutcd 
fcmales was equal to 1.4, 2.2, and 1.5. However, 
sorne salid infcrenccs may be drawn from the 
data. Rcconstitution with cstrogcn in both low 
and hig.h doses brought about large and statis- · 
tically significant (P < 0.01) incremcnts in par­
asite intcnsitics rclativc to gonadcctomizcd micc, 
in both fcmalcs (221 and 291%, P < 0.01) and 
males (272 nnd 343%, P < 0.01). In contras!. 
reconstitution with androgen scemed inconsc­
qucntial for parasite intcnsitics in both scxcs (P 
> 0.05). Tite DTH was significantly dccrcascd 
by rcconstitution with 0.1 mg of cstrogen as com­
pared to control (P < 0.01) in gonadcctomized 
mice of both scxcs (fcmales 59%, males 75%). 
Tite lower dese (0.01 mg) ofcstrogcn had similar 
cffccts upon tite DTH but only in males: fema les 

were essentially unaffccted. Rcconstitution with 
androgen did not ha ve a significant cffect on the 
DTH of gonadcctomized mice in either fcmales 
(38% dccrement) or males (4% decremcnt), nl­
though DTH rcduction in fomnles bordercd on 
significancc (P = 0.08). Antibody levels werc not 
significantly altcred by hormonal reconstitution 
in cither sex or trcatmcnt combination, although 
the 40% incrcmcnt noted in females rcconsti­
tutcd with the high dose ofcstrogcn nlso bordercd 
on bcing signif1cnnt (P > 0.07). Figure 1 shows 
a statistically significant negativc corrclation be-
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FIGURE l. Negative linear correlation cr = 0.477, 
P < O.O 1) bctwe1::n mean parasite intcnsities (no. of 
parasitcs/mousc) and mean % delayed-typc hypcrscn· ' 
sitivity (DTH) responses in male and fcmale mi ce from 
nll cxpcrimcnts. 



would be thal cithcr thc ovary dcprcsscs ccl1u1ar 
imrnunity1 or thc tcstis stimulatcs it, or both. 

twecn average DTH response and average par­
asite intcnsity whcn considering ali experimental 
groups (r2 = 0.4 77, P < O.O 1 ). Thc hormonal rcconstitution cxpcrimcnts of 

.::::-gonadcctomizcd ·fcmalc and mate· miCC ·p0irir10-:-:""'~":'.-::·:::-: 
cstrogcn asan important protagonist in this go­
nad-Lhymus-cysticcrcus schcmc. Rcconstitution DISCUSSION 

Rcproduction of T. crassiccps (ORF strain) with cstrogcn rcsulted in incrcascd parasitc in­
cysticcrci in thc peritoncal cavity of micc was 1 tcnsitics in both gonadcctomizcd fcmalc and mate 
shown to be undcr strong rcgulation by gonadal micc and simultaneously dccrcased thc DTH 
and thymic factors. Thc tcstis would scem to without alfccting antibody lcvc\s. In contrast1 re­
hinder parasite rcproduction and thc ovary to constitution with androgcn provcd incífcctivc for 
promete it1 as gonadcctomy grcatly incrcascd parasite intcnsity, DTH, and antibody synthcsis 
parasitc intcnsitics in thc mate hosts and causcd in ali mice. Thus, one is lcd to thc conclusion 
a modcratc dccrcnsc in thc fcmalc hosts. The that thc rclativc resistancc ar males to parasitc 
thymus rcstricts parasitc growth sincc thymcc- '. growth derives more from thcir normally low 
torny incrcascd parasitc intcnsitics in both scxcs, , lcvels of parasitc-permissivc cstrogcn than from 
albeitmore intcnscly so in males than in fcmalcs. : parasitc-rcstrictivc 5-a:-dihydrotcslostcrone, · 
Cellular immunity (in as nluch as it is mcasurcd whercas thc high levcls of cstrogcn in normal 
by the DTH to the parasitc antigens) would ap· fcmalcs would favor thc rcproduction ofthc cys­
pcar to be principally rcsponsible far inhibiting ticcrci. 
parasite growth as documentcd by thc negativc ! Thus. T. crassiccps cysticcrcosis is addcd to · 
carrelation bctwccn parasite intcnsities and the ~ thc growing list of scx-associatcd parasitic dis­
DTH responses. In contrast, antibody response• case, e.g., murinc Taenia taeniaeformis cgg in­
increascd with parasitc intensity. Thc cffccts ar fcction (Williams et al., 1982)1 trichinosis in rats 
gonadcctomy and thymcctomy upan parasitc in· (Lucbkc et al., 1984), toxoplasmosis (Pung and 
tensity wcre not additivc in micc that wcre both Lustcr. 1986), leishmaniasis (}.1:ock and Nacy, 
thymcctomizcd and gonadcctomizcd. This could 1988), murine malaria (Denten et al.. 1992), and 
be intcrpretcd as indicating a maximal possible schistosomiasís (Eloi-Santos et al., 1992). How- · 
effect set by thc parasitc's biological limitations cvcr1 murinc T. crassiceps cysticcrcosis is un­
on rcproduction. Thc abscnce of an additivc er- usual in that here it is the fcmalc that is thc most 
fect could also rcficct an intcraction bctwccn thc susceptible gcndcr, and antibodics appcar not to 
immunc and endocrine systcms, as additive er- ~~s!_ri_c~ive of parasite grow:ih. Thcsc con- :.... ,,..d ........ 
fccts would be cxpccted in indcpcndcnt control trasts illustratc thc comPicxity in thc-pa.rasitc- ; 
systcms. 

The cndocrinological and immunological fac­
tors affccting cysticcrcus rcproduction may ar: 
course procccd indepcndently, but the cndocrinc . 
intcractions bctwcen host and parasitc (in both , 
dircctions) are progrcssivcly bcing rccognizcd in 
many animal spccies1 including rnammals (Lin 
et al., 1990). In thc case of T. crassiccps, thcrc 
are hints of a possiblc immunocndocrinological 
intcraction, vis-:i-vis thc inhibiting cffcct of or­
chidcclomy upan DTH. thc somewhat lcsscr 
DTH responses of control femalc mice with rc­
spcct to males. and thc disappcarancc of scx­
relatcd diffcrcnces in parasitc intcnsitics follow­
ing thymcctomy as wcll as aftcr gonadectomy. • 
AJso suggcstive are .thc rcduction of parasite in­
tcnsitics in thc gonadcctomizcd fcmalcs, accom- : 
panicd by a statistically significan! incrcasc (62%) i 
in thc DTH and thc incrcascd parasitc intensity 
ofgonadcctomizcdmalcs concomitant with a 26% 
dccrcasc in thc DTH. At this point, the notion · 

hosl rcgulalory nctv.·ork, coch para:;itc applying : 
different stratcgics far survival in differcnt ar ' 
similar hosts, and arguc against ovcrsimpliflca- ; 
tion in thc associations bctwccn gcndcr, immu- : 
nity, and susccptibility to discasc. 

Literaturc abounds with cases whcrc cstrogcns 
are rclated to immunological cornponents or in­
flucncc immunc cvcnts (Cohcn et al.. 1983: Hu 
et al., 1988; Gulsham, 1990; Schuurs and Vcr­
hcul, 1990; Grossman, 1991). By locating thc 
siles whcre rcccptors far cstrogens havc bccn 
found in the immunoregulatory network (Cox 
and Licw, 1992; Shcr and Colfman, 1992), man y 
cffcctivcactionsofcstrogcn can be cnvisagcd that 
would favor thc parasite. A combination of cs­
trogen-mcdiatcd evcnts consistcnt with our re­
sults in T. crassiccps should dcprcss TH, cclf 
function (interleukin-2, tumor necrosis factor, and 
intcrfcron-gamma production), whilc stimulat­
ing TH2 cell function (antibody and interlcukins 
10 and 6 production). 
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Furthcrmorc, such cstrogen-mcdiated im- 3nd rcsuic1ionofcs1rogenrcceptors to0KT8-pos-
.Q1unc regulation could in turn be potcntiatcd rct- itivecells.Joumal oflmmunolog.y 131: 2767-2771. 

roactiycly by tite products of immunc stir11ula- Cox~~d ~~t~ki:~:~;~s~:f:i~r~:t~;~s~~~:~~I~~; 
___ tiQ!l.-P.:~ .. s_omc...o.f_tbcjntccleukins.ha~e.cffects_on .. - ... d. ··M·Today.JJ: 445-448.-·-------··-------------­
---p~-the-synthCti<:-tfüthWnj' OfSCX "hCirriiOñCS (\VriYnC. CuLURirrii;-ICL.~·o:w:EsC11, ÁND R. E. KUÍfN. 1972. 

et al., 1992). Jnterlcukin:6· a metabolic ~roduct ~:~P~t~C~~~o~=~c~~f.m.{~~ ~~,;~J::'~! 11r;:'~:t~cª:~ 
ofTH2 celts CC:ox .and Ltew, 1992) has, m fact, larval biomass and thc uplake and incorporation 
a clearcstrogemzauon cffect (Gorospc et al., 1992) ofC14-Jcucine. Experimental Parnsitology 32: 272-
that could cycle back to furtherdepress TH, cells 281. 
and stimulate TH cells and so on. Few other Et..01-SANTos,S.,N.J.OLSEN,R.CoRREA-OLVERA,AND 
diseases in vol ve a; dramatically as T. crassiceps D. G •. Ca~. 19?2· Sclii.stosoma ."!cz.nso'!i: 

does, sexual ar ~ther hormones in their strategy ~r~:~t~~P~~~P~~~1~!~~j:r:i~~~c~~;;:~l~~~~i 
to cope with thc host's immunological rcstric- Parasitology 75: 168-175. 
tions to establish, grow, and reproduce in their FREEMAN, R. S. 1962. Studics on thc biology of Tac· 
hosts. Finally, perhaps this extreme and sorne- niacrassicep~(Zcdcr, 1800), Rudolphi, 1810 (Ccs-

what artificial case ofa parasitic disease contains GaR:'!~-€1~~~~~~ :~~~~~1~,z:!ºfi: i~~~:~:~: 
a cluc as to how one may rcach, by the clcver J 992. Interleukin 6: Effccts on and production by 
couplingofendocrinological and immunological rnt granulosa cclls in l'itro. Endocrinology 130: 
maneuvers, a more effective control in thc out- 1750-1752. 

come of massivc immunc confrontntions. ª~;;~;¡~~ T~~=-;~~;;1::,0~ro!;-~~: 
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Resumen 

Actualmente existe una investigación activa sobre 
los mecanismos que dan lugar a la selección celular 
en el timo. La selección tímica de células 
precursoras durante su desarrollo, es pieza clave del 
proceso de formación del repertorio de linfocitos T 
con que un organismo es potencialmente capaz de 
desarrollar una respuesta inmune en contra de un 
reto antigénico reconocido como ajeno, y a su vez 
potencialmente incapaz de hacerlo ante estímulos 
propios. Este trabajo busca reseñar avances 
recientes en el conocimiento del proceso por el cual 
se seleccionan positiva o negativamente las células 
que, a partir de una ·fuente muy amplia, finalmente 
forman el repertorio de células T de un individuo. 

Palabras clave:-Se/ección ce/u/ar, Timo, Tolerancia, 
Respuesta inmune. 

IMMUNE RESPONSE OR TOLERANCE. 
CELLULAR SELECTION BY THE THYMUS 

Abstrae! 

There is currently a very active research on the 
mechanisms that give rise to the cell selection of 
lymphocyte precursors by the thymus. This selection 
is basic for the process of formation of the 
repertoire of T cells with which an órganism is 
potentially capable of developing an immune 
response to a foreign antigen, and not doing so 
when encountering its own antigens. This work 
pretends to detail sorne recent advances in the 
knowledge of the process by which cells are 

Respuesta inmune o. to.lerancia. 

La selec.clón celular en el timo 

· ~Rafael Bojali/ 

. :- : . -. ' 

positively or negativ~ly selected. by the thymus, to 
give rise to the T cell rep~rtoire of an individual. 

Keywords. Ce// se/ection, Thymus, To/erance, 
/mmune response. 

Introducción 

Los linfocitos T tienen un papel fundamental en el 
sistema inmune, ya que poseen funciones tanto 
reguladoras como efectoras, modulan en gran 
proporción la respuesta de anticuerpos, y son 
además responsables de la llamada inmunidad 
celular. Una de las caracteristicas de estos linfocitos 
es que, a diferencia de los B cuyos receptores de 
superficie (inmunoglobulinas) son capaces de 
reconocer antígenos solubles, sus receptores para 
antígeno sólo reconocen antígenos ajenos en la 
superficie de una célula presentadora, que los 
expone como un fragmento peptídico asociado a 
una proteína del complejo principal de 
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) 
(Fig. 1). Este fenómeno recibe el nomhre de 
restricción por MHC, y da lugar a una p~radoja: el 
mismo receptor del linfocito T debe reconocer 
moléculas propias, además de las ajenas, sin que 
este reconocimiento sea fuente de autoinmunidad. 

El receptor para antígeno de los linfocitos T (TCR 
en la nomenclatura internacional por sus siglas en 
inglés) es un heterodímero que puede presentarse 
en dos formas: a{3 y yó. En este trabajo nos 
referiremos exclusivamente al TCR a{3, que es sobre 
el que más se ha estudiado la selección celular, y 
además se encuentra en la superficie del 95% de las 
células T. El TCR forma un complejo con otro 
antígeno de superficie, el CD3, que funciona como 

• Departamento de Inmunología, Instituto de Investigaciones Biomédicas. UNAM, México, D.F. 
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Célula Presentadora 
da 

Antígeno 

CD4/8 

Figura 1. la celula que presenta al antígeno lo procesa y/o expone en 
forma de peptido asociado a una molecula del complejo principal de 
histocompalibilidad (MHC). La célula T reconoce al péplido a traves 
de su receptor para antígeno (TCR), que forma un complejo con las 
moleculas CD4 ó CDB y CDJ, que coadyuvan en el reconocimienlo 
del MHC y en la transducción de señales 1ransmembranales (Basada 
en referencias 1 y 60). 

transductor de señales transmembranales (Fig. 1 ); se 
acompaña además de otros antígenos de superficie, 
entre los que se encuentran CD4 y CD8 (Fig. 1 ), 
que coadyuvan en el reconocimiento de la molécula 
del MHC y funcionan como correceptores en la 
transducción de las señales a través de la 
membrana.1 Las células co4· están restringidas por 
moléculas clase 11 del MHC y a grandes rasgos 
constituyen el grupo de precursores inmediatos de 
los llamados linfocitos T ayudadores; las CDB• están 
restringidas por moléculas clase 1 del MHC, y 
corresponden en general a precursores de células T 
citotóxicas. 

Los linfocitos T se originan de células precursoras 
que proceden de tejido hematopoyético: migran al 
timo en donde tienen lugar procesos de selección y 
diferenciación de los que emergen sólo una 
pequeña proporción (alrededor del 10%). Esta 
selección, junto con la inducción periférica de 
tolerancia y la expansión clonal que se efectúa en 
los órganos linfoides periféricos, finalmente da lugar 
a lo que se ha llamado el repertorio de células T. El 
seguimiento del desarrollo de los linfocitos T se basa 
principalmente en el estudio de dos aspectos: 1) el 
rearreglo y la expresión de los genes que €edifican 
para el TCR, y 2) la expresión de CD4 y CD8. 

Las células más inmaduras, que provienen de la 
médula ósea, se encuentran en la periferia de la 
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Célula Presentadora 
de 

Cavidad da fijación 
Vot.. da pépt1do1 

cituia T 

Figura 2. La región variable del receptor para antígeno del linfocito T 
(TCR) consta de segmentos V y J en la cadena a y V,D y J en la cadena 
p. Los antígenos menores estimuladores de liníociros (Mis) o las 
enteroxinas se asocian a moléculas del complejo principal de 
histocompalibilidad (MHC) y a elementos vp especificas induciendo 
su seleccion positiva o su eliminación (Tomada de fa referencia 60). 

corteza del timo: expresan Thy-1 en bajas 
concentraciones, pero no TCR, y son CD4- CD8-
(doble negativas).') Durante las primeras fases del 
desarrollo, se dan los rearreglos de los segmentos 
génicos que codifican para la región variable del 
TCR (V y J para la cadena a, y V, D y J para la 
cadena /3) (Fig. 2), y éste se exP.resa en bajas 
concentraciones en la superficie celular, asociado a 
CD3 (Fig. 1 ). A la vez se expresan simultáneamente 
CD4 y CDB, también a bajas concentraciones, por 
lo que las células ahora son doble positivas. 
Posteriormente las células expresan CD4 y CDB a 
mayor concentración.2·6 Hastri aquí, el repertorio 
generado por el rearreglo aleatorio de todos los 
segmentos génicos, su unión imprecisa, la inserción 
de nucleótidos y la asociación de ambas cadenas es 
de entre 1 x 10' y 1 x 1015 posibles especificidades 
distintas que, por supuesto, incluyen la 
potencialidad de reaccionar con antígenos 
propios.'·' Sin embargo, probablemente cuando las 
células se encuentran en esta fase de desarrollo, se 
da el proceso de selección de tal manera que se 
favorece la maduración sólo de aquéllas capaces de 
reconocer MHC propio (selección positiva), pero se 
eliminan aquéllas que además tienen un receptor 
autorreactivo y por lo tanto potencialmente dañino 
(selección negativa).'·' Las células sobrevivientes 
adquieren funciones efectoras maduras, expresan 
una alta concentración de TCR y sólo CD4 o CD8 
en su superficie, y emigran a tejido linfoide 



periférico y a formar parte de los linfocitos. 
circulantes.3·6·8 . · 

La selección celular en el timo es, pues, pieza 
clave del proceso de formación del repertorio de 
células T con el que un organismo es capaz de · 
d~sarrollar una respuesta inmune en contra de un 
reto antagónico, cualquiera que éste sea, y a su vez 
potencialmente incapaz de montar una respuesta 
ofensiva ante estímulos del propio organismo. 

Selección positiva 

TCR, MHC y moléculas accesorias en la selección 
positiva. 

Como mencionamos antes, los timocitos que 
llegan a madurar sólo logran el reconocimiento de 
antígenos exógenos si estos se asocian a moléculas 
propias de MHC. Esto significa que durante el 
proceso de selección positiva deben cumplirse dos 
cosas: en primer lugar que el TCR de los timocitos 
ya se encuentre en la superficie celular, lo que 
efectivamente sucede;' y en segundo lugar, que 
dicho receptor entre en contacto con moléculas del 
MHC propio de tal manera que se induzca la 
maduración sólo de aquellas células que sean 
capaces de reconocerlo. Esto se ha estudiado, por 
ejemplo, utilizando ratones transgénicos que 
expresan TCRs específicos, en los que se ha 
encontrado que la proporción de timocitos 
poseedores del TCR transgénico se eleva solo en los 
ratones con el MHC reconocido por el receptor 
transgénico.rn Esto se ha observado tanto para TCRs 
que se asocian a moléculas clase 111·" como para 
aquellos restringidos por moléculas clase 11." En el 
mismo sentido, la administración de anticuerpos 
anti·clase 11 a ratones recién nacidos, inhibe 
específicamente la aparición de precursores de 
células T, en este caso CD4 •. 15 

Para que se lleve a cabo la seleceión positiva, 
además del TCR también es necesaria la 
participación de las moléculas CD4 y CD8: la 
inyección de anticuerpos anti·CD4 o anti·CD8 in 
vivo bloquea el desarrollo de las correspondientes 
poblaciones celulares maduras (CD4• y coa· 
respectivamente)."·" Esto probablemente se deba a 
que las moléculas accesorias son requeridas como 
correceptores durante la selección celular. 18 

La utilización de ratones transgénicos ha ayudado 
también a concluir que la expresión de CD4 ó CDB 
en la superficie de una céula madura depende de la 
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especifÍ~idad ·del Ti:R por ~bléculas del MHC: se 
ex.presa CD4 si el receptÚ réccilloi:e mólÍ,i::ulas . 
clase 11,14 y CDB si ~ecórioce clase' l." · 

Célul~s,;e~ponsable~ ~e la selección positiv~. 
El estroma tímico esta compuesto tanto por 

células derivadas de la médula ósea (células 
dendrínticas y macrófagos tímicos) como por otro 
tipo de células, principalmente epiteliales, que 
expresan antígenos del MHC tanto clase 1 como 
clase 11. 

A pesar de que Longo y cols.19 propusieron que la 
seleccion positiva esta mediada por células 
derivadas de la médula ósea, y de que 
recientemente se ha mostrado que efectivamente, 
aunque de manera ineficiente, células 
hematopoyéticas en el timo son capaces de 
seleccionar positivamente a linfocitos, 20 la 
explicación más aceptada es que la selección 
positiva es principalmente responsabilidad de las 
células epiteliales de la corteza del timo. Esto se 
sugirió originalmente para células T restringidas por 
antígenos clase 11""' y clase l.'' al obtener selección 
positiva exitosa transplantando timo normal o 
tratado de tal manera que se eliminaron las células 
dendrínticas/macrofágicas. Más recientemente, en 
ratones transgénicos que expresan antígeno IE en 
distintas células del timo, 8 se encontró que estas 
moléculas deben expresarse en las células 
epiteliales de la corteza tímica, para que se lleve a 
cabo la selección positiva. O!ro grupo, al inyectar 
intratímicamente una línea de células epiteliales de 
timo, demostró selección positiva de los linfocitos 
que reconocieron como propio el MHC de dicha 
línea celular." 

Autopéptidos en la selección positiva. 

Como ya mencionamos antes, los linfocitos T que 
logran madurar, para activarse deben reconocer el 
MHC propio asociado siempre a un antígeno ajeno. 
Sin embargo, hasta donde se sabe, el proceso de 
selección positiva se da en ausencia de antígenos 
ajenos. 

Existen resultados experimentales que sugieren 
que autopéptidos presentados en la concavidad de 
la molécula del MHC de células del epitelio tímico, 
podrán estar involucrados en la selección positiva 
del repertorio de T al interaccionar con los 
receptores de los timocitos. 25·29 El grupo de Marrack 
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ha propuesto que en el epitelio tímico el MHC 
podrá estar asociado a una colección de péptidos 
derivados de células de este mismo epitelio, que no 
se expresarán en ninguna otra célula del animal y 
que de alguna manera representarían el universo de 
los antígenos ajenos.25 Se ha sugerido que estos 
péptidos podrán tener propiedades semejantes a 
Mis." 

Los autores se basan en hallazgos como los que 
sugieren que las células T pueden distinguir entre 
moléculas de IE {MHC clase 11) en distintos tipos 
celulares.""' Este fenómeno podría deberse a 
diferencias cuantitativas o cualitativas en la 
expresión de MHC entre distintas células. Aunque 
ambas diferencias no son mutuamente excluyentes, 
los autores favorecen la explicación de las 
diferencias cualitativas ya que no encontraron mayor 
densidad de proteínas del MHC en células 
epiteliales corticales del timo que en linfomas de B; 
postulan que es posible que el TCR estudiado 
reaccione específicamente con algún antígeno 
(asociado a la molécula de MHC) que se expone 
únicamente en ciertas células, o bien que los 
polipéptidos de IE se expresan de distinta manera 
en las diferentes células.'"" 

Selección negativa 

La selección negativa o autotolerancia es el 
proceso que conduce a la marginación o a la 
eliminación del repertorio de linfocitos T, de 
aquellas células potencialmente autor reactivas. Que 
esta tolerancia ocurre durante el desarrollo 
intratimico, se demostró desde 1977'º cuando se 
observo que las células T que maduran en cultivos 
de timo fetal reaccionan en mucho mayor medida a 
células estimulantes alogénicas que a las singénicas. 
Posteriormente se comprobó que la selección 
negativa al igual que la positiva, se da sólo en el 
contexto de la expresión tímica de antígenos del 
MHC.31

·" 

Mecanismos para /a selección negativa. 

Se han propuesto tres posibles mecanismos que 
darán lugar a la autotolerancia: la supresión, la 
inactivación funcional, y la eliminación física de las 
clonas autorreactivas.ú Recientemente, con la 
utilización de anticuerpos monoclonales, se han 
obtenido resultados que dan gran relevancia a la 
última opción. Dichos anticuerpos reconocen y 
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permiten demostrar la presencia de determinados 
segmentos V de la cadena b del TCR (Fig. 2). Con 
ellos se ha encontrado que las cepas de ratón que 
expresan determinados antígenos propios (casi 
siempre del MHC), tienen muy pocas células 
periféricas o timocitos unipositivos que expresan el 
producto Vb con reactividad especifica para el 
antígeno propio en cuestión. Por ejemplo, la cepa 
de ratones C57BR es IE (MHC clase 11) y tiene un 
segmento génico VB 1 7 a funcional, pero no tiene 
células T periféricas que expresen en sus TCR el 
producto de dicho segmento génico, que le da al 
linfocito una alta probabilidad de reactividad con la 
molécula IE." También se ha encontrado que la 
coexpresión de otros antígenos propios (como el 
MISA) con productos del MHC induce la 
eliminación de una gran proporción de células con 
ciertos segmentos VB. '"" De esta manera, la 
tolerancia correlaciona con la ausencia de expresión 
de ciertos segmentos VB en los TCR de los linfocitos 
T periféricos. 

Cabe destacar sin embargo, que la tolerancia no 
necesariamente requiere de la eliminación de todas 
las células que expresan un TCR autoespecifico. Teh 
y cols.37 encuentran que en ratones machos 
transgénicos son eliminadas la mayoría de las 
células T CD4•S- y CD4S• que expresan el TCR 
transgénico. Sin embargo, las cé_lulas CD4- con baja 
expresión de CDS y altos niveles del TCR 
transgénico no son eliminadas. Es decir que, al igual 
que en la selección positiva, es posible que las 
moléculas CD4 y CDS funcionen como 
correceptores y que incluso se requieran para 
aumentar la afinidad de la interacción. De esta 
manera, en nlgunos casos. sólo en su presencia se 
eliminarán clonas de células autorreactivas.'" 

Células responsables de la tolerancia. 

Para demostrar qué células son las responsables 
de la selección negativa en el timo se han utilizado 
diferentes métodos' que incluyen: a) la irradiación 
de animales para eliminar a las células derivadas de 
médula ósea, y su reconstitución con células 
alogénicas o semialogenicas, lo que resulta en un 
estroma tímico con células epiteliales del receptor y 
células derivadas de la medula ósea provenientes 
del donador; b) transplantes de lóbulos tímidos; y c) 
el estudio de ratones transgénicos. Con todos ellos, 
los resultados indican que se crea tolerancia a los 
antígenos del MHC (tanto clase 1 como clase 11) 



expresados principalmente en las células derivadas 
de la médula ósea. Aunque esto es lo más 
frecuente, cabe destacar que también las células del 
epitelio medular del timo"·" y subpoblaciones de 
linfocitos 640·" son capaces de inducir tolerancia. 

Super antígenos en la selección negativa. 

Uno de los mecanismos propuestos de inducción 
de tolerancia es la eliminación de células T debido a 
la presencia de antígenos propios."·" En este caso, 
la eliminación de células autorreactivas dependerá 
no solo de la expresión de antigenos del MHC, sino 
también de un conjunto de productos génicos 
codificados fuera del MHC. Estos productos, 
también denominados cotolerógenos, incluyen a los 
antígenos del MIS que por ejemplo, eliminan 
prácticamente todas las células T VB3• (si el animal 
es Mls-2a·)" o a las VBB.1 +"y VBó" si es Mis-la+. 
Se ha implicado también a otros antígenos como el 
Mtv-9 (provirus endógeno relacionado con el tumor 
mamario del ratón) que elimina a las células 
VBS.2+." 

Es posible que también posean un papel 
importante superantigenos ajenos como la 
enterotoxina B del estafilococo (44)(Fig. 2), que 
administrada a ratones neonatos, elimina a todas las 
células maduras medulares y a algunas inmaduras 
corticales con TCR VB3+, VBB.1 +, V88.2+, VBB.3+ y 
otros. Esto implica que podría provocarse tolerancia 
a antígenos exogenos, a través de la eliminación 
intratifica de células T reactivas. 

Se ha sugerido que la inducción de tolerancia por 
eliminación de células T debido a super antigenos 
propios podría ser el mecanismo más difundido de 
de determinados VBs." Estos antígenos al eliminar a 
todas las células con TCRs que expresan 
componentes específicos, podrían eliminar a 
algunas que de otra manera escaparían a la 
inducción de tolerancia (p. ej. antigenos menores 
como la proteina básica de mielina o la colágena). 
Las amplias posibilidades de reacción de los super 
antígenos podría hacer suponer que, de ser 
prevalentes entre las moléculas propias o ajenas, 
pocas células sobrevivirian al proceso de 
autotolerancia y se podría perder capacidad de 
respuesta de las células T, ya que incluso pueden 
provocar la eliminación de hasta un tercio del 
repertorio de dichas células de ratón." Sin embargo, 
el que por su potencialidad autorreactiva se elimine 
una gran cantidad de TCRs especificas para 
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antígenos ajenos, no necesariamente resulta en un 
•punto ciego• en el repertorio de T, en la medida en 
que puedan utilizarse genes alternativos cuyos 
productos no tengan reactividad cruzada con 
autoantigenos. Es decir, el proceso de inducción de 
autotolerancia parece alterar el repertorio de genes 
de TCR utilizados en respuesta a antígenos ajenos, 
sin necesariamente alterar la capacidad inmune del 
individuo." 

Lugar de la selección celular 

Los linfocitos tímicos maduran durante su 
migración de la región cortical a la medular, de 
manera que los linfocitos corticales son 
principalmente CD48 en tanto los medulares scin 
CD4+8· o CD4-8+. Ahora se sabe que es durante 
éste· periodo de maduración que se dan tanto la 
selecdón positiva como la negativa. Hengartner y 
é:_ols." a través de análisis inmuno-histoquimicos y 
citofluorométricos, muestran que tanto en ratones 
Mis• 'como en ratones Mis existe en la corteza 
tímica una gran cantidad de células T que expresan 
V-6, pero en los animales Mis• no entran a la médula 
del timo. Los autores indican que la demostración 
directa de que ciertos linfocitos T no existen en la 
médula tímica, pero se encuentran a niveles 
normales en la corteza, es consistente con la 
hipótesis de que la eliminacióp se da en la unión 
córtico-medular. Estos datos también podrían indicar 
que existen diversos sitios dentro de la corteza en 
donde se da la eliminación de las células 
autorreactivas. Sin embargo, la unión córtico· 
medular es rica en células dendríticas, que son las 
células a las que se ha atribuido la inducción de 
tolerancia. 

Momento del desarrollo en que se da 
la selección celular 

El resultado de la selección positiva se hace 
evidente solo en etapas tardías de la maduración 
(en células que ya expresan únicamente CD4 ó 
CDB),8 lo que probablemente signifique que la señal 
para la selección positiva se da en el momento en 
que las células corticales doble positivas se 
diferencian a CD4+ o CDB+, o que aún dándose 
en etapas mas tempranas, solo se manifiesta hasta 
ese momento, como consecuencia de que la 
selección positiva evitaría la hipotética muerte 
programada de estas células que, de otra manera, 
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correrían la misma suerte que la mayoría de los 
timocitos."7 

Es decir, la selección positiva rescataría a ciertas 
células de uno de los mecanismos mas importantes 
de la falta de selección y de la selección negativa: la 

:,-.· • inducción de apoptosis.'·".l' La señal para la 
:.':·.;:-;-·\.selección negativa parece tener lugar en un punto 
! · .::..: .. :·: .pe fransición entre timocitos inmaduros (con baja 
1.-, ,~ : ... :s~presión de TCR) y ti mocitos maduros (con alta 
i, . ~:~· ::·~~resión de TCR). Diversos hallazgos muestran que 
; ::;.;~;; 1~~'¡¡liminación se ejerce sobre las células CD4+8+ y 
"i.';.H~<""ii:ffll 1 , .~ .. ,.,..:.

0 
· ~, erzan as sugerencias previas"º·"9 de que éstas 

·'-:".~ .. ~··r-~:W~f'¡:irecursoras de las unipositivas. Así por ejemplo, 
· ·· • ... ¿on la utilización de anticuerpos monoclonales se 

observó que el segmento V-17a se expresa en una 
proporción significativa de timocitos doble positivos 
de la cepa C57BR, pero está totalmente ausente de 
la población de timocitos unipositivos." Las células 
que se eliminan en esta cepa de ratones no solo son 
las CD4+, sino también las CDS+ que expresan el 
segmento V-17a (a pesar de que su especificidad es 
a clase 11 y por lo tanto está restringiaa a CD4+). De 
manera similar. los ratones poseedores del antígeno 
Misª, eliminan a las células CD4 VB6 (36) y VBB.1 
(SO) pero también eliminan a las células CDB , a 
pesar de que la reacción con el Misª es especifica 
de células T CD4. Asimismo, la administración 
neonatal de anticuerpos monoclonales anti·CD4 
evita no sólo la eliminación de las células CD4 VB6 
en los ratones Misª, sino también la de las células 
CDB+ VB6+. 15 

Y aunque la señal para la inducción de muerte 
programada se da en etapas tempranas del 
desarrollo, es posible que sólo se manifieste hasta 
etapas posteriores. Así, se ha descrito que el timo 
neonatal contiene una población importante de 
células CD4+, fenotipicamente maduras, con TCRs 
potencialmente autorreactivos (en este caso VB6+), 
que cuando se ponen en cultivo. muere 

selectivamente una gran proporción de ellas 
(alrededor del 60%). En este caso, la timectomía 
neonatal no aumenta la proporción de células que 
sobreviven, lo que indica que las que mueren ya 
estaban programadas para ello. 51 

Hipótesis en torno al proceso de 
selección celular 

Se han elaborado diversas hipótesis que buscan 
explicar los mecanismos por los que las células son 
seleccionadas positivamente o eliminadas del 
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repertorio. De ellas pueden identificarse claramente 
dos principales:" 

1. Que la selección se dar, en función de la afinidad 
del TCR por los antígenos del MHC. Asi, se 
seleccionarán positivamente todas aquellas 
células con TCR que reconociera el MHC de las 
células epiteliales del timo, y la célula sería 
estimulada a expanderse o salvada de la muerte 
programada. Un segundo paso en la selección 
eliminaria a aquellas células con alta o mediana 
afinidad por el MHC tímico, sobreviviendo sólo 
las de receptores de baja afinidad para el 
mismo.'"º Una propuesta más elaborada sugiere 
que, en procesos independientes, una señal débil 
(reconocimiento solo de moléculas de MHC) 
daría lugar a la selección positiva, y una fuerte 
(MHC mas autoantigeno) a la negativa.'"' En este 
caso, la ausencia de señal (MHC incorrecto) 
también induciría muerte celular. Trabajos 
recientes" apoyan fuertemente esta hipótesis. 

2. Que la selección celular dependeria de las células 
encargadas de efectuarla: las señales transmitidas 
por las células epiteliales (responsables de la 
selección positiva) serian distintas a las enviadas 
por las derivadas de la médula ósea 
(responsables de la selección negativa). Esto 
podría deberse a cambios en las moléculas del 
MHC expresadas (27, 28) o a ¡¡ue a sin ser 
distintas, las proteínas del MHC del epitelio 
tímico se asociarian con una serie de péptidos, 
únicamente expresados en esas células, que 
semejarían al universo de antigenos ajenos 
potenciales, y las células derivadas de la médula 
ósea expondrían a su vez una serie de péptidos 
eliminantes diferentes de los del epitelio 
tímico.z5·21•29•

44 Así, tanto la selección positiva 
como la negativa se darian por interacciones del 
TCR con el MHC más antigenos propios. Como 
datos en contra de esta hipótesis, cabe recordar 
que tanto las células epiteliales tímicas son, en 
determinadas circunstancias, capaces de eliminar 
clonas,"·" como las derivadas de la medula ósea 
capaces de seleccionarlas positivamente.""º 

Además de las dos hipótesis destacadas 
previamente, existen otras explicaciones 
complementarias, algunas de las cuales describimos 
a continuación: 

A. Que la selección positiva o la negativa se darían 
dependiendo de la densidad de complejos 



MHC-autopéptidos.'·" Esta hipótesis propone que 
la densidad de complejos MHC-autopéptidos 
necesarios para la selección positiva es menor 
que Ja que se requiere para Ja selección negativa 
o para la activación de los linfocitos periféricos. 
De esta manera, sólo aquellos autopéptidos que 
se encuentran en concentraciones 
suficientemente altas inducirían eliminación física 
o anergia clonal. Los demás autopéptidos unidos . 
al MHC de las células epiteliales corticales no 
alcanzarían concentraciones suficientes para 
inducir eliminación o anergia, pero tampoco para 
estimular Ja activación de Ja células periféricas, 
por lo que serian seleccionadas positivamente. El 
repertorio asi formado sería inocuo en 
condiciones fisiológicas.' 

B. Que Ja selección dependería del estado de 
desarrollo de los timocitos (54-56). Es decir que, 
durante el desarrollo de las células T, diferencias 
en el estad~ de asociación del TCR al CD3 
generarían señales intracelulares distintas al 
ocuparse el receptor (ver Fig. 1 ). Así, Jos autores 
definen tres fases del complejo TCR-CD3:'"" a) 
En aproximadamente Ja mitad de los timocitos 
inmaduros, Ja fijación del ligando al TCR no 
induce movilización de Ca" y no provoca Ja 
muerte cellilarlselección positiva), 
probablemente por una disociación funcional 
entre el TCR y el CD3 (54, 56), o por una 
alteración de este último,57 b) En la otra mitad de 
Jos timocitos inmaduros, la fijación del ligando se 
induce la movilización de Ca", y lleva a una 
rápida eliminación de la célula (selección 
negativa), c) En las timocitos maduros, la 
ocupación del TCR conduce a su activación. En 
estos casos también hay movilización de Ca2•, 

aunque se acompaña de activación de la proteína 
cinasa C (PKC). Esto es importante ya que la 
muerte celular inducida a través del CD3 es por 
apoptosis, que es un fenómeno dependiente de 
un aumento temprano y sostenido de la 
concentración de Ca'' intracelular. Sin embargo, 
es posible que en las células maduras la 
activación de Ja PKC evite Ja apoptosis, a pesar 
de Ja movilización de Ca"." 

Aunque todavía falta desentrañar por completo 
los mecanismos a través de Jos que se seleccionan 
Jos linfocitos T que finalmente forman el repertorio 
de un individuo, es de esperarse que un 
eotendimiento más completo de este proceso 
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pueda contribuir en un futuro próximo a una mejor 
comprensión y manejo de diversos procesos · 
patológicos entre Jos que destaca Ja autoinrriunidad. 
De hecho, ya existen distintos grupos que estudian 
el repertorio de TCR, tanto en circulación como en 
tejidos dañados, de pacientes con diversas ~v4~•"'_:"''·''TIA=""'•"'""'·~"·· 
patologías.autoinmunes." Estudios de este tipo~~~ 
podrían también influir en el manejo de Jos 
problemas presentados, por ejemplo, por el MEX ICC 
transplante de órganos. L'51TIVl'O·N< 

Glosario 

C.,~OIOLOC 
JQ:;.t'!O CHA\ 

B!RLIOTE• 
r:~:NTRA 

Antígenos menores estimuladores de linfocitos 
(Mis, por sus siglas en inglés). En ratón se han 
descrito estos antígenos que pueden inducir 
reacciones entre linfocitos y que se encuentran 
fuera del MHC. Están codificados en diversos loci 
con dos alelos cada uno, de Jos cuales uno es 
estimulador en reacciones mixtas de linfocitos, y el 
otro no lo es. Al primer alelo se le ha llamado 
haplotipo a y al nulo o que no estimula, haplotipo b. 
A cada Jocus génico se le ha asignado un número 
arábigo, por Jo que una cepa de ratones puede ser 
por ejemplo Mis-la o Mis-lb (60). 

Apoptosis. Muerte celular programada, en 
oposición a necrosis o muerte accidental. Se 
caracteriza por disminuci.ón del tamaño celular, 
colapso nuclear, y ruptura de Ja cromatina a 
fragmentos nucleosómicos."' 

Complejo principal de histocompatibilidad 
(MHC). Es un conjunto de genes que se .encuentra 
en el cromosoma 6 del humano y en el 17 del ratón. 
Juega un papel importante en la inmunidad: codifica 
para antígenos de histocompatibilidad (o de 
reconocimiento intercelular) y participa en la 
regulación de la respuesta inmune. Codifica entre 
otras cosas para las llamadas moléculas clase J y 
clase 11. Las moléculas clase 1 se expresan en casi 
todas las células, y son altamente polimórficas. Se 
han descrito loci que las codifican: HLA-A, HLA·B y 
HLA-C en el humano, y H-2K, H-20 y H-2L en el 
ratón. Las moléculas clase 11 se expresan 
principalmente en las células del sistema inmune 
(linfocitos B, macrófagos, células de Langherhans, 
células dendríticas, epitelio tímico y linfocitos T 
activados). En el humano se han descrito tres loci: 
DP, DQ y DR; en el ratón dos: 1-A e 1-E." 

Superantigenos. E C son un conjunto de 
antígenos proteicos que al asociarse con 
determinados productos del MHC crean ligandos 
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que se unen con prácticamente todos los TCR que 
tienen ciertos elementos V, (ver Fig. 2)." · 

Transgénicos. En ratones se refiere a aquéllos a 
los que se introducen genes ya refregados a su línea 
germinal. La introducción de genes de un TCR con 
especificidad conocida para MHC y para antígeno, 
inhibe el rearreglo de los genes endógenos de TCR 
debido al fenór:neno llamado exclusión alélica, de 
manera que una gran proporción tle timocitos 
expresa exclusivamente el TCR transgénico.' 

Agradecimientos 

Mis agradecimientos al Dr. Carlos Larralde por el 
apoyo y la~ 'ra'Cilidades prestadas para elaborar este 
documento d.urante mis estudios doctorales en su 
Jaboratorió; y al Dr. Pedro A. Reyes L. por la lectura 
crítica dél trabajo. 

Referencias 

t. Janeway CA. The T cell receptor as a muhicomponent 
signalling machine: CD4/CD8 cor~ceplors and CD45 in T cell 
activation. Annu Rev lmmunol 1992; 1 O: 645-74,' · ' 

2. Nicolic-Zugic J. Phenotypic and functionai stages '¡n the 
intrathymiC: deVelopment af at T cells. lmmunol Today 1991; 
12: 65·70. 

3, lkuta K, Uchida N, Friedman J. Weissman IL Lymphocyte 
develapment from stem cells. Annu R~v lmmunol 1992; 10: 
759-83. 

4. Marrack P, Kappler J. Tne T-cell repertoire for an1igen and 
MHC. lmmunol Today 1988; 9: 308-15. 

S. Schwarrz RH. Acquisition of immunologic self·tolerance. Cell 
1989; 57: 1073-81. 

6. Fowlks BJ, Pardoll DM. Molecular and cellular evenls of T cell 
developmenl. Adv lmmunol 1969; 44: 207-64. 

7. Pardoll D. Carrera A. Thymic selection. Curr opin lmmunol 
1992; 4: 162·5. 

8. Benoist C. Ma1his, O. Positive selection of the T ce!! rcpertoire: 
where and when does it occurl Cell 1969; 58: 1027·33. 

9. Rkhie ER, McEntire B, Crispe N, Kimura l. lanier LL Allison JP. 
a/B T-cell antigen receptor gene and protein expression occurs 
al early stages of thymocyte differentiation. Proc Natl Acad 5ci 
USA 1988;85: 1174-tl. 

10. Kisielow P. Teh HS, Bluthman H, von Boehmer H. Positive 
selection of antigen-specific T cells in thymus by restricling 
MHC.molecules. Nalure 1988; 335: 730-3. 

11. Teh HS. Kisielow P, Scott B, Kishi H, Uematsu Y, Bluthmann H, 
et al. Thymic majar histocompatibi/Hy complex antigens and 
the aB T-cell receptor determine the C04/CD8 phenotype ofT 
cells. Na1ure 1988; 335:229·33. 

12. Sha WC. Nelson CA, Newberry RO, Kranz OM, Russell JH, loh 
DY. Selective expression of an antigen receptor on 
C08-bearing T lymphocyte in lransgenic mice. Nalure 1988; 
335: 271-4. 

13. Sha WC, Nelson CA, Newberry RO, Kranz DM, Russell IH, loh 
DY. Posilive and negative selection of an antigen receptor on T 
cells in transgenic mice. Nature 1988: 336:73-G. 

14. Berg LJ, Pullen AM, Fazekas de Gro1h B, Malhis D, Benoisl C, 
Davis MM. Antigen/MHC-Specific T cells are preferentially 

la Rcvisla de Investigación Clínica 

exportcd from 1he 1hymus in the presence of their MHC ligand. 
Cell 1989; 56:1035-46. 

15. Marrack P, Kushnir E, Born W, McOufíle M, Kapplcr J. The 
development of helper T cell precursors in mouse thymus. J 
lmmunol 1988; 140:2508· 14. 

16. MacOonald HR, Hengarlner 1-1, Pedrazzini T. lntrathymic 
deletion of self-reactive cells prevented by neonatal anti·CD4 
antibody lreatment. Nature 1968; 335:174·<>. 

17. Ramsdell F, Fowlks B/. Engagement of CD4 and COB accesory 
molecules is required for T cell maturalion. J lmmunol 1989; 
143:1467-71. 

18. Wallace VA. Penninger J, Mak TW. CO.J, CDB and tyrosine 
kinases in 1hymic selection. Curr opin lmrnunol 1993; 
5:235-40. 

19. longo Ol, Kruisbeek AM, Davis Ml, Malis LA. Bonc 
marrow-deri11ed thymic anligen--presenting cells determine 
self-recogni1ion of la-restricted T lymphocytes. Proc Natl Acad 
Sci USA 1985: 82:5900·4. 

20. Bix M, Raulet D. lneificient posilive selection ofT cells directed 
by haematopoietic cclls. Nature 1992: 359:330-2. 

21. Zinkernagel RM. Selection of restriction specificities of 
virus-spedfic cytotoxic T cells in lhe thymus: no evidence ior a 
crucial role of antigen·presenling cclls. J Exp Med 1982; 
156:1842-7. 

22. lo O, Sprent l. ldentity of cells that imprint H-2 restricted T cell 
specificity in thc thymus. Nature 1986; 319;672·5. 

23. van Boehmer H, Karjalainen K, Pelkonen J, Borgulya P. Rilm· 
mensee HG. The T..cell receptor far antigen in T-cell develop­
ment am.J repcrtoire selection. lmmunol Rev 1988: 101:21-37. 

24. Vukmanovic S. Grandea AG, Faas SJ, Knowles BB, Bevan MI. 
Posttive selection of T lymphocytes induced by intrathymic 
injection oí a thymic epithe!ial cell line. Nature 1992: 
359:729-31. 

25. Marrack P, lo O, Brinster R. Palmiter R. Burkly R. FlilVCll RH, et 
·al. ·1he tifor.:t of thymus environme:it on T ccll developmenl 
and tolcrance. Cell 1988; 53:627-34. 

26. Kappler JW, Staerz U, Whi!e J, Marrack P. Self tolerance 
eliminates T cells specific for Ml~·modified products oi the 
majbr histocompatibilily complex. Nature 1906; 332:35-40. 

27. Marrack P, Kappler J. T cells can distinguish between allogeneic 
major-histocompatibilty complex products on difforent cell 
types. Nature 1968; 332:840·3. 

26. Marrack P, Mc:Cormack J. Kappler l. Prcsen1ation of antigen, 
foreign majar histocompatibilly complex proteins and self by 
thymus cortical cpithclium. N~J!urc 1989; 338:503-5. 

29. Nicolic-Zugic J, Bevan MI. Role of self-peptides in posilively 
sclecting the T-cell rcpertoire. Nature 1990; 344:65-7. 

30. Robinson JH, owen IJT. Generation of T·ccll function in organ 
culture of foetal mouse lhymus. 11. Mixed lymphocyte culture 
reactivity. Clin Exp lmmunol 1977; 27:322-7. 

31. Dos Reis GA, Shevach EM. Anligen-presenting ceils from 
nonresponder strain 2 guinea pigs are fully competent to 
presenl bovine insuline B chain to responder s1rain 13 T cells. 
Evidence against a determinan! selection model and in favor oí 
a dona! delelion model of immune response gene iunction. J 
Exp Med 1983; 157:1287·99. 

32. Graves ES, Singer A. Role of the H-2 complex in 1he induction 
ofT cell tolerance 10 self minar histo-compa1ibility antigens. J 
Exp Med 1963; 158:1483-97. 

33. Rammensee HG. Bevan M/. Evidence from in vitro studies 1hat 
tolerance to sclf antigens is MHC.restricted. Nature 1984, 
308:741-4. 

34. Matzinger P, Zilmoyska R, Waldmiln H. SeJf.folerance is H-2 
restricted. Nature 1984; 308:738-41. 

35. Kapple' JW, Roehm N, Marrack P. T cell tolerance by donal 
elimination in 1he thymus. Cell 1987; 49:273-80. 



36. MacDonald HR, Schneider R, lees RK, Howe RC, Acha-orbea 
H, Festensteln H, et al. T-cell receptor VB,use predicts reaclivity 
and tolerance to Mlsa-encoded antigens. Nature 1988' 
332:40-5. 

37. Teh HS, Klshi H, Scott B, van Boehmer H .. Deletion of , .. 1 

autospecific T cells in T cell receptor (TCR) transgenlc mice 
Spares.cells wilh normal TCR levels and Jow levels of coa 
molecules. I Exp Med 1989; 169:795·806. . 1·¡: , ,, ' 

38. Schonrich G, Momburg F, Hammerling GJ,.Arnold B. Anergy 
lnduced by thymic medullary epilhelium. Eur J lmmunol 1992; 
22:1687-91. 

39. Hofímann MW, Alllson J, Miller JFAP. TolerancJ:! induction by 
thymic niedullary epilhelium. Proc Natl Acad Sci USA 1992; 
89:2526-30. 

40. Mazda o, Watanabe Y, Gyotoku JI, Katsura Y. Requirement of 
dendritic cells and B cells In the donal deletion of Mis reactive 
T cells in 1he lhymus. J Exp Med 1991: 173:53948, 

41. lnaba M, lnaba K, Hosono M, Kumamoto T, lshida T, 
Muramatsu S, et al. Distinct mechanisms of neonatal tolerance 
induced by·dendritic cells and thymic B cells. J Exp Med 1991; 
173:549-59. 

42. Pullen AM, Marrack P, amd Kappler JW. Evidence that Mls·2 
antigens which delete VB3 T cells are controlled by multiple 
genes. J lmmunol 1969; 142:3033-7. 

43. Woodland 0; Happ MP, Bill J, Palmer E. Requirement for 
cotolerogenic gene products in thc clonal delelion of l·E 
reactive T cells. Science 1990; 247:964-7. 

44. While J, Herman A, PullcnAM,.Kubo R, KapplerjW, Marrack 
P. The VB-specific superantigen staphylococcal enterotoxiJl. B: 
slimulation of mature T cells and donal deletion in neonatal 
mice,Cell 1989: 56:27-35. .. , 

45. Frangoulis B, Pla M, Ramcnsee HG. Alternative T cell receptor 
gene usa ge induced by self·tolerance. Eur J lmmunol J989; 

' 19:553-5. ····· 46. Hengartner fi, oder.matt B, Schneider R. Schreyer·M, Walle G, 
MacDonald HR, et al. Deletion oí self·reactive.T cells before 
entry. inlo the lhymus medulla .. Nature 1988; 336:388·90. ; 

47. von Boehmer H. The selection of 1he B heterodimeric T-cell 
receptor for antigen. lmmunol Today 1986; 7:333·6. 

48. Smilh Li CD4 murine T cells develop from CDB prccursors in 
vivo. Nature 1987; 326:798·800. 

49. Carbone AM, Marrack P, Kappler JW. Oemethylated CDB gene 

.. .-.... " ... 

Selección celular en timo 331 

in CD4+ T cells suggests that CD4 cells develop from Coa+ 
precursors. Science 19aa; 242:117%. '· · 

SO. Pircher H. Mak TW, tang R, Ballhausen W, Ruedi E, 
Hengartner H, et al. T cell lolerance to Misa encoded antigens 
In T.cell receptor VBB.1 chain transgenic .mice. EMBo J 1989; 

. 8:719·27. . . . . . 

51. M'acDo~ald HR, lees RK. Progranimed death of autoreactive 
thymocytes. Nature 1990; 343:642-4. 

52. Sprent J, lo D, Gao EK, Ron Y. T c~ll seleclion in the thymus. 
lmmunol Rev 1988: 101 :173-90. 

53. Krúisbeek, AM. be~elopment of aB T cells. Curr opin Jmmunol 
1993: 5:227-34.' . ' . - . .. 

54. Finkel TH,·Marrack P. Kappler JW, Kubo RT, Cambier JC. aBT 
cell receptor and CD3 transduce different signals in immature T 
cells. lmplicalions for selcclion and tolerance. J lmmunol 1969; 
142:3006-12. 

55. Finkel TH, Cambler JC, Kubo RT, Born WK, Marrack P, Kappler 
JW. The thymus has two functionally distinct populations of 
immature aB+ T cells: one population is dcleled bY ligation of 
aBTCR.Cell 1989: 58:1047-54. . .. '" 

56. Finkel TH .. Kubo RT, Cambier JC. T-cell developriienl and 
transmembrane signaling: changing biological responses 
through an unchanging receptor. lmmunol Today 1991; 
12: 79-85. 

57. Mercep M, Weissman AM, Frank SJ, Klausner RD, Ashwcll JD. 
Activation-driven programmed ccll death and T cell receptor 
zcla·teta expression. Science 1989; 246: 1162-5. 

sa. McConkey DJ, Hanzell P1 Amador-Pércz JF, orrenius S, Jondal 
., M1 Calcium·depe'ndcnt killing of immature lhymocytes by 

stimulation via,lhe CP3ff cell r,eccptor complex. J lmmunol 
1989; 143: 1001-6. . : . ,.. . . ,_. ... . . ' .. 

59. Zouali M~ Kalsi J, lscnbe,rg D. Auto1mmunc disease~ fll the 
moleculaÍ.lcvel. lmmunol Toda'v 1993: 14: 473·6. : 

60. Acha-<?rbea H, Polm.~r E. M 1 sa rcl~ovirus exploits the immune 
syslem, lmmunoJ Tod~y 1991; 12: 356·61. · 

61. Cohen JJ. Duke RC.
0

Apclp1osis and progr~m'med.cell dcath in 
immunity. Annu Rev lmmunol 1992;.10: 267-93. 

62. Paul WE. Thc immune system: an introduction. En: Paul WE. 
Fundamental lmmunology. NewYork: Raven Press, 1989: 3·19. 

63. Herman A Kappler IW, Marrack P, Pullen AM. Superantigens: 
mechanism ofT-cell stimulation and role in immune responses. 
Annu Rev lmmunol 1991: 9: 745'·72 . 

...... ..... ,, 
1' 

. ,_vol. 46/No. 4/Julio-Agosto, 1994 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Consideraciones Finales
	Bibliografía
	Apéndices



