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ABSTRACT
of the Ph.D. thesis

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

by Rafael Bojalil-Parra

This work studies some biological factors on experimental murine Zaenia
crassiceps cysticercosis. This parasite has enormous structural and antigenic similarities
with the cysticerci of Taenia solium. Besides, its asexual reproduction capability makes
easier the experimental approach. Beyond the variations in susceptibility found between
different mice strains, in all of them females are more susceptible than males to
intraperitoneal infection by 7. crassiceps. Previous work has shown that specific
antibodies against this parasite are not protective. Herein we explored the role of
cellular immune mechanisms in controlling infection by 7' crassiceps. Moreover, we
also explored if gonadal factors do exert an influence on such mechanisms, in such a
way that could explain differences found between sexes.

Cellular immune responses of susceptible mice (Balb/c) were studied in vivo by
cyclophosphamide (CY) adininistration and by neonatal thymectomy. A group of
neonatally thymectomized mice was further transferred with T-enriched spleen cells
obtained from immunized animals. The influence of specific sex hormones on
susceptibility to 77 crassiceps cysticerci was studied by reconstituting gonadectomized
mice of both sexes with their own major sex hormone or with the sex hormone of the
opposite sex. The hormones used were 17-B-estradiol and S-a-dihydrotestosterone (5-

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



dependent release rate pellets. We also studied the rate of intraperitoneal parasite
growth, and correlated it with delayed type hypersensitivity (DTH) response to antigens
in 7% crassiceps and with specific antibody production. /n vitro, we studied the
proliferative response to the mitogen Concanavalin A, of spleen cells from infected
mice. We also studied the consequences of adding indometacin to this cell cultures.

In both sexes, CY elicited a rise in DTH to antigens in 7. crassiceps vesicular
fluid on a dose dependent basis. Concomitantly, the average number of parasites per
mouse declined significantly. On the contrary, thymectomy induced a significant
decrease in resistance to the parasites in mice of both sexes with respect to control
values. Transfer of T-enriched cells to thymectomized animals induced a significant
increase in resistance to the parasite in both sexes compared with thymectomized mice.
Transferred cells returned 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. In contrast, reconstitution with 5-
o-DHT seemed inconsequential for parasite intensities in both sexes.

Beginning on the 21st day of infection, we observed three simultaneous
phenomena: an important 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.

Qur results disclose that cellular immune mechanisms play a role in the
immunologically mediated resistance against T. crassiceps cysticerci and that the
immune control of this murine cysticercosis is influenced by sex hormones, which act
through the thymus, and possibly also through peripheral lymphoid cells freed from

thymic control before neonatal thymectomy.



It is necessary to study in the near future if inhibition of cellular immune response
beyond the third week of infection, could be due to the dominance from this point of

TH2 cells and their products.
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Thesis Director
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RESUMEN

Este trabajo tiene como origen el estudio de factores bioldgicos en el modelo
experimental murino de cisticercosis por Taenia crassiceps. Este pardsito, ademas de
poseer semejanzas estructurales y antigénicas con el de Taenia solium, 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 mas susceptibles que los machos a la infeccion intraperitoneal
por 7. crassiceps. Trabajos previos mostraron la incapacidad de los anticuerpos
especificos producidos en contra de este parasito, de proteger a los animales. Este
trabajo tuvo como fin explorar el papel de los mecanismos inmunes celulares en el
control de la infeccion por 7. crassiceps. Ademas, se explord 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 estudio aplicando ciclofosfamida (CY)
o timectomizando neonatalmente a ratones Balb/c. A un subgrupo de estos tiltimos se
les transfirieron células de ratones inmunizados, enriquecidas de linfocitos T. Los
efectos de hormonas sexuales especificas sobre la susceptibilidad al cisticerco de 7.
crassiceps se estudiaron aplicando a ratones previamente gonadectomizados, tabletas
de liberacién controlada que contenian 17-B-gstradiol o 5-o.-dihidrotestosterona (5-o.-
DHT). Se estudio también la cinética del crecimiento parasitario, en relacion a la
respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) y a la produccién de anticuerpos
especificos en contra de antigenos de 7. crassiceps. In vitro, estudiamos la respuesta
proliferativa de células de bazo de ratones infectados, al estimulo por Concanavalina
A (Con A) y el efecto de la adicién de indometacina a tales cultivos.

La CY indujo un aumento de la DTH y de la resistencia de los ratones, efectos
opuestos a los obtenidos con la timectomia neonatal. La transferencia de células T
restablecio la susceptibilidad original de los ratones. El 17-B-estradiol indujo en
ratones gonadectomizados de ambos sexos un aumento en la susceptibilidad, la 5-o-
DHT no la modificé. A partir del dia 21 de infeccion se observaron tres fendémenos
coincidentes: el aumento sostenido de la carga parasitaria y la caida simultinea de las
respuestas de DTH y a Con A. La respuesta al mitdgeno se recuper? 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 inmune esta
influido por hormonas sexuales. Se discute la necesidad de estudiar a futuro si la
inhibicion de la respuesta celular a partir de la tercera semana de la infeccion, se debe
al predominio, a partir de ese momento, de las células TH2 y sus productos.
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INTRODUCCION

La cisticercosis humana es una enfermedad producida por el metacéstodo de
Taenia solium, frecuente en México, considerada como un problema de salud
publica. En la Encuesta Serologica Nacional mds reciente (Larralde et al, 1992), se
encontrd una seroprevalencia a nivel nacional del 1.2%, con grandes variaciones
regionales. _

Al igual que otras enfermedades parasitarias, la cisticercosis es una
enfermedad crénica en donde el parasito permanece por largos periodos sin que
parezca existir una respuesta efectiva del hospedero para eliminarlo, aunque
probablemente si para limitar su reproduccion en el organismo. El parésito tampoco
parece inducir un dafio importante en el hospedero, y cuando esto sucede se debe
mas a su localizacion que a su capacidad patogénica. Su alojamiento en ciertas zonas
del cerebro puede producir desde cuadros epilépticos hasta la muerte por
hipertension endocraneal, mientras que en otras zonas del cerebro o en miisculos la
infeccion puede pasar desapercibida.

Los parasitos 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
parasitos ha sido una fuerza importante en la seleccion de funciones inmunes que
actualmente conocemos. De la misma manera, los parasitos deben de haberse
adaptado a través del tiempo a las barreras que sus hospederos les han impuesto. Asi,
es de esperarse que una relacion tan antigua haya llegado a cierto equilibrio, de tal

manera que la permanencia de unos y otros se asegure. Los pardsitos no afectarian la
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sobrevivencia de sus hospederos o al menos no de grandes cantidades de ellos, y los
hospederos montarian una respuesta inmune que limitara la invasion, pero que no
necesariamente eliminara por completo al parasito, al menos no en ciertas etapas de
la vida del hospedero (Mitchell, 1991).

Estas situaciones de permanencias largas y poco perturbantes de ciertos
parésitos en sus hospederos, ;se deben a que son infecciones relativamente inocuas?,
(0 tal vez a falta de recursos del sistema inmune para eliminarlos?, ;ja que atin
teniendo los recursos el parasito no es reconocido como elemento ajeno al
organismo?, ;o simplemente a que el parésito 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
biologicos en la relacion hospedero/parasito relativos a la cisticercosis humana, se
adopto y ha resultado muy 1til un modelo de cisticercosis experimental murina,
causada por el metacéstodo de Taenia crassiceps.

Este modelo offece diversas ventajas, que incluyen la posibilidad de realizar
un numero grande de experimentos, la facilidad operativa y las semejanzas en ciclo
bioldgico, estructura, antigenicidad y capacidad de dafio tisular con su homologo
humano (Larralde y cols 1989a).

La infeccion ocurre naturalmente al ingerir el raton huevecillos del parasito,
expulsados en las heces fecales de carnivoros pequefios, Experimentalmente puede
inducirse con la inyeccion intraperitoneal de los cisticercos. La reproduccion del

parasito en este caso es asexual, por gemacion. Esta caracteristica del metacéstodo,
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que no comparte ¢l de T’ solium, ﬁermfte ademas culﬁvarlo, lo (jue facilita los
estudios i vitro. El modelo facilita enormemente el estudio de los efectos de
manipulaciones i vivo y de modificaciones /n vitro, y permite obtener grandes
cantidades de antigenos del parasito (Larralde y cols., 1989b, 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 mas susceptibles que los
machos a la infeccion intraperitoneal con cisticercos de 7. crassiceps (Sciutto y cols.,
1991).

Surgié entonces la pregunta: ;estas diferencias se deben a factores gonadales?,
y iespecificamente a hormonas sexuales?. Los primeros experimentos bllblicados 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 aunado a una disminucion de la de las hembras (Huerta y cols., 1992).

Estos resultados indicaron que los factores gonadales participan en la
susceptibilidad al parasito. La posibilidad de una influencia directa de las hormonas
sexuales sobre el parasito se estudié midiendo el efecto in vitro de estradiol,
progesterona y testosterona sobre el crecimiento y la capacidad reproductora
(produccién de nuevas yemas) de cisticercos de 7. crassiceps en cultivo (Huerta y
cols., 1992). En ese trabajo no se encontré influencia directa de estas hormonas
sobre los parametros medidos.

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

gonadales sobre la respuesta inmune al cisticerco de 7. crassiceps. Se sabe por
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trabajos de distintos autores, que las hormonas sexuales influyen sobre la respuesta
inmune 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 parasito
esta mediada fundamentalmente por anticuerpos o por células, y entonces definir en
qué medida los factores gonadales alteran dicha respuesta.

Por trabajos previos, se sabia que era posible inducir proteccion relativa a 7
crassiceps con la inoculacion de antigenos especificos (Good et al, 1982). En el
laboratorio se tenia la idea de que esta proteccion relativa no dependia de la
presencia de anticuerpos, a pesar de que desde los 70 Good y Miller (1976) y
Chernin (1977) demostraron la existencia de una respuesta de anticuerpos a la
infeccién con 7. crassiceps. En trabajos hechos por Sciutto (1990), tanto midiendo €l
efecto del suero in vitro como por transferencia pasiva de suero de animales
inmunizados a ratones susceptibles, no se encontré que los anticuerpos protegieran a
los animales de la infeccion; incluso se observo 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 relacion con factores gonadales. Se decidié
estudiarlo inicialmente i vivo, aprovechando las ventajas que nos da el poseer un
modelo en el que podemos contar el total de la carga parasitaria.

Se utilizo 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. Asi mismo, se emples la

timectomia neonatal como un medio para afectar la respuesta inmune de los ratones
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(Balb/c). A un subgrupo de estos tltimos se les transfirieron células de ratones
mmmunizados, enriquecidas de linfocitos T.

La influencia de [as hormonas sexuales especificas sobre la susceptibilidad al
cisticerco de 7. crassiceps, se midio gonadectomizando a ratones de ambos sexos y
reponiéndoles hormonas con la aplicacion subcutanea de tabletas de liberacién
continua de 17-f-estradiol o 5-o-dihidrotestosterona (5-a-DHT). Se estudio la
modificacion de las cargas parasitarias en cada uno de los grupos.

Buscando definir con mayor claridad los blancos de las hormonas sexuales
para influir sobre la capacidad de respuesta inmune del pardsito, se estudié el efecto
de la coexistencia de gonadectomia y timectomia en €l mismo animal.

Se midi6 también la respuesta de hipersensibitidad retardada a antigenos
parasitarios, correlacionandola con la carga parasitaria y con la respuesta de
anticuerpos. In vitro se estudié la capacidad de los mononucleares de sangre
periférica de los ratones, de responder a un mitogeno de linfocitos T (Concanavalina
A) en funcién de la carga parasitaria. Dado que se encontrd que en ciertos momentos
de la infeccion la respuesta a Con A esta inhibida, y ya que esta descrito en ofro tipo
de infecciones que los macrofagos son capaces de inhibir la respuesta por la
produccién de prostaglandinas, se hicieron algunos experimentos para iniciar el
estudio del papel de los macrofagos y de las prostaglandinas en la inhibicion de la

respuesta a Concanavalina A.



MATERJALES Y METODOS

RESUMEN DE LOS MATERIALES Y METODOS PUBLICADOS
Los detalles de los materiales y métodos descritos en esta seccidn se
encuentran en los articulos de los anexos A.1 (Bojalil y cols., 1993) y A.2 (Terrazas

y cols., 1994), a continuacion se describen en forma abreviada.

Ratones

En todos los experimentos mencionados en esta tesis se utilizaron ratones de
la cepa BALB/c -susceptible a la infeccion por 7. crassiceps- mantenidos desde hace
mas de 20 generaciones en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas.
Las edades de los ratones de ambos sexos al momento de la infeccidn eran de 6 a 8

semanas.

Cisticercos

Se usaron cisticercos de la cepa ORF, conservados en el Instituto a través de
pases sucesivos de raton en raton (hembras Balb/c). Su obtencién para infeccion o
como fuente de antigenos fue a partir de ratones con 2 a 4 meses de infeccién. Se
extraian los metacéstodos de la cavidad peritoneal, se lavaban en solucion salina
amortiguadora de fosfatos (PBS) y se seleccionaban para infeccion o bien se
centrifugaban en fiio para la obtencion de sobrenadante. Este sobrenadante,
consistente fundamentalmente de liquido vesicular, se utilizé como fuente de
antigenos tanto para medir las respuestas de hipersensibilidad retardada como para

detectar anticuerpos especificos por el método de ELISA.
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Infeccion

La infeccion experimental siempre fiie inoculando en la cavidad peritoneal de
los ratones 10 cisticercos de aprox. 2 mm de didmetro, sin gemar, suspendidos en
200 pl de PBS. Las cargas parasitarias resultantes siempre se midieron a los 30 dias

de infeccion (excepto cuando se especifica lo contrario).

Afectacion de la respuesta inmune celular

La CY se utilizo disuelta en solucion salina estéril, y se inyect6 en la cavidad
peritoneal de los ratones a dosis de 20 6 200 mg/Kg de peso del raton, 2 dias antes
de la infeccion experimental.

La timectomia neonatal se realizé transtoracicamente a ratones entre 24 y 72
horas de nacidos. Al final de la infeccién todos los animales se examinaron
macroscopica e histologicamente para confirmar la ausencia de timo, descartandose
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 tltimo grupo.

Las células linfoides que se transfirieron fueron obtenidas de bazos de ratones
previamente inmunizados con 100 pg de extracto total de cisticercos de 7.
crassiceps. Después de lavar las células se determind su viabilidad (>95%) y se
pasaron por una columna de nylon-lana para obtener una poblacién rica en células T
(alrededor del 90%). Cada ratén transferido recibio 1 x 107 células en 200 pl de
medio RPMI. Las hembras recibieron células de hembras y los machos de machos,
24 horas antes de la infeccion. Los ratones control recibieron inicamente medio

RPML



Afectacion de factores sexuales

Las gonadectomias se realizaron bajo anestesia a las 5 semanas de edad de los
ratones. La inoculacion de los parasitos se hizo fres semanas después.

Para la reconstitucién hormonal se utilizaron tabletas que liberan la hormona
en forma continua durante tres semanas (Innovative Research of America). Se
aplicaron subcutdneamente a ratones hembras y machos previamente
gonadectomizados, y a las tres semanas se repitio la dosis. A grupos distintos de
ambos sexos se aplicaron hormonas femeninas (17-B-estradiol, a dosis de 0.01 y 0.1
mg/tableta) o masculinas (5-o-dihidrotestosterona, a dosis de 0.5 mg/tableta), tres

dias antes de la infeccion.

Medicién de respuesta de hipersensibilidad retardada

La respuesta de hipersensibilidad retardada se midié a los 15 dias de la
infeccién, inyectando al cojinete plantar derecho de cada raton 100 ug de liquido
vesicular en 30 L. de solucidn salina estéril. El grosor del cojinete se midi6 antes de
la inyeccién y a las 24 horas, y la respuesta se expres6 como el porcentaje de

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

Analisis estadistico

El significado estadistico de los efectos de las variables experimentales se
determinG por el analisis multifactorial de varianza (An6nimo, 1985). Para la
comparacion entre grupos el andlisis requirio de transformacion algebraica, ya que no
se encontro una distribucion normal de los datos y las varianzas entre los grupos no
fueron homogéneas. Para la transformacion se utilizé la ecuacidn (no. de parasitos

por ratén + 1) x 10",



OTROS MATERIALES Y METODOS

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 s
transfirieron a solucion salina balanceada (SSB). Se perfundieron con Sml de la
misma solucién v se lisaron 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 camara de Neubauer y se ajustaron a 5 x 10° células/ml en
medio RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino, 1% de penicilina-estreptomicina,
1% de aminoécidos no esenciales, 0.5% de L-ghitamina 200 mM y 25 mM de
Hepes. La viabilidad, medida por exclusién de azul tripano, fiie siempre mayor al
95%.

A microplacas de cultivo de 96 pozos se agregaron 5 x 10° célufas/pozo (100
ub); después, 100 pl de una solucion de Con A a 2 pg/ml en medio de cultivo
suplementado, o 100 1l de medio de cultivo suplementado. Se incubaron 54 horas a
37°C con 5% de CO,, y se agregaron 10 ul de medio de cultivo con un pCi de
timidina tritiada. Se volvieron a incubar esta vez por 18 horas, para después cosechar
las células sabre un papel de fibra de vidrio, y contarse la marca radiactiva en un
contador de centelleo. Los resultados se reportaron como indice de estimulacion, que
no es mas que la relacion entre el niumero de cuentas por minuto obtenido de las
células estimuladas sobre el de las células no estimuladas.

En los experimentos en donde se probd el efecto de indometacina y de la

eliminacion de células adherentes de los cultivos, se siguieron los mismos pasos que
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los descritos en la estimulacién con Con A, s6lo que ademas en el primer caso se
agregaron en los pozos de la placa 40 ng (20 pl de una solucién de 2 pg/ml) de
indometacina. Para eliminar a las células adherentes, el total de células se incub6 en
cajas de Petri 3 horas a 37 °C con 5% de CO,. Recuperadas las demas células se

volvieron a contar y ajustara 5 x 10%ml.
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RESULTADOS
RESUMEN DE LOS RESULTADOS PUBLICADOS
Estos resultados se encuentran descritos con mayor detalle en los articulos de

los anexos A.1 (Bojalil y cols., 1993) y A.2 (Terrazas y cols., 1994).

Efectos de la Ciclofosfamida,

Con la aplicacién de CY, se observo 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 aumento resultd estadisticamente significativo con la
dosis de 200 mg/Kg de peso (p<0.0001).

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

DTH*
Hembras Machos
CY (mg/Kg) n xtES n x£ES
0 27 5.2+0.7 20 5.7+0.5
20 18 7.2+0.7 18 8.9+1.4
200 18 30.0£3.7° 18 21.1£2 4

* Medida como incremento porcentual promedio (x) en el grosor del cojinete plantar, relativo
a los valores iniciales de cada ratén, 24h después de la inyeccidn de 30 11l de liquido vesicular
de T. crassiceps en el cojinete plantar. La medicion se hizo 15 dias después de la infeccion
intraperitoneal. n, nimero de parasitos por grupo; * p<.0001 con respecto a 0 y 20 mg/kg.
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En coincidencia con el aumento de la respuesta de hipersensibilidad retardada,
la carga parasitaria disminuyd 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 mimero de parasitos también disminuyd
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, sufrié modificaciones no
significativas estadisticamente; en ambos sexos aument6 con la dosis bajay

disminuyd con la alta.

Tabla I1, Carga parasitaria en ratones tratados con ciclofosfamida (CY).
. No. de pardsitos*

Hembras Machos
CY (mg/Kg) n x+ES n x+:ES
0 27 163.7421.4 20 34.0+5.8
20 18 239.9£39.0 i8 27.6+8.7°
200 18 71.1+18.6 18 21,3+4.2°

* 1 os animales recibieron una inoculaci6n intraperitoneal de 10 parasitos a las 6-8 semanas de

edad, y la carga parasitaria individual se midié después de 30 dias. n, nimero de parasitos por

grupo; x, nimero promedio de parasitos por ratén; * p<0.02 con respecto a controles; ® p<0.05
con respecto a controles.

Efectos de la timectomia neonatal v de la transferencia de células.

A los 30 dias de infeccion, los ratones machos control tuvieron un niimero
promedio de pardsitos significativamente menor que el de las hembras control

(p<0.0001, Tabla III, Bojalil y cols. 1993).
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La timectomia neonatal indujo en ambos sexos una disminucion significativa
de la resistencia al parasito (p<0.0001, Tabla III), proporcionalmente mucho mayor
en los machos (aumenté 567% la carga parasitaria) que en las hembras (aumento el
100%), de tal manera que la relacién de cargas hembras/machos pasé de 5.4 en los
controles a 1.6 en los timectomizados. Consecuentemente, en estos tltimos la
diferencia de las cargas parasitarias entre los sexos no fue estadisticamente
significativa.

La transferencia de células enriquecidas en linfocitos T a los ratones
timectomizados, los regreso a su estado original de susceptibilidad (Tabla II). Es
decir, en ambos sexos aumentd la resistencia con respecto a los timectomizados
(p<0.0001 en hembras, p<0.0002 en machos) y reaparecieron las diferencias

estadisticas entre sexos (p<0.05).

Tabla III. Carga parasitaria en ratones timectomizados neonatalmente y
transferidos con células T.

No. de parisitos*

Hembras Machos
Grupo n x+ES n x+ES
Control ’ 47 149.6+13.0 30 27.943.7*
Timectomizados 27 302.9+43 .8° 11 186.1436.1°
Transferidos 18 129.1£30.7° 5 24,249 0°

* Los animales recibieron una inoculacién intraperitoneal de 10 parasitos a las 6-8 semanas de
edad, y la carga parasitaria individual se midio después de 30 dias. n, nimero de parasitos por
grupo; x, nimero promedio de parasitos por raton; * p<0.0001 con respecto a hembras control,
® p<0.0001 con respecto a su propios controles y sin significancia estadistica con respecto al
otro sexo; ° p<0.000! con respecto a timectomizadas y sin significancia estadistica con
respecto a sus controles; ¢ p<0.0002 con respecto a timectomizados, sin significancia
estadistica 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
antigenos del cisticerco, los ratones controles de ambos sexos reaccionaron de
manera similar (Tabla IV, Bojalil y cols. 1993); la timectomia neonatal indujo una
reduccion significativa solo en las hembras (p<0.002, Tabla V). La transferencia de
células provoco, nuevamente en las hembras, una ligera recuperacion de su respuesta
de hipersensibilidad retardada y no medificé la de los machos. No se encontraron

diferencias significativas en el titulo de anticuerpos entre ninguno 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+0.6"
Timectomizados 22 2.1£0.5" 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 ratén, 24h después de la inyeccion de 30 pl de liquido vesicular de T.
crassiceps en el cojinete plantar, La medicion se hizo 15 dias después de la infeccion
intraperitoneal. n, nimero de parasitos por grupo * sin significancia estadistica con respecto a
timectomizados, transferidos y hembras control; " p<0.002 con respecto a sus controles; ¢ sin
significancia estadistica con respecto a sus controles, las timectomizadas y los machos
transferidos.
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En resumen, se habia encontrado que la timectomia neonatal disminuye las
diferencias en la resistencia al parasito entre los sexos, hasta el punto de no ser
significativas, fenomeno que significa que las génadas ejercen al menos parte de su
efecto a través del timo. Sin embargo, no dejé de llamar la atencion el hecho de que
en cada uno de los experimentos con animales timectomizados, las hembras tenian
mayores cargas parasitarias que los machos. Es decir, se antojaba probable que las
hormonas sexuales tuvieran también un efecto extratimico 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 habian sido previamente timectomizados neonatalmente. Con esto se esperaba
eliminar definitivamente las diferencias en carga parasitaria entre los sexos, como
sucede con la sola gonadectomia, pero probablemente con cargas parasitarias mas
altas por la ausencia de timo.

En esta serie de experimentos, se encontrd otra vez una gran diferencia en la
susceptibilidad de las hembras control (intactas) con respecto a la de los machos
control (relacion 4.7:1, p<0.01, Tabla V, Temrazas y cols., 1994), pero esta vez la
respuesta de hipersensibilidad retardada de los 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 gonadectomia.

La gonadectomia redujo significativamente la carga parasitaria de las hembras
con respecto a la de las hembras intactas (41%, p<0.01, Tabla V), y aumento 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 relacion de cargas parasitarias promedio se
modifico de 4.7 a 0.9. La respuesta de hipersensibilidad retardada de las hembras se
incremento significativamente con la gonadectomia (62%, p<0.05, Tabla V) y
disminuyd, no significativamente, en los machos (26%). Como siempre los niveles de

anticuerpos anticisticercos no se modificaron (Tabla V).

Efectos de la timectomia neonatal.

Como en la serie anterior de experimentos, la timectomia neonatal provocé 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 dejo de ser significativa. Se mantuvo una vez mas una diferencia
numérica a favor de las hembras (la relacion bajo de 4.7 a 1.8).

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

p<0.01, Tabla V), ya que en las hembras disminuy6 (micamente en un 13%.

Efectos de timectomia y gonadectomia coexistentes.
En las hembras, los efectos contrarios de ambos procedimientos se anularon

entre si, dando como resultado una carga parasitaria idéntica con respecto al grupo
control (Tabla V). En los machos, la gonadectomia no modificé el niimero de
pardsitos obtenidos con la sola timectomia, y dio como resultado un aumento de

325% en la carga parasitaria con respecto a Ia de los controles (p<0.01, Tabla V).
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Notese que estos dos procedimientos sumados abatieron las diferencias
significativas en las cargas parasitarias entre los sexos, y las diferencias numéricas en
las mismas (la relacién hembras/machos bajo de 4.7 en los normales a 1.1 en los
timectomizados-gonadectomizados).

La hipersensibilidad retardada en respuesta a antigenos del parasito se redujo
significativamente solo en los machos (62%, p<0.02), y los titulos de anticuerpos no

se modificaron en ningin sexo (Tabla V).

Tabla V. Influencia del timo y las génadas sobre la carga parasitaria, la respuesta
de hipersensibilidad retardada y el titulo de anticuerpos.
No. Parssitos” DTH" Titulo de Ac’s®
Grupo Hembras Machos  Hembras Machos Hembras Machos

Control 204+£927 43421 4.34£22° 8.842.2 0.65+0.19°  0.72+0.08
(n=8) (n=10)

Gx 119£80™  125:817  7.3+23" 65423 0.63+0.11% . 0.650.10°
(=100  (n=10) co e o
Tx 351£99™  194£163"  3.9£1.7 Li£L1" 0.7320.19°  0.7540.16*

(n=12) (n=8)
Tx+Gx 201157 183£71P 4.0+2.4° 3.0£1.9%  0.58£0.16°  0.73%0.14°
(n=8) (n=7)

* nomero promedio de parasitos por ratdn * desviacion estandar; ° respuesta de

hipersensibilidad retardada, medida como incremento porcentual del grosor del cojinete
plantar, relativo a su grosor inicial £ desviacion estandar; © densidad Optica promedio en
ELISA para la deteccion de anticuerpos anti I. crassiceps + desviacion estandar. Gx,
gonadectomizados; Tx, timectomizados, ™ p<0.01 con respecto a machos control; " p<0.02
con respecto a machos control; ° sin significancia estadistica con respecto a machos del mismo
grupo; P p<0.01 con respecto a sus controles; ! p<0.02 con respecto a sus controles; " p<0.05
con respecto a sus controles; * sin significancia estadistica con respecto a sus controles.
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Efectos de la reconstitucion hormonal.

Nuevamente se encontraron diferencias significativas en las cargas parasitarias
entre los sexos (esta vez con una relacion hembras control/machos control de 16.7,
Tabla VI, Terrazas y cols., 1994). También se encontrd un efecto de la gonadectomia
tendiente a igualarlas por un aumento de la intensidad parasitaria de los machos de un
356% (p<0.01) y una disminucion de la de 1as hembras de un 55% (p<0.01).

Con la reconstitucion hormonal, a pesar de grandes variaciones dentro de los
grupos, se observaron algunos cambios analizables estadisticamente (Tabla VI). La
reconstitucién con 17-B-estradiol con las dos dosis utilizadas (0.01 y 0.1 mg/pellet)
indujo en ambos sexos, aumentos grandes y significativos (p<0.01) en la carga
parasitaria con respecto a los ratones gonadectomizados. Asi en las hembras
gonadectomizadas la dosis de 0.01 mg/pellet aument6 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 indujo un aumento de 272% y la alta de 343% en el ntimero
de cisticercos. En cambio, 1a reconstitucion con 5-a-dihidrotestosterona no tuvo
efectos en la carga parasitaria en ninguno de los dos sexos.

La respuesta de hipersensibilidad retardada suftié cambios en el sentido
opuesto al de la cantidad de pardsitos recuperados (Tabla VI): con la dosis mayor de
estradiol bajo significativainente dicha respuesta en ambos sexos con respecto a los
ratones gonadectomizados. Con la dosis menor, también bajo significativamente 1a
respuesta de hipersensibilidad retardada de los machos, pero la de las hembras no se
modificd. Con testosterona, bajé mds 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 titulos de anticuerpos no sufrieron modificaciones
significativas, aunque en las hembras tratadas con la dosis mayor de estradiol el

aumento observado estuvo cerca de ser estadisticamente significativo (Tabla VI).

Tabla VI. Influencia de la reconstitucion hormonal sobre la carga parasitaria, la
respuesta de hipersensibilidad retardada y el titulo de anticuerpos.

No. Parisitos* DTH" Titulo de Ac’s®
Grupo Hembras  Machos  Hembras Machos Hembras  Machos
Control 268+:85™ 16422 4.0£2.2" 8.5+2.6 0.9+0.3° 0.8+0.3
(n=10) (n=10)
Gx 119£79™° 724517 4.4+2.6". 7.1£3.4° 0.8+0.3* 1.0+0.2°

(n=10) (n=10)

17-B-E 3824269' 268423 " 4.8£1.6 1.0£0.2°  08+03"
(0.01 mg) (m=6) - = An=T)y s B S :
17--E 4664209 319173 1822 T 21422 1240.2°  0.8+0.2"
(0.1 mg) (n=5) @=9) il N : i
5.q-DHT 1525101 67435° - 2.742.2° - 6.8£2.0" 0.9£0.3"  1.0£0.2"

(0.5 mg) (n=10) (n=10)

nimero promedio de parisitos por ratén * desviacion estandar; ° respuesta de
hipersensibilidad retardada, medida como incremento porcentual del grosor del cojinete
plantar, relativo a su grosor inicial = desviacion estandar; ° densidad optica promedio en
ELISA para la deteccion de anticuerpos anti 7. crassiceps = desviacién estandar. Gx,
gonadectomizados; 17-B-E, reconstituidos con tabletas subcutaneas de 17-B-estradiol; 5-o-
DHT, reconstituidos con tabletas subcutaneas de 5-o-dihidrotestosterona; ™ p<0.01 con
respecto a machos control; " p<0.02 con respecto a machos control; ° sin significancia
estadistica con respecto a machos del mismo grupo; ¥ p<0.01 con respecto a sus controles; ® sin
significancia estadistica con respecto a sus controles; ' p<0.01 con respecto a los
gonadectomizados del mismo sexo; " sin significancia estadistica con respecto a los
gonadectomizados del mismo sexo.
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RESULTADOS COMPLEMENTARIOS

Cinética del crecimiento parasitario.

En todos los experimentos la infeccion se inici¢ por la inoculacion de 10
cisticercos sin yemas (de alrededor de 2min de didmetro) en cada raton. Para estos
experimentos se hicieron grupos de animales que se fileron sacrificando a los 3, 7,
14, 21, 28 y 42 dias de infeccion. Desde el tercer dia de infeccion se encontraron
nimeros pequefios de parasitos, que fileron aumentando en los dias subsiguientes. El
cambio mas importante se dio a partir del dia 21, en que empezé un crecimiento
sostenido de la carga parasitaria, mas notable en hembras. Se comenzé a observar

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

mas evidente.

Crecimiento Parasitario
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La inoculacion inicial fue de 10 cisticercos sin yemas (aprox 2min de didmetro), por

via intraperitoneal. El niimero dc parisitos sc reficre a los encontrados en dicha
cavidad en los distintos dias de infeccion.
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Cinética de la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH).

Simultaneamente a la carga parasitaria, se midié la DTH de los ratones hacia
antigenos de 7' crassiceps, a distintos dias de infeccién. Llama la atencién que tanto
en hembras como en machos dicha respuesta se detecta ya por arriba de la basal
desde los primeros dias, y va en aumento paralelo con la carga parasitaria. El dia 14
se alcanza una diferencia significativa con respecto a todos los demas tiempos de
infeccion (** p<0.001). El dia 21 se observa también en ambos sexos una caida
estadisticamente significativa de la DTH (¥ P<0.01) con respecto a los dias 7, 14 y
28, coincidente con el aumento en la velocidad de crecimiento parasitario. Después

de este punto, la DTH fluctud pero ya no recupero la intensidad méxima del dia 14.

Respuesta de Hipersensibilidad Retardada
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Aumento porcentual promedio en ¢l grosor del cojinete plantar, con respecto al basal,
24h después de la inyeccion de 30 pl de liquido vesicular de 7. crassiceps. * p<6.01
del dia 21 con respecto a los dias 7, 14y 28; ¥* p<0.001 del dia 14 con respecto a
todos los demds dias.




Cinética de la respuesta de anticuerpos.

La produccion de anticuerpos anticisticercos file mas lenta que Ia respuesta de
hipersensibilidad retardada, al menos en los niveles de sensibilidad de nuestros
métodos, ya que fueron detectados a partir del 7o dia de infeccion. A diferencia de Ia
DTH, la respuesta de anticuerpos fue aumentando a medida que pasaban los dias y
aumentaba la carga parasitaria. La produccién de anticuerpos no mostré variaciones

bruscas.
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Deteccién de anticuerpos IgG anti 7. crassiceps, por ¢l método de ELISA, a distintos
dias de infeccion con el pardsito.



Cinética de la respuesta a Con A.

La respuesta proliferativa de las células mononucleares de bazo de los ratones
ante el estimulo por Con A, fue menor en los ratones parasitados (dias 7-42) que en
los controles (dia 0) ya desde el 7° dia de infeccion. La capacidad proliferativa fue
disminuyendo paulatinamente a medida que pasaban los dias, hasta alcanzar valores
significativamente mds bajos que los controles el dia 21 de la infeccion (* p<0.01).
Esta disminucion significativa coincidié con el aumento en la velocidad de
crecimiento de la carga parasitaria y con los valores mas bajos de hipersensibilidad

retardada.

Respuesta a Concanavalina A
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Respuesta proliferativa al estimulo por Concanavalina A, de células mononucleares
de bazo de ratones infectados (dias 7~42) y sus controles (dia 0). Indice de
cstimulacion = la relacion entre ¢l mimero de cuentas por minuto obtenidas de Jas
céhulas estimuladas sobre el de las no estimuladas. * p<0.01 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 respuestaa Con A de las
células de bazo de ratones hembras con 8 y 24 semanas de infeccion, se encontrd
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 recuperd a niveles similares a la de los
controles. No se observaron efectos de la indometacina sobre la proliferacion de las
célutas de los animales no parasitados. Al eliminar por adherencia a los macrofagos

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

(datos no mostrados).
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Efectos dc la indometacina sobre la respucsta proliferativa al cstimulo por

Concanavalina A, de células mononucteares de bazo de ratones infeciados y sus
controlcs, * p<0.05 con respecto a los controles.
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DISCUSION

Una de las primeras conclusiones que surgen de los resultados aqui
presentados, es que los efectos del sistema inmune sobre el crecimiento del cisticerco
de 7" crassiceps estan relacionados con mecanisinos celulares, y que éstos dependen
en gran medida de la presencia del timo en la etapa postnatal. Esta afirmacion 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 antigenos parasitarios, y
paralelamente disminuyo el nimero de cisticercos obtenidos de los ratones. En
segundo lugar, en que, por el contrario, la tilnectomia neonatal provocé una caida
significativa de la resistencia al parasito en ambos sexos. Finalmente, la conclusién
de que los mecanismos celulares son responsables de la resistencia, se reforzé con el
hallazgo de que la transferencia de células enriquecidas en linfocitos T a ratones
timectomizados, restableci6 la resistencia de los ratones de ambos sexos a los niveles
originales.

La inmunidad celular parece entonces, ser la principal responsable de la
limitacién 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 encontrd una correlacion negativa entre la carga parasitaria y la respuesta
de hipersensibilidad retardada (DTH) hacia antigenos del cisticerco, en contraste con
la respuesta de anticuerpos que aumento con la intensidad de la carga. También es
cierto que aiin cuando la DTH se modificé en sentido opuesto a la carga parasitaria
en la gran mayoria de los experimentos, no siempre hubo una correlacién

estadisticamente significativa entre resistencia y niveles de DTH. Esto puede deberse
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a varias cosas. En primer lugar, medimos la lijH”’a los 15 dias de la infeccion,
cuando todavia esta respuesta puede estar alta; pfobablérhente alos 21 dias de
infeccidn la correlacion hubiese sido mucho mayor. Por otro lado, es posible que la
respuesta de hipersensibilidad retardada, en nuestros experimentos evaluada en
funcion del aumento del grosor del cojinete plantar, sea una medida burda, o tal vez
restringida, de las funciones celulares. EI que la respuesta de hipersensibilidad
retardada no sea necesariamente un reflejo del conjunto de la respuesta inmune
celular, lo ha establecido claramente Dannenberg (1991) para la infeccion
tuberculosa. Para él, la respuesta inmune celular y la de hipersensibilidad retardada
son el mismo fenémeno inmunolégicamente hablando, pero son distintos en sus
consecuencias y en los hallazgos histopatologicos. Define la respuesta inmune celular
como una respuesta beneficiosa mediada por macréfagos, atraidos al sitio de la lesion
y activados por citocinas. Estas citocinas, producto de células T especificas
estimuladas por antigenos, activarian a los macrofagos permitiéndoles matar a las
bacterias ingeridas. En la de hipersensibilidad retardada, también participarian células
Ty citocinas, pero en este caso el resultado seria la muerte de los macréfagos
infectados no activados y la necrosis de los tejidos circundantes. Asi, 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 mecanismos celulares estan
involucrados en Ia respuesta inmune al cisticerco de 7' crassiceps, fue el de los
efectos de la ciclofosfamida (CY) sobre la cantidad de parasitos que crecen en la
cavidad peritoneal de los ratones infectados. Al respecto, podria objetarse que los

resultados que se obtuvieron con la CY podrian deberse a una accion antiparasitaria
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directa de la droga. Sin embérgo, pensémos que Vesto no es asi, fundamentalmente por
dos razones; 1) 1a CY tiene efectos claros sobre la réspuesta inmune (Askenase y
cols., 1975; Turk y Parker, 1982; Denman y cols., 1992), mismos que se
documentaron en nuestros experimentos, y 2) el farmaco tiene una vida media

- plasmatica de 6-7 hrs (Bagley y cols., 1973); la inoculacién intraperitoneal de los
parasitos ocurri6 48 hrs después de la inyeccion de la droga.

En nuestros experimentos, la timectomia no alteré significativamente los
niveles de anticuerpos anticisticercos, 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 timectomizados no se afecte, podria
deberse a la mezcla compleja de los antigenos parasitarios que se utilizaron, algunos
de los cuales podrian inducir una respuesta timo independiente, como ocurre con
ciertos polisacaridos bacterianos (Davies y cols., 1970). De hecho, se ha reportado
que el cisticerco de 7. crassiceps es capaz de inducir una expansion policlonal de
linfocitos B (Good y cols., 1982). Asi mismo, Shimamoto y cols (1980) encontraron
que Ia respuesta de los ratones neonatalmente timectomizados a mitdgenos de T esta
alterada, pero no lo esta la respuesta a LPS. Incluso, recientemente Hillman y cols.
(1991) reportaron que los ratones atimicos ("desnudos™) Balb/c pueden producir
anticuerpos de todas las subclases de IgG especificos en contra de una forma
polimerizada de un péptido pequefio, sugiriendo que "un cambio de clase en los
linfocitos B puede ocurrir atn en condiciones de ayuda de T limitada, dado que el
inmundgeno pueda causar entrecruzamiento 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 inmunes que influyen
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sobre la susceptibilidad al cisticerco de 7' 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 circulacion antes de Ia
timectomia. La accién gonadal sobre la resistencia se demostré previamente por las
distintas cargas parasitarias encontradas en hembras y machos y practicamente
igualadas por las gonadectomias (Huerta y cols., 1992). La posibilidad de una
influencia directa de los productos gonadales sobre la capacidad reproductora del
parasito, hasta ahora no ha podido ser demostrada. Experimentos in vitro no
mostraron efectos de las principales hormonas sexuales (17-3-estradiol, testosterona
y progesterona) sobre la capacidad de crecimiento o reproduccién de cisticercos en
cultivo (Huerta y cols., 1992). La conclusion 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 timectomia neonatal. La sugerencia
de que ademas de su efecto sobre timo, las hormonas sexuales pudieran también
ejercer una accitn extratimica, surgi6 de la siguiente observacion. La timectomia
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 quirirgico, se mantuvo una diferencia notable en
cargas parasitarias, siempre mayor en las hembras. La razon por la que se pudiera
estar viendo un fendmeno con significado bioldgico pero sin significado estadistico,
podria ser que el tamafio de los grupos de ratones fuera muy pequefio para detectar
diferencias también pequefias. Para demostrar que éstas existen habria que hacer un
experimento calculando la cantidad de ratones requeridos por grupo, de acuerdo con

la variabilidad observada.
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La sugerencia de una accion extratimica de las génadas, se reforzé con el
hallazgo de que la gonadectomia realizada a animales previamente timectomizados,
iguala el nimero de parasitos encontrados en hembras y machos. En estos ultimos,
los efectos de gonadectomia y timectomia en la carga parasitaria no fueron
sumatorios. Esto podria interpretarse como indicativo de un efecto méaximo posible
definido por las limitaciones biologicas de la reproduccion del parasito, pero también
podria reflejar una interaccion entre los sistemas inmune y enddcrino, ya que se
esperarian efectos sumatorios en sistemas con control independiente. Es posible
entonces que la totalidad del efecto positivo de las gonadas masculinas sobre la
respuesta inmune a este parasito, se ejerza a través del timo aumentando su
capacidad restrictiva sobre el crecimiento parasitario. En ausencia del timo, la
presencia o ausencia de las génadas masculinas seria irrelevante para el control de la
infeccién. Compatible con esta interpretacion es la descripcion de receptores para
testosterona en el timo y en los timocitos, pero no en linfocitos periféricos ni de bazo
(Cohen y cols., 1983; Gulsham, 1990). En las hembras, por el contrario, la
timectomia mas gonadectomia en el mismo animal, modifican la carga parasitaria
tanto con respecto a las s6lo gonadectomizadas como en relacion a aquellas sélo
timectomizadas. Ambos procedimientos anulan sus efectos entre si de tal manera que
las cargas parasitarias de los animales de este grupe son muy similares a las de las
hembras control. Es muy posible que esto signifique que el timo no seria el unico
blanco de las gonadas femeninas en su influencia sobre la resistenciaa la
cisticercosis experimental murina, e incluso no podemos descartar la posibilidad de
que su principal accion sea extratimica. De hecho, se han encontrado receptores para
estrogenos en el timo y también en linfocitos T CD8+ (Cohen y cols., 1983), MQs
(Huy cols., 1988; Gulsham, 1990) y linfocitos B (Danel y cols., 1988), de tal manera
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que las hormonas gonadales femeninas podrian estar afectando directamente a las
células linfoides periféricas. Otros posibles blancos de las hormonas sexuales serfan
el tejido linfoide periférico (Ansar-Ahmed y cols., 1985) e incluso el sistema
neuroendocrino (Besedovsky y cols., 1985; Blalock, 1989).

Hasta aqui se podia hablar de efectos gonadales sobre la respuesta inmune al
parasito. Los datos eran congruentes con la propuesta general de que los ovarios
inhiben dicha respuesta, y los testiculos la estimulan. Faltaba sin embargo, definir el
papel especifico de las honmonas sexuales. En los experimentos de reconstitucion
hormonal de ratones gonadectomizados, se encontro que el estradiol provocd un
aumento claro y significativo de la carga parasitaria tanto en hembras como en
machos, con mn decremento simultaneo de la respuesta de hipersensibilidad
retardada, sin afectar la respuesta de anticuerpos. En contraste, la reconstitucion con
5-o-dihidrotestosterona (5-o-DHT) no tuvo ningun efecto en carga parasitaria,
hipersensibilidad retardada o titulo de anticuerpos en ningan grupo de ratones. Asi, se
llegd a la conclusion de que en las hembras normales, los altos niveles de estradiol
favorecen la reproduccion de los cisticercos. La ausencia de efectos de la 5-¢-DHT
sobre la carga parasitaria, podria hacer pensar que la resistencia relativa de los
machos al crecimiento parasitario se deba més a sus niveles normalmente bajos de
estrogenos que a la presencia de 5-o-DHT. Sin embargo, dado que la orquiectomia
tiene consecuencias negativas sobre la resistencia, el no encontrar efectos de la 5-a-
DHT no descarta un papel activo de los androgenos. Es posible que la dosis utilizada
de Ia hormona no haya sido la adecuada, o incluso que las tabletas de hormonas con
5-a-DHT no funcionaran, Esto (iltimo es poco probable ya que, a pesar de que no se
midieron niveles hormonales circulantes, los ratones machos reconstituidos con esta

hormona tenfan vesiculas seminales de caracteristicas macroscopicas muy similares a
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las de los machos normales. Hay que considerar también que si bien en la mayoria de
los tejidos blanco la 5-0-DHT es el metabolito mas activo, hay algunos tejidos como
el musculo esquelético y la médula dsea en donde los efectos androgénicos estan
mediados por testosterona propiamente o por otros metabolitos (Murad and Haynes,
1980), y ese bien podria ser el caso del timo.

Dos puntos importantes que quedan por definir son el de los mecanismos
especificos de la proteccion por células, y el de Ia accion de las hormonas sexuales
sobre dicha proteccidn. Ya con base en los resultados de la utilizacion de la CY
(Bojalil y cols., 1993; ver anexo Al) propusimos que las diferencias encontradas
entre sexos podrian deberse al balance entre células TH1 y TH2 como respuesta al
cisticerco de 7' crassiceps, que podria no ser igual en hembras y en machos, En la
literatura es frecuente encontrar que los estrogenos estan relacionados con
componentes inmunologicos o influyen sobre eventos inmunes (Schuurs y Verheul,
1990; Grossman, 1991). De acuerdo con las acciones descritas y los sitios en donde
se han encontrado receptores para estrogenos en la red inmunoreguladora, se pueden
prever efectos de estas hormonas que pudieran favorecer a los parasitos. Por
ejemplo, los estrogenos son capaces de estimular 1a produccion de anticuerpos e
inhibir respuestas celulares (Grossman, 1934; Ansar-Ahmed y cols., 1985), de
manera que es posible que pudieran deprimir la funcién de células TH1 y estimular
las de TH2.

Hay ejemplos de infecciones parasitarias en donde el balance TH1/TH2
parece tener un papel importante en la resistencia. Asi, ante una infeccion con
Nippostrongylus brasiliensis o con Schistosoma mansoni, os ratones montan una
fuerte respuesta tipo TH2, con una gran produccion de IL-10, con un aumento de IL-

4 e IL~5 y disminucion de IFNy e IL-2 (Mosmann and Moore, 1991). Sin embargo
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1o es una respuesté protectora como probablemente lo seria si se activaran las células
TH]1, como se ha demostrado para L. major (Bretscher, 1992). Esto probablemente
se deba, al menos en parte, a la inmunidad protectora conferida por macréfagos
activados (las células TH1 producen IFNy, potente activador de macréfagos) en
contra de diversos pardsitos (James y Nacy, 1993). La infeccion por 7. crassiceps
pudiera ser otro caso en donde las células TH1 estarian involucradas en la
proteccion, si bien la respuesta serfa predominantemente TH2, al menos en ratones
de cepas susceptibles. El aumento significativo de la respuesta de hipersensibilidad
retardada inducido por altas dosis de CY y su correlacion con un aumento de la
resistencia al parasito, y la pérdida de dicha resistencia en los ratones
timectomizados, cuya deficiencia en la produccion de IL-2 se ha descrito antes
(Kawauchi y cols., 1983a), son datos congruentes con la idea de que las células TH1
serian protectoras en esta parasitosis. En el mismo tenor, los efectos conocidos de la
CY (aumento de DTH, produccion disminuida de anticuerpos) que se han atribuido a
una accion inhibitoria sobre células "supresoras” (Turk y Parker, 1982), bien podrian
deberse a que este efecto inhibidor se ejerciera sobre células TH2 que afectan la
funcién de TH1 inhibiendo la produccion de citocinas (fundamentalmente |FNy),
Esto sin duda es un tema de gran interés que requiere de exploracion mas detallada.
Resultados preliminares de Luis Ignacio Terrazas en el mismo laboratorio, son
compatibles con la sugerencia de que la respuesta a la infeccion por 7. crassiceps
seria tipo TH2 en las hembras de ratones Balb/c. Al estudiar la produccion de
citocinas por células de animales infectados, se ha observado que la respuesta tipo 2
se presenta répidamente después del inicio de la infeccion en las hembras, y mas
lentamente en los machos. De hecho en los machos nunca se observo un aumento de

IL-10. Por el contrario, las citocinas de la respuesta tipo 1 tardaron mas en reducirse
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en los machos que en las hembras (L.I. Terrazas, comunicacién personal). Pareceria
entonces, que la defensa del macho consistiria en retardar el dominio de la respuesta
tipo 2. Por supuesto es necesario profundizar los estudios sobre este punto.

En los estudios in vitio realizados, se encontrd una buena correlacion con lo
observado in vivo: a la tercera semana de la infeccion, 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 continfia 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 macréfagos. Esto significa que
posiblemente los macroéfagos peritoneales, a través de la produccion de
prostaglandina E2 (PGE2), que es inhibida por indometacina, estén provocando una
supresion de la respuesta celular. La PGE2 inhibe la produccion de [L-2 y ademds
inhibe la activacion de macrdfagos inducida por interferén gama (IFNy) (Unanue,
1989). Es decir, su efecto parece consistir en la eliminacion de la principal citocina
estimuladora del crecimiento de células T (IL-2) y ademas inhibir la capacidad de
estas células de activar macréfagos (via IFNy). ;Podrian de esta manera prevalecer
las células TH2 a partir de cierto momento de la infeccion por 7. crassiceps?.

En los resultados de esta tesis se encontrd que la respuesta de
hipersensibilidad retardada a antigenos del parasito se desploma simultaneamente
con el aumento sostenido de la carga parasitaria y de los titulos de anticuerpos. Ya
desde hace al menos 20 afios se describié que cuando se dan respuestas inmunes
intensas, la respuesta de DTH y la produccion de anticuerpos son mutuamente

excluyentes (Parish, 1972), y esto podria explicarse al imenos parcialmente por el
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antagonismo entre las células TH1 y TH2, responsables ¢ 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 i vivo e in vitro, indican que los
efectos del sistema inmune sobre el cisticerco de 7. crassiceps estan relacionados
con mecanismos celulares. Estos dependen en gran medida de la presencia del timo
en la etapa postnatal. Es posible que las células TH1 estén involucradas en la
proteccion, si bien la respuesta dependeria predominantemente de TH2.

2. El control inmune de esta parasitosis esta influido por factores asociados al
sexo, cuya accion se da a través del timo y posiblemente también a través de células
linfoides periféricas liberadas del control timico antes de la timectomia.

3. De las hormonas sexuales estudiadas, se encontrd un claro efecto negativo
del estradiol sobre la resistencia. Con estos datos no se puede descartar un efecto
contrario de los androgenos.

4. Larespuesta celular se inhibe a partir de la tercera semana de la infeccion;
se propone explorar si esta inhibicion se debe a la prevalencia, a partir de ese
momento, de las células TH2 y sus productos. Si esto es asi, hay que estudiar
también si el predominio de TH2 se da por factores del hospedero, o si los parasitos
contribuyen inhibiendo la respuesta daiiina para ellos, estimulando la que no lo es. Se
debe definir si se trata de una inmunosupresion como la observada en infecciones con
Trypanosoma cruizi, que en humanos parece estar mediada por la inhibicién de la
expresion del receptor de IL-2 y de CD3, CD4 y CD8 en los linfocitos (Sztein y
cols., 1990).
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CONSIDERACIONES FINALES

En determinadas patologias, entre las que destaca la leishmaniasis, existe
evidencia que sugiere que las células TH1, una vez establecida su dominancia,
median el control inmune de la enfermedad y las TH2 median su progresion
(Locksley and Scott, 1991). Sin embargo, la respuesta en algunas cepas de ratones y
en ciertos individuos no es la adecuada para la proteccion, Las células de ganglios de
ratones BALB/c (susceptibles a la infeccion con L. major) producen IL-4 ¢ IL-5 en
respuesta a un estimulo /» vitro con antigenos del parasito, y en cambio las células de
ratones C3H (resistentes) producen IFNy (Locksley y Scott, 1991). ;Podria ser el
mismo caso con la infeccién 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 antigenos del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC): jsera que el predominio de la respuesta TH1 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 (TH1 o TH2), ante otros
estimulos antigénicos?. Es decir, se sabe por ejemplo, que la respuesta inmune a
infecciones por helmintos se caracteriza por una produccion elevada de IgE,
eosinofilia y mastocitosis (Finkelman y cols., 1991), fenémenos mediados
fundamentalmente por una respuesta tipo 2. Entonces, ;en qué medida depende la
respuesta del tipo de estimulo 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 preguntas.
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Se antoja interesante especular que los parasitos como 7. 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 mas tiempo la respuesta adecuada y las susceptibles la cambian ante
estimulos cronicos, tal vez movidos por factores del pardsito, tal vez por sistemas
propios de retroalimentacion y control de ciertos mecanismos de respuesta.

A 1a luz de los nuevos conocimientos en inmunologia, es factible y hasta
imperativo conocer mas a fondo los mecanismos de la respuesta inmune que
controlan o limitan una infeccion, y aquellos que confieren una proteccién completa
en contra de parasitos o microorganismos patogenos especificos. Este entendimiento
implicaria 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 major se fija la respuesta en una fase
TH1 con activacion de la respuesta de hipersensibilidad retardada y proteccion de los
animales susceptibles antc un scgundo rcto. El futuro tal vez nos depare tratamientos
o vacunas capaces de estimular especificamente los mecanismos inmunes protectores
en contra de microorganismos patdgenos que representen un reto importante para la

salud o para la vida.
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THYMUS-RELATED CELLULAR IMMUNE MECHANISMS IN
SEX-ASSOCIATED RESISTANCE TO EXPERIMENTAL
MURINE CYSTICERCOSIS (TAENIA CRASSICEPS)

R. Bojalil, L. I Terrazas, T. Govezensky, E. Sciutto, and C. Larralde
Department of Immunalogy, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. AP 70228 México, D.F. 04510 México

ABSTRACT: The role of sex, thymus, and cellular immune in mouse resistance 10 experimental
cysticercosis with Tacnra crassiceps was studied in male and female susceptible mice treated with cyclophos-
phamide, as well as in micc nconatally thymectomized and passively transferred with T-enriched lymphoid
cells. High doses of cyclophosphamide increased delayed hypersensitivity and resistance of mice of both sexes
without affecting antibody production. Neonatal thymectomy diminished resistance in both sexes but depressed
delayed hypersensitivity in femaies only, without significamly affecting antibody response in either sex. Passive
transfer of T-enriched lymphoid cells to thymectomized mice restored resistance 1o control levels without greatly
affecting delayed hypersensitivity, Thus, our results indicate that cell iated immune isms arc im-
plicated in resistance 1o murine cysticercosis with 77 crassiceps. Because neonatal thymectiomy nearly equatized
the intensity of infection of femnale and male mice. it is argued that the thymus is importantly involved in the

interaction between gonads and the immune sysiem in the control of this cysticercosis.

Experimental murine Taenia crassiceps cys-
ticercosis (Freeman., 1962; Smith et al., 1972) is
possibly under immunoendocrinological regu-
lation (Larralde et al., 1990: Sciutto et al.. 1990,
1991; Huerta et al., 1992). Marked variations in
susceptibility have been found to be associated
10 vaccination, scx, and major histocompatibil-
ity complex (Sciutto et al., 1991). Females of all
strains studied sustain larper intensities of infec-
tion than males. Gonadectomy aliers this resis-
tance pattern and makes intensities equal in both
sexes by increasing that of males and diminishing
itin females (Huera et al.. 1992). Because vac-
cination induces resistance to experimental chal-
lenge, more notably in males than in females
(Sciutio et al.. 1990), whereas immunaodepres-
sion by irradiation minimizes sex-related differ-
ences in intensities (Huerta et al., 1992), the im-
mune response is suspected 10 be involved in the
control of infection in close interaction with go-
nadal factors. Though the host apparently is ca-
pable of developing a conspicuous humoral im-
mune response against T crassiceps larvae (Good
and Miller, 1976: Chernin, 1977). most of the
antibodies appear not to play an imporiant role
in immunoproicction (Sciutto, 1990). Thus. one
is lead to propose that immunocndocrinological
regulation involvescell-associated immunity. The
present study is a (irst approximation to examine
the role of cellular immune mechanisms and their
influence on scx-associated differences in resis-
1ance 1o experimental murine cysticercosis caused

Received 28 April 1992: revised 14 December 1992;
accepled 4 January 1993,

by 7. crassiceps. The experimental procedures
consisted of altering the immune response of sus-
ceptible mice (BALB/c) of both sexes by cyclo-
phosphamide administration and by neonatal
thymectomy. A group of nconatally thymecto-
mized mice was further transferred with T-en-
riched spleen cells obtained from immunized an-
imals. Cyclophosphamide (CY) was chosen
because, at a wide range of doses, it increases the
delayed hypersensitivity response (DTH) with-
out affecting antibody titers {Askenase etal., 1975:
Turk and Parker, 1982). Neonatal thymectomy
was chosen because it is expecled to affect the
immune response drastically (Kawauchi. Tani-
guchi, Kubo et al.. 1983) and it eliminates a tar-
get organ of the immune sysiem known to be
affected by sexual hormones (Ansar-Ahmed et
al.. 1985).

MATERIALS AND METHODS

inbred BALB/c mice of both sexes, originally {rom
Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine) in 1982,
have been maintained in controlled conditions at our
animal facilitics for more than 20 gencrations, Al mice
used were 6-8 wk old when infected.

The fast growing ORF strain of 7. crassiceps isolated
by Freeman (1962) was supplicd by Dr. Enders {(Beh-
ringwerke, Marburg, Germany) and has been kept by
us by scrial passages in BALB/c female mice for 7 yr.
Metacestodes of 7. crassiceps used in this study were
harvested from the peritoneal cavity of female BALB/c
mice afier 2-4 mo of infection. The cysticerei were
washed 4 times in phosphate-bullered saline (PBS) (0.15
M NaCl. 0.01 M sodium phosphate buffer. pH 7.2)
and sclecied for infection of mice or immediately cen-
trifuged at 20,000 rpm (45.700 g) for { hrat 4 C 10
obtain their vesicular fluid as source of antigen. The
supertatant [raction, consisting mainly ol vesicular 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 recactions and serum anii-
body detection by enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA) (Larralde et al.. 1989).

Experimental infections were achieved by intraper-
itoneal injection of cach mouse with 10 small (ca. 2
mm diameier) nonbudding cysticerci of 7% crassiceps
obtained as described above and suspended in 0.2 ml
PBS. Resulting individual intensities of infection al-
ways were measured 30 days afierinfection, by opening
he peritoneal cavity and counting the number of cysts
found inside.

CY was dissolved in sterile saline immediately be-
fore use and injected intraperitoneally as a single dose
of 20 or 200 mg/kg/mouse. 2 days before experimental
infection, This dose range includes levels aflecting only
cellularly mediated immune responses (20 mg/kg) and
both celluiarand humoral (200 mg/kgp) responses {Turk
and Parker. 1982).

Neonatal thymeciomy was performed on mice of
both sexes 2472 hr after birth. according 1o the meth-
od described by Sjodin et al. (1963). Afier the final
assessment of experimental responses all mice were
autopsied 1o confirm macroscopically and hisiologi-
cally that they actually were free of thymus. The mice
in which thymic tissue was found in the mediastinum
were excluded from the study. Sham-thymectomized
and control mice always had very similar numbers of’
parasites 5o they were all pooled as controls.

Lymphoid cells 10 be transferred 10 thymectomized
recipients came from BALB/c mice of both sexes. im-
munized intraperitoneally with 100 ug of 1otal extract
of T. crassiceps cysticerci (Sciutto et al,. 1990). Five
days later their spleen cells were obtained by perfusion,
washed 3 times in Hanks' solution, and resuspended
in supplemented RPMI medium (GIBCO). Viability.
determined by trypan blue exclusion, alwayvs was more
than 95%. Cells were alterward passed through anylon-
wool column (Juliusetal., 1973)10 obtain a T-enriched
population (ca. 90%). Each thymectomized mousc re-
ceived intraperitoneally | x 107 cells in 200 ul RPMI
medium. Female mice reccived cells from females and
male mice from males, Cells were transferred 24 hr
prior to infection. Control thymectomized mice re-
ceived 200 pl of RPMI medium in the peritoneal cav-
i,

DTH was measured 15 days after infection by in-
jecting into the right hind lootpad of each mousc 100
ug of vesicular Quid antigens in 30 gl of sterile saline
solution. and swelling was measured 24 br later with
a conventional dial-thickness gauge. The response was
expressed as the percentage of increase in thickness
comparing the original measurement to that obtained
24 hr afier injection of the antigen {[thickness after
minus thickness before injection divided by thickness
before} times 100). The contralateral footpad was in-
jected with 30 ul of sterile saline as a control.

Vesicular fluid from 7. crassiceps larvae was em-
ployed as the source of antigen for detection of anti-
cysticercus antibody in the sera of mice by ELISA.
which was performed as described elsewhere (Larralde
et al., 1989),

The statistical significance of the elfects of the cx-

385

perimental variables on the individuat intensities of
infection was determined by multifactorial analysis of
variance (Anonymous, 1985). Because the individual
intensities of infection were not normally distributed
and the variances among the different groups were not
homogeneous. the analysis required algebraic trans-
formation for appropriate comparisons between groups,
The transformed data on intensities of infection that
successfully met the requirements of normal distri-
bution and homogeneous variance among groups were
calculated according to the equation ([number of par-
asiles/mouse} -+ 1)E1./4. This transformation does not
imply sipnificant numeric changes in individual inten-
sities of infection. and the addition of unity climinates
troublcsome zeroes without greatly altering numeric
scores. The results were also analyzed without trans-
formation. Identical conclusions were reached with both
procedures.

RESULTS
Eftects of cyclophosphamide

In both sexes. CY elicited a rise in DTH to
antigensin 7. crassiceps vesicular fluid on a dose-
dependent basis (Table I). DTH was significantly
increased both in males and in females by 200
mg/kg of CY with respect to controls (P <
0.0001), but not significantly with 20 mg/kg.
Concomitantly, the average number of parasites
per mouse declined significantly in females treat-
ed with 200 mg/kg of CY with respect to controls
(56%, P < 0.02. Table II} but was not signifi~
cantly changed with the lower dose of 20 mg/kg
(Table II). In males. both doses of CY signifi-
cantly diminished the intensity of infection (19%
tor 20 mg/kg and 37% for 200 mg/kg. both P <
0.05. Table Ii).

Regarding the humoral immune response, 20
mg/kg of CY increased someswhat the amount of
anti-cysticercus antibodies. whereas 200 mg/kg
decreased it, and. in all cascs. females displayed
greater antibody concentrations than males,
However. the differences in antibody response
between sexes and dose of CY were not statis-
tically significant.

Effects of neanatal thymectemy and of
transfer of T-enriched cells

Thirty daysafter intraperitoneal infection con-
trol males had smaller numbers of cysticerci than
control females (P < 0.0001, Table III), as ex-
pected from previous experiments (Freeman,
1962; Culbreth et al., 1972; Chernin, 1977; La-
rralde et al., 1988: Sciutio et al., 1991: Huerta
et al.. 1992). Thymectomy induced a significant
decrease in resistance to the parasites in mice of
both sexes with respect 1o control values (P <
0.0001, Table i), The increase of intensity of
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TabLE I. Delayed hypersensitivity response in cyclo:
phosphamide (CY)-treated mice.

Taste IIL. Intensity of infection in neonaially thy-
mectomized and T-cell-recipient mice.

Females Males Females: number Males: number
oy % A% of parasites® of parasites*
impkg) n x=S8E n X & SE Group n r=SE n 1 =SE
Q 27 52207 20 0.5 Cantrol 47 149.6 = 13.0 Jo 319 =37
20 13 2207 18 E ) Thymeciomized a7 3029 = 43.8 n 186.1 = 36.1
200 18 300 =37 18 =24 Tecell recipients 18 129.1 = 30.7 ] 241+ 90

* Mean percentage increase (x) in footpad thickness relative 1o initial
values of' each mouse 24 hr afier injection of 30 ul of Tucnia crassiceps
vesicutar fluid in the foatpad. The measurement wasdone 15 daysafier
intraperitoncal infection with parasitcs. n, number of mice per group.

infection in thymectomized animals was pro-
portionally higher in males than in females (6.7 x
vs, 2%, respectively). Thus, as a result of nco-
natal thymectomy the differences in intensities
of infection between sexes became statistically
insignificant (Table I1I), although the individual
infections always were higher in females.

Transfer of T-enriched cells to thymectomized
animals induced a significant increase in resis-
tance to the parasite in both sexes compared to
thymectomized mice (females P < 0.0001, males
P < 0.0002, Table iI1). Transferred cells returned
both sexes to their original state. There also reap-
peared differences in individual intensities of in-
fection between normal females and males (P <
0.05. Table III),

With respect to DTH, control parasitized fe-
males and males reacted similariy to the anti.
genic stimulus (Table IV). In contrast, thymec-
tomized parasitized female mice manifested a
statisticaily significant lower response than con-
trol females (P < 0.002, Table V), and transfer
of T-enriched cells induced in them a small in-
crease in DTH (Table V). in males, neither thy-
mectomy nor passive transfer of T-enriched cells
maodified their DTH response,

The humoral immune response, measured by
ELISA as anti-cysticercus antibody concentra-
tion, did not reveal significant differences in an-

Tanee I, Intensity of infection in cyclophosphamide
{CY)-treated mice,

Females: number Males: number

ey of pamsites® of parasites*
tmp'kg) L} v =SB fl xESE
o 27 1637 = 214 0 0= 58
20 18 2.9 + 390 13 226 = 8.7
200 1 L0 = 1806 18 322

* Animals were injected intraperitoneally with 10 parasites s 6-8 wh of
age, and the individual imensity of infection was measured aficr M
days. n. number of mice pergroup: ¥, mean number of parasitesrmouse,

* Animals were injecied intraperitoneally (i.p} with 10 parasites at 6=8
wk ol age. and the individueal imensity of infection was measured afier
30 days, T-cell recipients reccived 1 = 10" cells ip. 24 br before ine
feclion. n, number of mice per group: v, mean number of parasites’
mausc,

tibody content in any of the following cases: be-
tween control females and males, between these
and thymectomized groups, and between thy-
mectomized mice and those passively trans-
ferred with T-enriched lymphoid cells,

DISCUSSION

High doses of CY significantly increased DTH
and concomitantly decreased the number of cys-
ticerci obtained from these mice. Nconatal thy-
mectomy caused a significant decrease of resis-
tance to the parasite in both sexes but decreased
DTH only in females. and transfer of T-cenriched
cells 10 thymectomized mice restored resistance
in mice of both sexes 10 its original level. not
affecting DTH in cither. Thusit is concluded that
immunological control of T. crassiceps growth
in susceptible BALB/c mice is related to thymus-
dependent cellularimmune mechanisms. related
to DTH more clearly in females than in males.

The significant increase in DTH induced by
high doscs of CY correlating with an increased
resistance and the greater number of cysticerci
obtained from thymectomized mice, known to
be deficient in 1L-2 production (Kawauchi. Tan-
iguchi, Kubo et al.. 1983). both suggest that TH1
cells could be involved in mediating protection,

TaBLE 1V, Delayed hypersensitivity response in neo-
natally thymectomized and T-¢ell-recipient mice,

Females
(S
Group n x=SE n
Control 8 4.7 =07 20
“Thymeciomized 2 L1 =05 6
‘T-eell recipicnts 1L} 29 =05 5

* Mean percentage sncrease (.¢) in footnad thickness relative to initial
values of each mouse 24 brafier injection of 30 ul of Faeniu crassiceps
vesicular fuid in the foowpad., The measurement was done 45 days after
intraperitoncal infection with parasites, p, number of mice per group,



BOJALIL ET AL.—SEX AND THYMUS IN CYSTICERCOSIS RESISTANCE

These ceils are responsible for DTH reactions
.and . produce IL+2 and IFN-r (Mossmann and
Coffman, : 1987; Street and Mossmann, 1991),
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

" THI cell functions (Fiorentino etal., 1989). That
CY has important effects upon the immune sys-
tem is well known (Askenase et al.. 1975; Turk
and Parker, 1982), but in the experiments re-
ported here i1 also could be affecting the parasite
directly. We doubt that this is the case because
CY has a plasmatic half-life of 6-7 hr (Bagley ct
al.. 1973), and we injccted it 48 hr before infec-
tion. There being other examples of parasitic in-
fections (Leishmania major, Trypanosoma crit-
zi) in which the balance between THI and TH2
cells plays a major role in resistance (Scoit. 1989;
Silva et al., 1992), it is suspected that they are
involved here too.

Because the difference in susceptibility nor-
mally existing between sexes was minimized by
thymectomy, results also suggest that sex-asso-
ciated factors affect the immune response against
T, crassiceps cysticerci and strengthen the notion
that the thymus is an important target for go-
nadal influence (Ansar-Ahmed et al., 1985}). The
small but constant difference in intensities fa-
voring females, which remained in thymecto-
mized mice. suggests that. in addition to their
effect upon the thymus. sex hormones may also
exert an extrathymic action. This could be di-
rectly upon peripheral lymphoid cells in which
female hormone receptors have been found (Co-
hen et al., 1983) or through peripheral lymphoid
tissue or the neuroendocrine system (Ansar-Ah-
med etal., 1985). It would be important to assess
whether sex hormones alter the THI/TH2 sub-
populations. because it is known that female hor-
mones can stimulate antibody production and
have inhibitory effects on cellular responses
(Grossman, 1984: Ansar-Ahmed ct al., 1985:
Carlsten et al,, 1992). The possibility that go-
nadal products could directly affect the repro-
ductive capacity of the parasite in the host has
been shown improbable by in vitro cultures of
cysticerci with the major gonadal hormones (17
beta-cstradiol, testosterone, and progesterone)
(Huerta et al., 1992).

In our experiments, thymectomy did not sig-
nificantly alter the levels of anti-cysticercus an-
tibodics, as expected from experiments by Shi-
mamoto ¢t al. (1980) and Kawauchi, Taniguchi,
Masatoshi et al. (1983), and decreased DTH only
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in females. The unaffected antibody response in

. thymectomized mice could be due to the com-___ .

plex mixture of our parasite antigens, some pos-
sibly inducing a response independent of the
thymus. as occurs with certain bacterial poly-
saccharides (Davies ¢t al., 1970). In fact, Shi-
mamoto et al, (1980) found that the response of
thymectomized mice is altered 10 T mitogens(as
cencanavalin A), but not to lipopelysaccharides.
Furthermore, recently, Hillman et al. (1991) re-
ported that nude BALB/c mice can produce an-
tigen-specific antibodies of all IgG subclasscs to
a polymerized form ofa short peptide. suggesting
that **isotype switching in B cells may occur even
under conditions of limiting T cell help, provided
the immunogen can cause efficient cross-linking
of their Ig receptor™ (Hillman et al.. 1991). That
DTH was decreased by thymectomy only in fe-
males, but parasite intensity was increased in
both sexes. weakens the conclusion of cell-as-
sociated immune contro} of parasite growth, or
it reflects the inadequacy of DTH as an indicator
of immune cellular mechanisms. We favor the
latter possibility, as DTH involves more than
immunity (i.e., inflammatory process) and be-
cause transfer of T cells to thymectomized mice
so cffectively restored the resistance pattern to
both female and male mice,

Our results disclose that cellular immune
mechanisms play a role in the immunologically
mediated resistance against 7. crassiceps cysti-
cerci and that the immune control of this murine
cysticercosis is influenced by sex-associated fac-
tors, which act through the thymus, and possibly
also through peripheral lymphoid cells freed from
thymic control before neonatal thymectomy.
These experiments and resulls are necessary
foundations for more incisive research on the
cells and molecules involved in the immunoen-
docrine regulation of the growth of 7', crassiceps
cysticeri in mice.
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m I'Q- Ll ABSTRACT: [n expcrimental murine cysticercosis causcd by Taenia crassiceps, parasite repreduction is favored
' o by thymcctomy or by orchidectomy, and restricted by ovaricctomy. Hormaonal reconstitution cxperiments
.o :._’,_'; showed that [ 7-8-cstradiol increases parasitc numbers whereas 5-a-dihydrotestosterone was incifective, Parasite

T ‘é‘s Gz numbers decreased with increments in cellular immunity but were insensitive to antibody levels. A possible

B & immunocndocrinological interaction involving estrogen as a depressor of cellular immunity is cnvisaged in the

; . % control of cysticercosis.

w1z
EI {’J Experimental murine cysticercosis caused by  suggest it is mediated by interfering with the thy-
vy = Tacnia crassiceps (Freeman, 1962; Culbreth ct

mus-dependent cetlular immune mechanisms

al., 1972) is well known as a source of cross-  that obstruct parasite growth,

reacting antigens uscful in immunodiagnosis of
human cestode discases (Gottstein et al,, 1986; MATERIALS AND METHOUS

Schantz ct al., '1988; Larralde et .nl., 1990_). as The fast-growing ORF strain of 7. crassiceps isolated
well as a practical model for testing candidate

by Frceman (1962) was used in all experiments. Since
vaccines against porcine Taenia solium cysticer- 1986 the parasites have been maintained in female
cosis(Sciutto ctal., 1990). Itisalso a manageable ~ BALD/c mice by sequential intraperitoneal inoculation

3 . . of metacestodes (Freeman, 1962). Larvae for experi-
t:xpc'nmc'nlal system l,n which “,) cxplore the rol.c mental infection were obiained rom-female donor mice
of }Jlologlcal factors involved in host suscepli-  jjfected 3-6 mo before.
bility. Thus, the relevance of sex and of the H-2 © BALB/c inbred mice of both sexes were used at dif-

- genes in mice susceptibility to 7% crassiceps cys- * ferentages (newborn [48 hr] and 8 wk of age) according
ticercosis have been documented (Chernin, 1975; 10 cach experimental protocol. They were all bred in
Sciutto et al., 1991) as has the value of cellular . our animal facilitics t.:y the “‘single-line brccd.mg sys-

" i N tem" over 20 generations (Green, 1981), starting with
and humoral immune mechanisms in immu- ! griginal stock from Jackson Laboratorics in 1982; they
nological resistance (Hermdinek and Prokopic, -

were fed Purina Diet 5015 ad libitum.
1989; Sciutto, 1989; Bojaliletal., 1993). Further, - Neonatal thymectomy was performed upon mice of

s f f PR both scxes within 48 hr after birth, according to the
the striking dlchrcn.ccs n syscct_mblhty bcu'vc.cn method deseribed by Sjodin ctal. {1963). Thymectom-
female and male mice possibly involve the joint  jped mice were uscd for experiments at 8 wk of age.
action of the immune system and the gonads (as  After the final assessment of experimental responscs
opposcd 1o direct hormonal action) (Huerta ct - all mice were cxamined to confirmi (macroscopically :
al., 1992), and h!sloluglcally) that they ‘acmqlly were ffec of th)‘!-
H be th ible i docri mus tissue. The results obtained in mice with thymic
Cre we prabe the possibic Immunocndochl=  yoque remaining in the mediastinum were excluded
nological interactions regulating parasite repro-

from this study.
duction in the host by way of relating neonatal - Gonadcctomics were performed surgically under an-
thymectomy, prepuberal gonadectomy, and hor-  csthiesia with ciher on S-wh-old thymectomized and

PO s nonthymeclomized mice of both sexes. They were then
monal rcconsglutlon by 17-f C.Sll'-Zlle] (cstro allowed a 3-wk recovery period before inoculation with
gen) and 5-a-dihydrotestosteronce in infected male - parasites.

and female mice, with whole parasitc counts,

Ten small (approximately 2 mm diameter), non-
antibody response, and dclayed-type hypersen- budding T crassiceps larvae were suspended in 0.3 ml

PR e ;. phosphate-buflered saline (PBS, 0.15 M NaCt, 0.0t M

sitivity (DTH) r‘csponsc to the pnmsxlc' s antl sodium phosphate buffer, pi{ 7.2) and injected intra-
gens. Results point to CSLrogen as a mMaJor pro-  phigneallyinto cach mouse usinga 0.25-gauge necdle,,

tagonist in promoting cysticercus growth and  Mice were killed 30 days after infection and all the

cysts found inside the peritoneal cavity were counted.

In all mice, DTH was measured 28 days afier infec-

tion by footpad injection of 100 ug of vesicular fluid

Rececived 16 April 1993; revised 12 April 1994; ac-

proteins in 30 u! of sterile saling solulion per mouse.
cepted 15 April 1994, Footpad swelling was measured 24 hr later with a dial-



TanLe I Effects of thymus and gonads upon nnrasnc mlcnsuy {no. of parasites/mousc), dclaycd -ypc hyper-
sensitivity, and antibody level in experimental murine cysticercosis by Taenia crassiceps.

Delayed-typx
hypersensitivity

. Parasite intensity Antibody lcvel .

~TredimedI T T Females.; siammMalES 4 0 - Females - - Males --- « -~ Females =<0 Malesto

Contral 204 £ 920 ] 45 = 2.2t 8.8 %22 0.65 + 0.1%
’ SECLE I (=10} . : S

Gonadectomized 119 = 80 125 = 81 7323 6.5 %23,

. (a=10) (n=10) .
Thymestomized IS5 99 -194 2 163 9 LY (BRI

. (a=t2) (an=8) TN
Thymeciomized and 200 £ 357 B3t 7 0% 24

sonadectomized {n~8) =7 :

* Mean parasite intensity = standard deviation,

t Mean % inerease of foat-pad volume selative to contralatera) comrol foot % standard dmau

$ Mean epum dengity reading in ELISA assays for scrum

|h|<:kncss gaugc (Mxtoloyo. Japan); the original (before
was used as an internal

control.

Vesicular fluid from T. crassiceps larvae was em-
ployed as the source of antigens for detection of anti-
cysticercus antibody in the secra of mice by cnzyme-
linked immunoassay (ELISA), as described clsewhere
(Larraidc ct al., 1989),

Gonadectomized mice of both sexes were hormon-
ally reconstituted with their own major sex hormone
or with the sex hormone of the opposite sex, The hor-
moncs uscd were estrogen (17-8-estradiol} and the an-
drogen 5-a-dihydrotestosterone. They were delivered
in the form of subcutancous 3-wk controlled dose-de-
pendent release rate pellets (Innovative Research of
America, Toledo, Ohio), Doses of estrogen were 0.1
mp/pelletor0.01 mg/pellet, whereas the only dose used
of the androgen S-a-dihydrotestosteronc wasa 0.5-mg/
pellet. All mice had the peliet implanted 3 days before
infection. This was done to assure an adequate hor-
monal environment in the hosts at the time when cys-
ticerel were inoculated. Twenty-onc days after the im-
plantation of the hormone pellets, all mice received a
sccond pellet of the same dose to maintain hormonal
levels for another week. The biological hormonal func-
tion of pellets was confirmed by obscrvation ol the size
of the uterus in gonadectomized females and the size
of seminal vesicles in orchidectomized males.

Statistical analysis of parasite intensities with respect
10 treatment variables was performed by multifactoriai
analysis of variance (MANOVA) using (n + 1)Y*“asa
response variable, where n is the number of parasites
in each individual mousc {Anonymous, 1985), The
addition of unity to n was to climinatc occasional 0
values and the rooting to normalize distributions of
parasite intensitics. The DTH response and antibody
levels were analyzed by a MANOV A using the original
data (foatpad thickness and optical density values, re-
spectively) without transformation.

RESULTS

The notable differences in parasitec intensitics
(no. of parasites/mouse) between control female
and malc mice are immediately appreciated in

ibodi *!Iindlld

Table I; 4.7 times greater (P = 0.01) parasite
intensitics were found in normal females (204 &
92) than in normai males (43 = 21). The DTH
was significantly higher in males than in females
(7 = 0.02), wherecas antibody response appcared
to be equal in both sexes (P > 0.5).

Gonadectomy significantly reduced the para-
site intensitics of females by 41% relative to con-
trols (P < 0.01), whereas it increased that of
males in 190% (P < 0.01), bringing down the
female/male intensity quotient from 4.7 to 0.9
(Table I). Gonadectomy in females increased the
DTH by 62% (P < 0.05) and decreased it 26%
in males although not significantly (P = 0.9).
Whole antibody serum levels not signifi-
cantly affected (P > 0.5) by gona;cctomi;_m ci-
ther female or male mice (Table I).

Thymectomy increased parasite intensities in -
females by 72% relative to controls (P < 0.01) -
and up to 351% (P < 0.01) that of males (Table
I), reducing the female/male intensity quotient |
from 4.7 to 1.8 (P > 0.05). The DTH was sig- *
nificantly reduced by thymectomy in males 87%
(£ < 0.01)butenlyin 13%in femates (P = 0.09),
whereas the antibody response was not signifi-
eantly modificd in either sex,

In females that were both thymcectomized and
gonadectomized, the reducing effect of ponadee-
tomy upon parasite intensity together with the
increasing effect of thymectomy, countered each
other to reach a net cffect of only 19 reduction
relative to control values (P > 0.05) (Table I). -
In males, however, the cffects of gonadectomy,’
and of thymectomy upon parasite intensity caused
a net increasc of 325% relative to controls (P <
0.01). As a conscquence, the female/male inten-
sity quoticat in this group was reduced from 4.7

N
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Tante 11,

Effects of hormaonal reconstitution upon parasite intensity (no. of parasites/mouse), delayed-type

hypersensitivity, and antibody level in gonadectomized mice experimentally infected by Taenia crassiceps.

Parasite intensity, o h D(hym s Antibody leved
T Treatment 7T Females Males Females Males - Females Males
Controt 268 x 85 16222 40+ 2.2t 85 226 0.86x 031t - 0.82'2 032
(n = 10} n=10) R G e
Genadeciomized - 19 £739 T2z 58 44226 s34 0.99 = 0.24
(n =10 (6= 10) , R
12-f-cstadiol 382 x 269 268 1 236 48228 484 = 157 .80 £ 0,32 °
(0.0t mg) (a6 =" A, o
17-g-cstradiol 466 + 209 39 £ 17} 198 £ 22 2.t £22 48202 -
0,1 mg)y : (a=5) (8 =9) e
‘S-a-dihydrotestosizrone 152 = 101 67 % 3§ 27 %22 6.75 £ 2.0 © 095 %024
(0.5 mg) {n = 10) {n = 10) -

* Mean pamsite intensily = siandard devintion,

 Mean % increase of footpad volume relative to contralater! unndnnl deviation,

$ Mean optical density reading in ELISA assays for serum

1o 1.1. The DTH was significantly decreased 629%
by gonadectomy and thymectomy in males (P <
0,02), whereas antibody response was not sig-
nificantly modificd in cither sex (Table I).

Table II shows the results obtained in a dif-
ferent sct of experiments designed to cvaluate
the effects of hormonal reconstitution upon the
parasite intensity of gonadectomized mice. Here,
again, the sex-associated differences in parasite
intensities of normal control mice, now favoring
females over males by a factor of 16, was ob-
served. Likewise, the chanpes in parasite inten-
sities brought about by gonadectomy alone was
replicated as in Table L

Hormonal reconstitution experiments met with
the problem of large variation in parasite inten-
sitics within groups of reconstituted mice as com-
pared to the other groups, i.c., the variation co-
efficient (mean/standard deviation) of control
females was 3.1, whereas that in reconstituted
fernales was equal 1o 1.4, 2.2, and 1.5. However,
some solid inferences may be drawn from the
data. Reconstitution with estrogen in both low
and high doses brought about large and statis-
tically significant (P < 0.01) increments in par-
asite intensities relative to gonadectomized mice,
in both females (221 and 291%, P < 0.01) and
males {272 and 343%, P < 0.01). In contrast,
reconstitution with androgen scemed inconse-
quential for parasite intensities in both sexes (P
> 0,05}, The DTH was significantly decreased
by reconstitution with 0.1 mg of estrogen ascom-
pared to control (£ < 0.01) in gonadectomized
mice of both sexes (females 59%, males 75%).
The lower dose {0.01 mg) of estrogen had similar
cffects upon the DTH but only in malces; females

+ standard

were essentially unaffected. Reconstitution with
androgen did not have a significant effect on the
DTH of gonadectomized mice in cither females
(38% decrement) or males (4% decrement), al-
though DTH reduction in females bordered on
significance (P = 0,08). Antibody levels were not
significantly altered by hormonal reconstitution
in cither sex or treatment combination, although
the 40% increment noted in females reconsti-
tuted with the high dose of estrogen also bordered
on being significant (2 > 0.07). Figure 1 shows
a statistically significant negative correlation be-
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Fioure 1. Negative linear correlation (r? = 0.477,

P < 0.01) between mean parasite intensities (no. of
pamsucs/mousc) and mean % delayed-type hypersen- *
sitivity (DTH) responscs in male and female mice from
all experiments.



tween average DTH response and average par-
asite intensity when considering all experimental
groups (r2 = 0.477, P < 0.01).

would be that ¢ither the ovary depresses cellular
immunity, or the testis stimulates it, or both.
The hormonal reconstitution cxperiments of

DISCUSSION

Repreduction of 7. crassiceps (ORF strain)
cysticerci in the peritoneal cavity of mice was
shown to be under strong regulation by gonadal
and thymic factors. The testis would scem to
hinder parasite reproduction and the ovary 1o
promote it, as gonadectomy greatly increased
parasite intensitics in the male hosts and caused
a moderate decrease in the female hosts. The
thymus restricts parasitc growth since thymec- -
tomy increased parasite intensities in both sexes, |
albeitmore intensely so in males than in females.
Cellular immunity (in as much as it is measured
by the DTH to the parasite antigens) would ap-
pear te be principally responsible for inhibiting
parasite growth as documnented by the negative
correlation between parasite intensities and the
DTH responscs. In contrast, antibody response
increased with parasite intensity. The effects of
gonadcctomy and thymectomy upon parasite in-
tensity were not additive in mice that were both
thymectomized and gonadectomized. This could
be interpreted as indicating a maximal possible
cffect set by the parasite’s biological limitations
on reproduction. The abscnce of an additive cf-
Tect could also reflect an interaction between the
immune and endocrine systems, as additive el
fects would be expected in independent control
systems.

The endocrinological and immunological fac-
tors affecting cysticercus reproduction may of
course procced independently, but the endocrine |
interactions between host and parasite (in bolh
directions) are progressively being recognized in
many animal specices, including mammals (Lin
et al,, 1990). In the casc of T. crassiceps, there
are hints of a possible immunoendocrinological
interaction, vis-i-vis the inhibiting effect of or-
chidectomy upon DTH, the somewhat lesser
DTH responses of control female mice with re-
spect to males, and the disappearance of scx-
related differences in parasite intensitics follow-
ing thymectomy as well as after gonadectomy.
Also suggestive arc the reduction of parasitc in- -
tensitics in the gonadectomized females, accom- ¢
Ppanicd by a statistically significant increase (62%) |
in the DTH and the increased parasite intensity
of gonadectomized males concomitant with a 26%
decrease in the DTH. At this poiat, the notion -

f

gonadectomized-female and male mice point e
cstrogen as an important protagonist in this go-
nad-thymus—cysticercus scheme. Reconstitution
with estrogen resulted in increased parasitc in-
tensities in both gonadectomized female and male
mice and simultancously decreased the DTH
without alfecting antibody icvels. In contrast, re-
constitution withandrogen proved incffective for
parasite intensity, DTH, and antibody synthesis
in all mice. Thus, one is led to the conclusion ~
that the relative resistance of males to parasitc
growth derives more {rom their normally low
levels of parasite-permissive estrogen than from
parasite-restrictive 5-a-dihydrotestosteronce,
whercas the high levels of estrogen in normal
females would favor the reproduction of the cys-
ticerei.

Thus, T. crassiceps cysticercosis is added to
the growing list of sex-associated parasitic dis-
case, c.g., murine Tacnia taeniacformis cgg in-
fection (Williams ¢t al., 1982), trichinosisin rats
(Lucbke et al., 1984), toxoplasmosis (Pung and
Luster, 1986), leishmaniasis (Mock and Nacy,
1988), murinc malaria (Benten ct al., 1992), and
schistosomiasis (Eloi-Santos et al., 1992), How- -
cver, murine 7. crassiceps cysticercosis is un-
usual in that here it is the female that is the most
susceptible gender, and antibodies appear not to

&Abe restrictive of parasite growth. These con- -

trasts illustrate the complexity in the parasite— ;
host regulatory network, cach parasite applying
different strategies for survival in different or
stmilar hosts, and arguc against oversimplifica-
tion in the associations between gender, immu- |
nity, and susceptibility to discase. :

Literature abounds with cases where estrogens
arc rclated to immunological components or in-
flucnce immunc events (Cohen et al., 1983; Hu
ct al., 1988; Gulsham, 1990; Schuurs and Ver-
heul, 1990; Grossman, 1991). By locating the
sites where receptors for estrogens have been
found in the immunorcgulatory network (Cox
and Liew, 1992; Sher and Coffman, 1992), many
cllective actions of estrogen can be envisaged that
would favor the parasite. A combination of es-
trogen-mediated events consistent with our re-
sults in T. crassiceps should depress TH, cell
function (interleukin-2, tumor necrosis factor, and
interferon-gamma production), while stimulat-
ing TH, cell function (antibody and interleukins
10 and 6 production).

.r’a/
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Furthermore, such estrogen-mediated im-
mune regulation could in turn be potentiated ret-
roactively by the products of immune stimula-
tion, as some.of.the.intecleukins have.cffects.on

ct al., 1992). Interleukin-6, a metabolic product
of TH, cells (Cox and Licw, 1992) has, in fact,
aclear estrogenization effect (Gorospe et al., 1992)
that could cycle back to further depress TH, celis
and stimulate TH, cells and so on. Few other
diseases involve, as dramatically as 7. crassiceps
docs, sexual or other hormones in their strategy
to cope with the host's immunological restric-
tions to establish, grow, and reproduce in their
hosts. Finally, perhaps this ¢xtreme and some-
what artificial case ofa parasitic disease contains
a cluc as to how one may reach, by the clever
couplingof cndocrinological and immunological
maneuvers, a more effective control in the out-
come of massive immune confrontations.
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Resumen

" Actualmente existe una investigacion activa sobre
los mecanismos que dan lugar a la seleccion celular
en el timo. La seleccién timica de células
precursoras durante su desarrollo, es pieza clave del
proceso de formacién 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 estimulos
propios. Este trabajo busca resefiar avances
recientes en el conocimiento del proceso por el cual
se seleccionan positiva o negativamente las células
que, a partir de unafuente muy amplia, finalmente
forman el repertorio de células T de un individuo.

Palabras claverSeleccion celular, Timo, Tolerancia,
Respuesta inmune,

IMMUNE RESPONSE OR TOLERANCE.
CELLULAR SELECTION BY THE THYMUS

Abstract

There is currently a very active research on the
mechanisms that give rise to the cell selection of
lymphocyle precursors by the thymus. This selection
is basic for the process of formation of the
repertoire of T cells with which an drganism 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 some recent advances in the
knowledge of the process by which cells are

Respuesta mmune 0 toleranCIa

La seleccmn celular en el timo

“ *Raféél ‘Bojalil

posmvely or neganvely se|ected by the thymus, to
give rise to the T cell reperto:re of an individual.

Keywards. Celf selection, Thymus,‘ Tolerance,

_Immune response.

Introduccion

Los linfocitos T tienen un papel fundamental en ef
sisterna inmune, ya que poseen funciones tanto
reguladoras como efectoras, modulan en gran
proporcién la respuesta de anticuerpos, y son
ademids 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 antigenos solubles, sus receptores para
antigeno sdlo reconocen antigenos ajenos en la
superficie de una célula presentadora, que los
expone como un fragmento peptidico asociado a
una proteina del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés)
(Fig. 1). Este fendmeno recitre e nombre de
restriccion por MHC, y da lugar a una paradcja: el
mismo receptor del linfocito T debe reconocer
moléculas propias, ademas de las ajenas, sin que
este reconocimiento sea fuente de autoinmunidad.

£i receptor para antigeno de los linfocitos T (TCR
en la nomenclatura internacional por sus siglas en
inglés) es un heterodimero que puede presentarse
en dos formas: aff y yd. En este trabajo nos
referiremos exclusivamente al TCR a8, que es sobre
el que mas se ha estudiado la seleccién celular, y
ademds se encuentra en la superficie de! 95% de las
células T. El TCR forma un complejo con otro
antigeno de superficie, el CD3, que funciona como

* Departamento de Inmunalogia, Instituto de Investigaciones Biomédicas. UNAM, México, D.F.
Direccion actual y solicitud de reimpresos: Rafael Bojalil Parra, Departamento de Inmunologia, instituto Nacional de Cardiologia, “Ignacio

Chivez”, luan Badiano No. 1, Tlalpan, 14080 México, D.F.

Recibido 19 de noviembre de 1992, Aceptado para publicacién ¢l 10 de enero de 1994,
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Céluia Presentadorg
de
Antigeno

MHC

Péptido _.ZO

cD4/8

Célula T

Figura 1. La celula que presentaal antigeno lo precesa y lo expone en
forma de péptido asociado a una molecula del complejo principal de
histacompatibilidad (MHC). La célula T reconoce al péptido a traves
de su receptor para antigeno (TCR), que forma un complejo con las
moleculas CD4 6 CDB y CD3, que coadyuvan en el reconocimianto
del MHC y en la transduccion de sefales transmembranales {Basada
en referencias 3 y 60).

transductor de sefiales transmembranales (Fig. 1); se
acompaiia ademas de otros antigenos de superficie,
entre los que se encuentran CD4 y CD8 (Fig. 1),
que coadyuvan en el recenocimiento de la molécula
del MHC y funcionan como correceptores en la
transduccion de las sefiales a través de la
membrana.! Las células CD4* estan restringidas por
moléculas clase Il del MHC vy a grandes rasgos
constituyen el grupo de precursores inmediatos de
los llamados linfocitos T ayudadores; las CD8* estan
restringidas por moléculas clase | del MHC, y
corresponden en general a precursores de células T
citotoxicas.

Los linfocitos T se originan de células precursoras
que proceden de tejido hematopoyético: migran al
timo en donde tienen lugar procesos de seleccién y
diferenciacion de los que emergen solo una
pequena proporcion (alrededor del 10%). Esta
seleccion, junto con la induccién periférica de
tolerancia y la expansién clonal que se efectia en
los drganos 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 expresion de los genes que €odifican
para el TCR, y 2) la expresion de CD4 y CD8.

Las células mas inmaduras, que provienen de la
médula dsea, se encuentran en la periferia de la
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enterotoxlnnv

Célulo Presentadora
da
Antigeno

MHC claseTl

Cavidad de fijacidn
de péptidos
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Figura 2. La region variable del receptor para antigeno del linfocito T
(TCR) constade segmentos Vy ) enla cadenaa y V,D y J en la cadena
A, Los antig menores lad de linfocitos (MIs) o las
enteroxinas se asocian a moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) y a elementos Vg especificos induciendo
su seleccion positiva o su eliminacién (Tomada de la 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 region variable del
TCR(Vy ) paralacadenaa,yV, Dy ) parala
cadena f) (Fig. 2), y éste se expresa en bajas
concentraciones en la superficie celular, asociado a
CD3 (Fig. 1). A la vez se expresan simultineamente
CD4 y CD8, también a bajas concentraciones, por
lo que las células ahora son doble positivas.
Posteriormente las células expresan CD4 y CD8 a
mayor concentracion® Hasta aqui, el repertorio
generado por el rearreglo aleatorio de todos los
segmentos génicos, su union imprecisa, la insercion
de nucledtidos y la asociacion de ambas cadenas es
de entre 1 x 10° y 1 x 10" posibles especificidades
distintas que, por supuesto, incluyen la
potencialidad de reaccionar con antigenos
propios.*” Sin embargo, probablemente cuando las
células se encuentran en esta fase de desarrolio, se
da el proceso de seleccion de tal manera quc se
favorece la maduracion solo de aquéllas capaces de
reconocer MHC propio (seleccién positiva), pero se
eliminan aquéllas que ademas tienen un receptor
autorreactivo y por lo tanto potencialmente daiino
(seleccion negativa).*® Las células sobrevivientes
adquieren funciones efectoras maduras, expresan
una alta concentracion de TCR y sélo CD4 o CD8
en su superficie, y emigran a tejide linfoide



periférico y a formar parte de los linfocitos
circulantes. )68 ) ‘

La seleccion celular en el timo es, pues, pieza
clave del proceso de formacién del repertorio de
células T con el que un organismo es capaz de
desarrollar una respuesta inmune en contra de un
reto antagdnico, cualquiera que éste sea, y a su vez
potencialmente incapaz de montar una respuesta
ofensiva ante estimulos del propio organismo.

Seleccion positiva

TCR, MHC y moléculas accesorias en la seleccion
positiva,

Como mencionamos antes, los timocitos que
legan a madurar solo logran el reconocimiento de
antigenos ex6genos si estos se asocian a moiéculas
propias de MHC. Esto significa que durante el
proceso de seleccién 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
maduracion sélo de aquellas células que sean
capaces de reconocerlo. Esto se ha estudiado, por
ejemplo, utilizando ratones transgénicos que
expresan TCRs especificos, en los que se ha
encontrado que la proporcion de timocitos
poseedores del TCR transgénico se eleva solo en los
ratones con ei MHC reconocido por el receptor
transgénico.’ Esto se ha observado tanto para TCRs
que se asocian a moléculas clase |I'""* como para
aquellos restringidos por moléculas clase II.' En el
mismo sentido, la administracién de anticuerpos
anti-clase |l a ratones recién nacidos, inhibe
especificamente la aparicién de precursores de
células T, en este caso CD4.'®

Para que se lleve a cabo la seleceidn positiva,
ademas del TCR también es necesaria la
participacion de las moléculas CD4 y CDB8: la
inyeccidn de anticuerpos anti-CD4 o anti-CD8 in
vivo bloguea el desarrollo de las correspondientes
poblaciones celulares maduras (CD4* y CD8*
respectivamente).'®'” Esto probablemente se deba a
que las moléculas accesorias son requeridas como
correceptores durante a seleccion celular.'®

La utilizacion de ratones transgénicos ha ayudado
también a concluir que la expresion de CD4 6 CD8
en la superficie de una céula madura depende de la
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’especnflc:dad del TCR par. moleculas del MHC se..
‘expresa CD4'si el eceptor recon' ce moleculas o
‘ clase it

Celulas responsables de Ia selecc:on posltlva,

£l estroma timico esta compuesto tanto por
células dérivadas de la médula Gsea (células
dendrinticas y macréfagos timicos) como por otro
tipo de células, principalmente epiteliales, que
expresan antigenos del MHC tanto clase | como
clase il

A pesar de que Longo y cols.’ propusieron que la
seleccion positiva esta mediada por células
derivadas de la médula 6sea, 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,? la
explicacién mas aceptada es que la seleccion
positiva es principalmente responsabilidad de las
células epiteliales de la corteza del timo. Esto se
sugiri6 originalmente para células T restringidas por
antigenos clase 112 y clase 1,* al obtener seleccion
positiva exitosa transplantando timo normal o
tratado de tal manera que se eliminaron las células
dendrinticas/macrofagicas. Mas recientemente, en
ratones transgénicos que expresan antigeno IE en
distintas células del timo,® se encontré que estas
moléculas deben expresarse en las células
epiteliales de la corteza timica, para que se lleve a
cabo la seleccion positiva. atro grupo, al inyectar
intratimicamente una linea de células epiteliales de
timo, demostro seleccién positiva de los linfocitos
que reconocieron como propio el MHC de dicha
linea celular.?*

Autopéptidos en la seleccién positiva.

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

Existen resultados experimentales que sugieren
que autopéptidos presentados en la concavidad de
la molécula del MHC de células del epitelio timico,
podran estar involucrados en la seleccidn positiva
del repertorio de T al interaccionar con los
receptores de los timocitos,>*? El grupo de Marrack
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ha propuesto que en el epitelio timico el MHC .
podra estar asociado a una coleccién de péptidos
derivados de células de este mismo epitelio, que no
se expresaran en ninguna otra célula del animal y
que de alguna manera representarian el universo de
los antigenos ajenos.”® Se ha sugerido que estos
péptidos podran tener propiedades semejantes a
Mis 28

Los autores se basan en hallazgos como los que
sugieren que las células T pueden distinguir entre
moléculas de IE (MHC clase I} en distintos tipos
celuiares.?’# Este fendmeno podria deberse a
diferencias cuantitativas o cualitativas en la
expresion de MHC entre distintas células. Aunque
ambas diferencias no son mutuamente excluyentes,
los autores favorecen la explicacion de las
diferencias cualitativas ya que no encontraron mayor
densidad de proteinas del MHC en células
epiteliales corticales def timo que en linfomas de B;
postulan que es posible que el TCR estudiado
reaccione especificamente con algin antigeno
{asociado a la molécula de MHC) que se expone
(inicamente en ciertas células, o bien que los
polipéptidos de it se expresan de distinta manera
en las diferentes célufas.?”?®

Seleccion negativa

La seleccion negativa o autotolerancia es el
proceso que conduce a la marginacién o a fa
eliminacidén del repertorio de linfocitos T, de
aquellas células potencialmente autor reactivas. Que
esta tolerancia ocurre durante el desarrollo
intratimico, se demostré desde 1977°° 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 comprobd que la seleccion
negativa al igual que fa positiva, se da sélo en el
contexto de la expresion timica de antigenos del
MHC 3

Mecanismos para la seleccion negativa.

Se han propuesto tres poéibles mecanismos que
dardn lugar a la autotolerancia: la supresion, la
inactivacién funcional, y la eliminacion fisica de las
clonas autorreactivas.® Recientemente, con la
utilizacién de anticuerpos monoclonales, se han
obtenido resultados que dan gran relevancia a la
Gltima opcion. 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 rat6n que
expresan‘determinados antigenos propios (casi
siempre del MHC), tienen muy pocas células
periféricas o timocitos unipositivos que expresan el
producto Vb con reactividad especifica para el
antigeno propio en cuestion. Por ejemplo, la cepa
de ratones C57BR es {E (MHC clase ) y tiene un
segmento génico VB17 a funcional, pero no tiene
células T periféricas que expresen en sus TCR el
producto de dicho segmento génico, que le da al
finfocito una alta probabilidad de reactividad con la
molécula IE.» También se ha encontrado que la
coexpresion de otros antigenos propios (como el
MISA) con productos del MHC induce la
eliminacién de una gran proporcién de células con
ciertos segmentos VB.*% De esta manera, la
tolerancia correlaciona con Ja ausencia de expresion
de ciertos segmentos VB en los TCR de los linfocitos
T periféricos. '
Cabe destacar sin embargo, que [a tolerancia no
necesariamente requiere de la eliminacién de todas
las células que expresan un TCR autoespecifico. Teh
y cols.’” encuentran que en ratones machos
transgénicos son eliminadas ia mayoria de las
células T CD4'8* y CD48* que expresan e TCR
transgénico. Sin embargo, las células CD4- con baja
expresion de CD8 y allos niveles del TCR
transgénico no son eliminadas. Es decir que, al igual
que en la seleccidn positiva, es posible que las
moléculas CD4 y CD8 funcionen como
correceptores y que incluso se requieran para
aumentar la afinidad de la interaccién. De esta
manera, en algunos casos. sélo en su presencia se
eliminarin cionas de células autorreactivas,'

Células responsables de la tolerancia.

Para demostrar qué células son las responsables
de la seleccién negativa en ef timo se han utilizado
diferentes métodos® que incluyen: a) la irradiacion
de animales para eliminar a las células derivadas de
meédula sea, y su reconstitucidn con células
alogénicas o semialogenicas, 1o que resulta en un
estroma timico con células epiteliales del receptor y
células derivadas de la medula Osea provenientes
del donador; b) transplantes de ldbulos timidos; y c)
el estudio de ratones transgénicos. Con todos ellos,
fos resultados indican que se crea tolerancia a los
antigenos del MHC (tanto clase | como clase It}



expresados principalmente en las células derivadas
de la médula 6sea. Aunque esto es lo mas
frecuente, cabe destacar que también las células del
epitelio medular del timo®*®?? y subpoblaciones de
linfocitos B*4! son capaces de inducir tolerancia.

Super antigenos en la seleccién negativa.

Uno de los mecanismos propuestos de induccion
de tolerancia es la eliminacién de células T debido a
la presencia de antigenos propios.®**? En este caso,
la eliminacion de células autorreactivas dependerd
no solo de la expresion de antigenos del MHC, sino
también de un conjunto de productos génicos
codificados fuera del MHC. Estos productos,
también denominados cotolerdgenos, incluyen a los
antigenos del MIS que por ejemplo, eliminan
practicamente todas las células T VB3* {si el animal
es Mls-2a%)2 0 a las VBB. 1+ y VBB si es Mls-la+.
Se ha implicado también a otros antigenos como el
Mtv-9 (provirus enddgeno relacionado con el tumor
mamario del raton) que elimina a las células
VB5.2+.#

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+, VB8.1+, VB8.2+, VB8.3+y
otros. Esto implica que podria provocarse tolerancia
a antigenos exogenos, a través de la eliminacion
intratifica de células T reactivas.

Se ha sugerido que la induccion de tolerancia por
eliminacion de células T debido a super antigenos
propios podria ser el mecanismo mas difundido de
de determinados VBs.** Estos antigenos al eliminar a
todas las células con TCRs que expresan
componentes especificos, podrian eliminar a
algunas que de otra manera escaparian a la
induccién de tolerancia (p. ej. antigenos menores
como la proteina basica de mielina o la colagena).
Las amplias posibilidades de reaccion de los super
antigenos podria hacer suponer que, de ser
prevalentes entre las moléculas propias o ajenas,
pocas células sobrevivirian al proceso de
autotolerancia y se podria perder capacidad de
respuesta de fas células T, ya que incluso pueden
provocar la eliminacién de hasta un tercio del
repertorio de dichas células de raton.*s Sin embargo,
el que por su potencialidad autorreactiva se elimine
una gran cantidad de TCRs especificos para
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antigenos ajenos, no necesariamente resulta en un
«punto ciegos en el repertorio de T, en fa medida en
que puedan utilizarse genes alternativos cuyos
productes no tengan reactividad cruzada con
autoantigenos. Es decir, el proceso de induccién de
autotolerancia parece alterar el repertorio de genes
de TCR utilizados en respuesta a antigenos ajenos,
sin necesariamente alterar la capacidad inmune del
individuo.*

Lugar de la seleccién celular

Los linfocitos timicos maduran durante su
migracién de la regidn cortical a la medular, de
manera que los linfocitos corticales son
principalmente CD48 en tanto los medulares son

CDA4+8: o CD4-8+. Ahora se sabe que es durante

este periodo de maduracién que se dan tanto la

seleccion positiva como la negativa. Hengartner y
cols.* a través de anilisis inmuno-histoquimicos y
citofluorométricos, muestran que tanto en ratones

Mils? como en ratones Mls existe en la corteza

timica una gran cantidad de células T que expresan
V-6, pero en los animales Mls* no entran a la médula
del timo. Los autores indican que la demostracion
directa de que ciertos linfocitos T no existen en la
médula timica, pero se encuentran a niveles
normales en la corteza, es consistente con la
hipdtesis de que la eliminacién se da en la unién
cértico-medular, Estos datos también podrian indicar
que existen diversos sitios dentro de la corteza en
donde se da la eliminacién de las células
autorreactivas. Sin embargo, 1a unién cortico-
medular es rica en células dendriticas, que son las
células a las que se ha atribuido la induccién de
tolerancia.

Momento del desarrollo en que se da
la seleccion celular

£l resultado de la seleccién positiva se hace
evidente solo en etapas tardias de la maduracion
(en células que ya expresan dnicamente CD4 6
CD8),? lo que probablemente signifique que la sefal
para la seleccidn positiva se da en el momento en
que las células corticales doble positivas se
diferencian a CD4+ o CDB8+, 0 que a(n dandose
en etapas mas tempranas, solo se manifiesta hasta
ese momento, como consecuencia de que la
seleccidn positiva evitaria la hipotética muerte
programada de estas células que, de otra manera,
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correrian la misma suerte que la mayotia de los
timocitos.*?

Es decir, la seléccion positiva rescataria a ciertas }
células de uno de los mecanismos mas importantes
de la faita de seleccion y de la seleccidn negativa: la
induccién de apoptosis.’»** La sefal para la
seléccion negativa parece tener lugar en un punto
transicién entre timocitos inmaduros (con baja
resion de TCR) y timocitos maduros (con alta
resion de TCR). Diversos hallazgos muestran que
o éliminacion se ejerce sobre las células CD4+8+ y

"‘ réflierzan las sugerencias previas***? de que éstas

’éh brecursoras de las unipositivas. Asi por ejemplo,
don la utilizacion de anticuerpos monoclonales se
observd que el segmento V-17a se expresa en una
proporcidn significativa de timocitos doble positivos
de la cepa C57BR, pero estd totalmente ausente de
la poblacién de timocitos unipositivos.®* Las células
que se eliminan en esta cepa de ratones no solo son
las CD4+, sino también las CD8+ que expresan el
segmento V-17a (a pesar de que su especificidad es
a clase Il y por lo tanto esta restringida a CD4+). De
manera similar, los ratones poseedores del antigeno
Mils?, eliminan a las células CD4 VB6 (36) y VB8.1
(50) pero también eliminan a las células CD8 , a
pesar de que la reaccién con el Mls? es especifica
de células T CD4. Asimismo, la administracién
neonatal de anticuerpos monoclonales anti-CD4
evita no s6lo la eliminacion de las células CD4 VB6
en los ratones MIs?, sino también la de las células
CD8+ VB6+."S

Y aunque la sefal para la induccién de muerte
programada se da en etapas tempranas del
desarrollo, es posible que solo se manifieste hasta
etapas posteriores. Asi, se ha descrito que el timo
neonatal contiene una poblacion importante de
células CD4+, fenotipicamente maduras, con TCRs
potencialmente autorreactivos (en este caso VB6+),
que cuando se ponen en cultivo, muere
selectivamente una gran proporcién de ellas
(alrededor del 60%). En este caso, la timectomia
neonatal no aumenta la proporcion de células que
sobreviven, lo que indica que las que mueren ya
estaban programadas para ello.!

Hipdtesis en torno al proceso de
seleccion celular

Se han elaborado diversas hipétesis que buscan
explicar los mecanismos por los que las células son

seleccionadas positivamente o eliminadas del
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repertono. De ellas pueden |dent|f|carse claramente
dos prmcnpales-

1. Que la'seleccién se dar, en funcién de la afinidad
del TCR por los antigenos del MHC. Asi, se
seleccionaran positivamente todas aquellas
células con TCR que reconociera el MHC de las
células epiteliales del timo, y la célula seria
estimulada a expanderse o salvada de la muerte
programada. Un segundo paso en la seleccién
eliminaria a aquellas células con alta o mediana
afinidad por el MHC timico, sobreviviendo sélo
las de receptores de baja afinidad para el
mismo.>?® Una propuesta mas elaborada sugiere
que, en procesos independientes, una sefial débil
{reconocimiento solo de moléculas de MHC)
daria lugar a la seleccion positiva, y una fuerte
{MHC mas autoantigeno) a la negativa.” En este
caso, la ausencia de sefnal (MHC incorrecto)
también induciria muerte celular. Trabajos
recientes® apoyan fuertemente esta hipdtesis.

2. Que la seleccién celular dependeria de las células
encargadas de efectuarla: las sefales transmitidas
por las células epiteliales (responsables de la
seleccion positiva) serian distintas a las enviadas
por las derivadas de la médula 6sea
{responsables de la seleccidn negativa). Esto
podria deberse a cambios en fas moléculas del
MHC expresadas {27, 28) o a gue a sin ser
distintas, las proteinas del MHC del epitelio
timico se asociarian con una serie de péptidos,
(nicamente expresados en esas células, que
semejarian al universo de antigenos ajenos
potenciales, y las células derivadas de la médula
6sea expondrian a su vez una serie de péptidos
eliminantes diferentes de los del epitelio
timico.*¥#72%4% Asj, tanto la seleccion positiva
como la negativa se darian por interacciones del
TCR con el MHC mads antigenos propios. Como
datos en contra de esta hipotesis, cabe recordar
que tanto las células epiteliales timicas son, en
determinadas circunstancias, capaces de eliminar
clonas,?®* como las derivadas de la medula 6sea
capaces de seleccionarlas positivamente.'*®

Ademas de las dos hipotesis destacadas
previamente, existen otras explicaciones
complementarias, algunas de las cuales describimos
a continuacion:

A. Que la seleccién positiva o la negativa se darian
dependiendo de la densidad de complejos



MHC-autopéptidos.>*? Esta hipotesis propone que
la densidad de complejos MHC-autopéptidos
necesarios para la seleccién positiva es menor
que la que se requiere para la seleccion negativa
o para la activacion de los linfocitos periféricos.
De esta manera, sdlo aquellos autopéptidos que
se encuentran en concentraciones
suficientemente altas inducirian eliminacion fisica
o anergia clonal. Los demas autopéptidos unidos
al MHC de las células epiteliales corticales no
alcanzarian concentraciones suficientes para
inducir eliminacién o anergia, pero tampoco para
estimular la activacién de la células periféricas,
por.lo que serian seleccionadas positivamente. El
repertorio asi formado seria inocuo en
condiciones fisiologicas.

B. Que la seleccion dependeria del estado de
desarrollo de los timocitos {54-56). Es decir que,
durante el desarroilo de las células T, diferencias
en el estado de asociacion del TCR al CD3
generarian sefales intracelulares distintas al
ocuparse el receptor (ver Fig. 1). Asi, los autores
definen tres fases del complejo TCR-CD3:5%% a)
En aproximadamente la mitad de los timocitos
inmaduros, la fijacion del ligando al TCR no
induce movilizacién de Ca?* y no provoca la
muerte celular {seleccion positiva),
probablemente por una disociacién funcional
entre el TCR y el CD3 {54, 56), o por una
alteracién de este Gltimo,5 b) En la otra mitad de
los timocitos inmaduros, la fijacién del ligando se
induce la movilizacidn de Ca?, y lleva a una
rapida eliminacion de la célula (seleccion
negativa), ¢) En las timocitos maduros, la
ocupacion del TCR conduce a su activacion. En
estos casos también hay movilizacion de Ca?,
aunque se acompaia de activacién de la proteina
cinasa C (PKC). Esto es importante ya que la
miterte celular inducida a través del CD3 es por
apoptosis, que es un fenémeno dependiente de
un aumento temprano y sostenido de la
concentracion de Ca* intracelular. Sin embargo,
es posible que en las céfulas maduras la
activacién de la PKC evite la apoptosis, a pesar
de la movilizacion de Ca?*.5

Aunque todavia falta desentraiar por completo
los mecanismos a través de los que se seleccionan
los finfocitos T que finalmente forman el repertorio
de un individuo, es de esperarse que un
entendimiento mds completo de este proceso
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pueda contribuir en un futuro proximo 3 una méjor
comprensién y manejo de diversos procesos '
patolégicos entre los que destaca la autoinmunidad.

De hecho, ya existén distintos grupos que estudian

el repertorio de TCR, tanto en circulacion como en

tejidos danados, de pacientes con diversas Csﬂ‘m
patologias. autoinmunes.? Estudios de este tipo') 7
podrian también influir en el manejo de los
problemas presentados, por ejemplo, por el
transplante de 6rganos.

INSTIVTO-N- |
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Antigenos menores estimuladores de linfocitos

(Mls, por sus siglas en inglés). En ratén se han
descrito estos antigenos que pueden inducir
reacciones entre linfocitos y que se encuentran
fuera del MHC., Estan codificados en diversos loci
con dos alelos cada uno, de los 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 locus génico se le ha asignado un nimero
arabigo, por lo que una cepa de ratones puede ser
por ejempio Misda o Mis-ib (60).

Apoptosis. Muerte celular programada, en
oposicion a necrosis o muerte accidental, Se *
caracteriza por disminucién del tamaio celular,
colapso nuclear, y ruptura de la cromatina a
fragmentos nucleosomicos.*!

Complejo principal de histocompatibilidad
{MHC). Es un conjunto de génes que se encuentra
en el cromosoma 6 del humano y en el 17 del ratén.
Juega un papel importante en {a inmunidad: codifica
para antigenos de histocompatibilidad (o de
reconocimiento intercelular) y participa en la
regulacién de la respuesta inmune. Codifica entre
otras cosas para las llamadas moléculas clase | y
clase i, Las moléculas clase | se expresan en casi
todas las células, y son altamente polimérficas. Se
han descrito loci que las codifican: HLA-A, HLA-B y
HLA-C en el humano, y H-2K, H-2D y H-2L en el
raton. Las moléculas clase Il se expresan
principalmente en las células del sistema inmune
(linfocitos B, macréfagos, células de Langherhans,
células dendriticas, epitelio timico y linfocitos T
activados). En el humano se han descrito tres loci:
DP, DQ y DR; en el raton dos: |-A e LE.2

Superantigenos. E C son un conjunio de
antigenos proteicos que al asociarse con
determinados productos del MHC crean ligandos
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_ que se unen con pricticamente 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 linea

germinal. La introduccion de genes de un TCR con

especificidad conocida para MHC y para antigeno,

inhibe el rearreglo de los genes enddgenos de TCR
debido al fendémeno llamado exclusion alélica, de

manera que una gran proporcion de timacitos
expresa exclusivamente el TCR transgénico.”
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