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RESUMEN 

 

La cisticercosis murina causada por Taenia crassiceps puede 

desarrollarse en la naturaleza tras la ingestión de huevos producidos 

por la forma adulta del parásito. Para estudiar las estrategias que 

permiten al parásito evadir el sistema inmune del huésped, en el 

presente trabajo se evaluaron los mecanismos de acción de las 

células T reguladoras en ratones hembra de 4 a 5 semanas de edad 

de la cepa C57BL/6, infectados con cisticercos de T. crassiceps. La 

cepa no es susceptible a la infección. 

Se formaron dos grupos de ratones; grupo I: infectado, cada 

ratón fue inoculado por vía intraperitoneal con 20 cisticercos. Grupo 

II: sin infectar, se empleó como control. Posteriormente, a diferentes 

tiempos de infección (5, 30, 90 y 130 días) se determinó el nivel de 

células T reguladoras en el peritoneo, los ganglios mesentéricos, las 

placas de Peyer y el bazo. Paralelamente se evaluó la capacidad de 

proliferación de células del bazo, las cuales fueron estimuladas con 

concanavalina A (conA) y antígenos de T. crassiceps. 

Con los resultados obtenidos pudo observarse que los 

porcentajes de T reguladoras fueron similares entre ambos grupos en 

el sitio de instalación del parásito. Al mismo tiempo, se observaron 

niveles similares de proliferación en ambos grupos cuando las células 
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se estimularon con ConA. Los antígenos específicos de cisticerco no 

indujeron proliferación de células T efectoras ni de T reguladoras. 

Adicionalmente, se evaluó la expresión genética de las 

moléculas de carácter supresor de las células T reguladoras: CTLA-4, 

FOXP3, LAG-3, granzima A, granzima B, CD4 Y CD25. El análisis de la 

expresión de cada gen con respecto al gen constitutivo de β-actina 

muestra que los genes de las moléculas que caracterizan a las células 

T reguladoras (CD25 y FOXP3) en ratones infectados no aumentan 

significativamente con respecto de los controles a lo largo de la 

infección. Por otra parte, en los genes de moléculas supresoras de 

membrana se encontró que el CTLA-4 se aumenta significativamente 

a los 90 días, y el LAG-3 los 30 días. Con respecto a los genes de las 

moléculas solubles, se observó que no hay aumento de expresión de 

granzima A ni de granzima B, mientras que en los genes de la 

perforina se observa un aumento significativo a los 5 y 30 días. 

En resumen, la resistencia a la infección causada por el 

cisticerco de Taenia crassiceps en ratones hembra de la cepa C57BL/6 

no está asociada con la presencia de células T reguladoras. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La teniasis y la cisticercosis, enfermedades ocasionadas por el 

parásito intestinal Taenia solium, son problemas de salud pública en 

países como México y Brasil. Ambos padecimientos prevalecen tanto 

en áreas urbanas como rurales, en donde se asocian con prácticas 

tradicionales de crianza de cerdos, malas condiciones sanitarias e 

higiénicas, ignorancia y pobreza (Sarti et al., 1997). La invasión en el 

cerebro humano por el metacéstodo de T. solium causa 

neurocisticercosis, la enfermedad parasitaria más frecuente en el 

sistema nervioso central (Rossi et al., 2000). 

 

Por otra parte, la cisticercosis murina es causada por la forma 

larvaria de Taenia crassiceps, la cual se reproduce generalmente en 

la musculatura, los tejidos subcutáneos, la cavidad peritoneal y el 

espacio pleural de diversos roedores (Hoberg et al., 1999). Este 

cisticerco infecta ratones de forma natural, y se le utiliza 

ampliamente como modelo experimental por su cercanía filogenética 

con T. solium. 

 

En el laboratorio, el modelo murino se ha adoptado como 

alternativa para el estudio de la cisticercosis causada por T. solium, 

ya que es de fácil reproducción y manejo, por lo que ha permitido 
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entender y definir los factores biológicos y genéticos que afectan la 

susceptibilidad y la resistencia a esta enfermedad (Ostoa-Saloma et 

al., 2009). 

 

Ciclo de vida 

 

El céstodo Taenia crassiceps se aloja en el lumen intestinal de su 

huésped definitivo, que consiste en zorros y otros cánidos (Ostoa-

Saloma et al., 2009). El ciclo de vida del parásito comienza cuando el 

huésped definitivo (zorro) ingiere cisticercos vivos al momento de 

comer al huésped intermediario (ratón). La tenia adulta se aloja en el 

intestino del huésped. Está compuesta por una cabeza, un cuello y un 

estróbilo, que es el conjunto de proglótidos unidos entre sí en forma 

de cadena; los proglótidos grávidos se encuentran en las heces del 

huésped definitivo, y contienen los huevos del parásito, que se 

liberan al ambiente. Los roedores, que son los hospederos 

intermediarios naturales, ingieren dichos huevos, y cuando éstos 

eclosionan producen larvas con forma de quistes (metacéstodos, 

cisticercos) en el peritoneo y el espacio subcutáneo. El ciclo se cierra 

cuando el huésped definitivo ingiere al huésped intermediario 

(Heldwein et al., 2006). 
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FIGURA 1. Ciclo de vida de Taenia crassiceps 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En ocasiones, los seres humanos sirven como huéspedes 

intermediarios accidentales cuando consumen alimentos o agua 

contaminados con heces de cánidos o felinos infectados. En los 

humanos, los metacéstodos se desarrollan en el tejido subcutáneo y 

dentro del tejido muscular (Heldwein et al., 2006). 
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http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http://www.barrameda.com.ar/animales/images/zorromal.JPG&imgrefurl=http://www.taringa.net/posts/info/3987774/Perro-Yagan-el-unico-perro-domesticado-de-un-zorro.html&h=235&w=300&tbnid=CqyPqKbgb8ZNIM:&zoom=1&docid=lGvZ92d4dcheLM&ei=pQX-U7ODD8jA8QGC0IHwBQ&tbm=isch&ved=0CA8QMygHMAc4rAI&iact=rc&uact=3&dur=732&page=28&start=304&ndsp=9
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Susceptibilidad a la infección en diferentes cepas de roedores 

 

La susceptibilidad del hospedero y la intensidad de la cisticercosis 

murina dependen de factores genéticos, sexuales y anatómicos 

(Sciutto et al., 1995). 

 

Se ha descrito que la cepas congénicas de ratones difieren en la 

susceptibilidad a la infección por T. crassiceps, y se ha observado que 

la cepa BALB/cAnN es la cepa más susceptible, mientras que 

C57BL/6J es relativamente resistente (Sciutto et al., 1995). 

 

Igualmente, dentro de una misma línea genética existen 

diferencias. Tal es el caso de las cepas BALB/cAnn y BALB/cJ, las 

cuales son genéticamente muy similares pero difieren en varios 

fenotipos, incluyendo la expresión del antígeno Qa-2. Este antígeno 

es una molécula no-clásica del complejo mayor de 

histocompatibilidad I (MHC) codificada por cuatro genes (Q6 a Q9) y 

situada de forma telomérica a los loci H-2D. En los ratones BALB/cJ 

(Qa-2low) se expresa la proteína Qa-2 de manera disminuida, debido a 

que sólo tiene activos los genes Q6 y Q7, ya que los Q8 y Q9 se han 

fusionado, lo que resulta en un gen Q8/Q9d inactivo. Por otro lado, la 

cepa BALB/cAnn (Qa-2null) no expresa la proteína Qa-2 debido a una 
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deleción adicional de ADN genómico entre los genes Q6 y Q7, lo que 

conduce a su inactivación (Fragoso et al., 1998). 

 

Por otra parte, las diferencias en la susceptibilidad observadas a 

la infección ocasionada por T. crassiceps entre cepas podrían estar 

vinculadas con genes relacionados con el H-2, que afectan el 

crecimiento del parásito en ratones. En diversos estudios se 

observaron diferencias significativas en el grado de la parasitosis 

entre ratones que llevan el haplotipo H-2d (BALB/cAnn y DBA/2), que 

fueron los más susceptibles, y ratones con los haplotipos H-2b 

(BALB/B, C57BL/6J y C57BL/10J) o H-2k (BALB/K, C3H/HeJ y 

C3H/FeJ), que eran relativamente resistentes (Fragoso et al., 1998). 

 

Respuesta inmune 

 

El sistema inmunológico es capaz de detectar, inactivar y destruir 

moléculas potencialmente patógenas, propias o ajenas. Así, cuando 

un patógeno entra en un organismo inmunológicamente competente 

se inicia una respuesta inmunológica específica, que en la mayoría de 

las ocasiones culmina con la destrucción del invasor (Chavarría et al., 

2006). 
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El cisticerco de T. crassiceps expresa un conjunto muy extenso 

de antígenos, y cada uno de ellos tiene la capacidad de inducir una 

respuesta inmunológica de características particulares. Este parásito 

tiene una participación crítica en el desencadenamiento y el tipo de 

respuesta inmunológica específica inducida (Chavarría et al., 2006). 

 

Se sabe que la primera línea de defensa contra los parásitos, al 

igual que con otros patógenos, es el sistema inmune innato. Éste 

consiste en familias de moléculas como las proteínas séricas y los 

receptores de superficie celular e intracelular, conocidos como 

receptores de reconocimiento de patrones; estos últimos, entre otras 

acciones, reconocen estructuras moleculares genéricas asociadas con 

los diferentes grupos de agentes patógenos, y movilizan a 

macrófagos y granulocitos, los cuales liberan proteínas 

antimicrobianas y metabolitos reactivos; también movilizan células 

dendríticas, las cuales a su vez activan a los linfocitos del sistema 

inmune adaptativo e inducen la proliferación de células T y B 

productoras de anticuerpos que reconocen específicamente al 

parásito (Maizels et al., 2009). 

 

Los mastocitos y fundamentalmente los eosinófilos actúan de 

manera complementaria en la eliminación y destrucción del parásito. 

Cabe señalar que aunque estas células son inespecíficas, su acción 
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frente a los helmintos requiere la ayuda de mecanismos específicos, 

básicamente de las IgE (Doménech et al., 2008). 

 

No obstante, la respuesta innata parece ser poco efectiva en el 

control de las infecciones por helmintos, y se ha demostrado 

resistencia a la actividad lítica del complemento, ya que son 

organismos demasiado grandes para ser fagocitados, y sus gruesos 

tegumentos impiden el daño por las enzimas de neutrófilos y 

macrófagos (Gutiérrez et al., 2006). Además, algunos parásitos 

pueden activar la vía alterna del complemento, y aunque la 

fagocitosis no suele ser eficaz, los fagocitos pueden secretar 

sustancias microbicidas sobre la superficie del parásito. 

 

Por otro lado, en la inmunidad adaptativa durante la fase 

aguda, la respuesta se inicia con el reconocimiento y el 

procesamiento de antígenos de los helmintos por parte de las células 

presentadoras de antígeno, las cuales son reconocidas por los 

linfocitos y se da una progresión hacia una respuesta de tipo Th2, con 

reclutamiento y activación de eosinófilos y producción de IgE 

(Gutiérrez et al., 2006). 

 

En el modelo de cisticercosis por T. crassiceps en el ratón, 

durante los estados iniciales de la infección se observa una respuesta 
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inmune clara pero transitoria Th1, que se distingue por los niveles 

elevados de IL-2, IFN-γ, reacciones de hipersensibilidad tardía y 

anticuerpos de subclase IgG2a, asociados con una reproducción 

reducida del parásito. A medida que la infección progresa se nota una 

respuesta enérgica y sostenida de tipo Th2, caracterizada por niveles 

elevados de IL-4, IL-6, IL-10 y anticuerpos de clase IgG2b e IgG1, 

que a su vez se relaciona con un incremento de la reproducción del 

parásito. Se cree que la reproducción progresiva del parásito podría 

explicar su residencia prolongada durante la infección crónica en 

ratones Balb/C (Rosales et al., 2009). 

 

Además de esta respuesta tipo Th2, la infección por T. 

crassiceps se asocia con una serie de eventos inmunomoduladores, 

incluyendo la inducción de macrófagos de tipo M2 y la inhibición de la 

proliferación de células T (Espinoza et al., 2010). 

 

Evasión inmune 

 

Los parásitos son capaces de sobrevivir en el huésped por largo 

tiempo, utilizando diferentes mecanismos de evasión. Uno de los 

mecanismos por los cuales el parásito es capaz de evadir la respuesta 

inmune es la generación de nuevas proteínas y su variación entre las 

fases larvaria y adulta; la variación de los antígenos expresados 
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durante las diferentes etapas del ciclo de vida del parásito hace más 

probable la evasión de la respuesta inmune, facilitando el 

establecimiento de la infección (Riffkin et al., 1996). 

 

Algunas estrategias de evasión utilizadas por el parásito 

interfieren con la modulación de la respuesta inmune sistémica en su 

beneficio. Se han reportado varios mecanismos de evasión, como el 

cambio en la respuesta de tipo Th1 hacia una respuesta de tipo Th2, 

la supresión de la respuesta de las células T y B, el mimetismo de las 

proteínas del parásito con las del huésped para engañar a la 

respuesta inmune, e incluso el uso de citocinas como factores de 

crecimiento del parásito (Riffkin et al., 1996). 

 

Uno de los antígenos más importantes del parásito es el 

antígeno B o paramiosina, la cual tiene la propiedad de unirse al C1q 

e inhibir la cascada del complemento. Éste probablemente se une al 

C1q a través de sus dominios tipo colágena, y podría relacionarse con 

una estrategia parasitaria para modular la respuesta inmune del 

huésped. Se ha propuesto que la paramiosina es responsable del 

reducido infiltrado inflamatorio que se observa alrededor de los 

cisticercos, pues éstos mantienen una relación de equilibrio con el 

huésped. Por su parte, en T. crassiceps se ha reportado un receptor 

para Fc asociado a su superficie tegumentaria, que tiene una similitud 
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de 87.5% con la paramiosina de T. solium. Se ha propuesto que esta 

paramiosina inhibe la vía del complemento en la interfaz huésped-

cisticerco; es decir, que desempeña un papel inmunomodulador de la 

respuesta del huésped (Solís et al., 2004). 

 

Esta paramiosina tiene además propiedades similares a las 

fibronectinas, por lo que puede asociarse con la colágena del cerdo y 

el humano, y tiene la capacidad de dirigir las células que promueven 

el fenómeno inflamatorio alrededor del parásito (Chavarría et al., 

2006). 

Una de las estrategias más sutiles empleadas por parásitos y 

otros patógenos para evadir la respuesta inmune consiste en modular 

directamente la intensidad y la eficacia de la respuesta inmunitaria 

del huésped. Los patógenos inducen células T reguladoras (Treg), las 

cuales suprimen la capacidad de montar respuestas específicas hacia 

ellos (Maizels et al., 2009). 

 

 

Células T reguladoras 

 

Recientemente se ha estudiado el papel de las células T reguladoras 

en infecciones parasitarias. Estas células comprenden de 5 a 10% de 

las células CD4+ en la sangre periférica de ratones, y su función 
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principal es controlar la respuesta inmune por medio de la supresión 

de la proliferación, evitando así el daño colateral del tejido por la 

misma respuesta (Cruz et al., 2010). Si bien estas células pueden 

ayudar a limitar el daño tisular causado por respuestas inmunológicas 

intensas contra patógenos, también son capaces de limitar la 

magnitud de la respuesta inmune, lo cual puede provocar una 

respuesta fallida a la infección. Las Treg pueden activarse por 

infección y por los productos derivados de ella (Jaramillo et al., 

2006). 

 

Las células T reguladoras son una población de linfocitos T con 

un fenotipo característico CD4+, CD25+ y Foxp3. Se han descrito dos 

poblaciones de Treg: 1) células Treg naturales, las cuales expresan 

constitutivamente el receptor de IL-2 o cadena CD25; se producen en 

el timo y dependen de la expresión del factor de transcripción Foxp3, 

regulando la respuesta autoinmune y suprimiendo respuestas 

patológicas inflamatorias como respuesta a antígenos no-propios, y 

2) células Treg inducidas o adaptativas, producidas a partir de 

linfocitos T naive (vírgenes) durante un proceso inflamatorio; las 

citocinas circundantes y el medio inflamatorio inducen a los linfocitos 

T a adoptar las características de células T reguladoras. Éstas 

suprimen negativamente la función de las células T activadas a través 
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de la secreción de citocinas tales como IL-10 (Tr1) y TGF-β (Th3) 

(Rojas et al., 2010). 

 

Mecanismos de acción 

 

Los mecanismos de supresión utilizados por las células T reguladoras 

son diversos, y dependen del medio y del tipo de respuesta inmune 

producida. 

 

 

Supresión mediada por citocinas inhibitorias 

 

Se ha sugerido que las citocinas inhibitorias, como el TGF-β, la IL-10 

y la IL-35 son agentes activos en la función efectora de las Treg. 

 

IL-10 es una importante citocina inmunorreguladora. Secretada 

por una gran cantidad de células del sistema inmune (monocitos, 

células dendríticas y células T reguladoras), se le han atribuido 

propiedades antiinflamatorias. Esta citocina, producida por las células 

Treg, disminuye la expresión de moléculas coestimuladoras en las 

células dendríticas, lo que induce un estado tolerogénico en ellas y 

suprime los linfocitos T activados (Guzmán-Flores et al., 2013). 

Asimismo, inhibe la maduración de las células dendríticas, lo que 
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conlleva a la reducción del MHC clase II y reduce la liberación de 

citocinas proinflamatorias producidas por los mastocitos (Taylor et 

al., 2006). 

 

Por otro lado, el TGF-β es una importante citocina pleiotrópica, 

con potentes propiedades inmunorreguladoras; es esencial para el 

mantenimiento de la tolerancia inmunológica en las células T CD4+. 

Además, el TGF-β suprime la respuesta antígeno-específica de células 

Th1 y Th2, y está asociado con la expresión de CTLA-4 en las células 

T (Taylor et al., 2006). El rol principal del TGF-β es la inducción de 

más células Treg. 

 

Recientemente se describió otra citocina inhibitoria, llamada IL-

35, expresada por células Treg. Según diversos estudios, parece 

actuar como una molécula antiinflamatoria mediante la inhibición de 

la proliferación de las células T activadas. 

 

También se ha sugerido que la IL-35 puede suprimir el 

desarrollo de las Th17 in vivo (Hamza et al., 2010). 
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Supresión mediada por citólisis 

 

La citólisis por la secreción de granzimas y perforinas se ha descrito y 

estudiado ampliamente en células NK y CD8+ citotóxicas. Sin 

embargo, los linfocitos Treg también exhiben actividad citotóxica 

(Rojas et al., 2010). Varios estudios han demostrado que las células 

Treg adaptativas expresan cantidades importantes de granzima B y 

desarrollan una actividad lítica dependiente de perforinas (Siachoque 

et al., 2011). 

 

El proceso se inicia cuando la Treg libera los gránulos que 

contienen las granzimas y perforinas. La perforina se polimeriza y 

forma un poro transmembranal en la célula T efectora, que permite el 

ingreso de la granzima B al interior de la célula (Fuster-Lluch et al., 

2004). Posteriormente, la granzima B actúa sobre la procaspasa 3 y 

la 10, hidrolizándolas; la caspasa 3 es responsable de la escisión de 

proteínas celulares clave, como las proteínas del citoesqueleto, que 

conduce a los cambios morfológicos observados en las células 

sometidas a apoptosis (Fuster-Lluch et al., 2004). Por otro lado, la 

granzima B también ejerce efecto sobre la procaspasa 8, la cual 

media la degradación de BID (miembro de la familia Bcl-2), lo que 

resulta en su traslado hacia la mitocondria y la liberación del 

citocromo C. La escisión de la procaspasa 8 ocasiona un gran 
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aumento la actividad del BID, y su translocación a la mitocondria 

promueve la salida del citocromo C. Una vez que el citocromo C se ha 

sido liberado en el citosol es capaz de interactuar con una proteína 

llamada Apaf-1. Esto conduce al reclutamiento de la procaspasa 9 en 

un complejo multiproteínico con citocromo C, Apaf-1 y ATP llamado 

apoptosoma. El apoptosoma tiene efecto en la procaspasa 3, 

activándola a caspasa 3 y causando la apoptosis (Fuster-Lluch et al., 

2004). 

 

Supresión por disrupción metabólica 

 

Este mecanismo de disrupción depende del aumento exponencial del 

marcador CD25 en la superficie de la célula Treg. La expresión 

constitutiva de CD25 por células T reguladoras les da una ventaja 

competitiva inicial para el consumo de IL-2 sobre las células T naive, 

que expresan el CD25 sólo después de la estimulación de su TCR. En 

efecto, las células Tregs claramente privan a las células T efectoras 

de IL-2 en cultivos in vitro. Se ha demostrado que la competencia 

mediada por las células Treg por los factores de crecimiento conduce 

a la apoptosis de células efectoras por la privación de esta citocina. 

Se ha demostrado que el mediador de la muerte apoptótica es el 

mediador de muerte celular Bcl-2 (Sojka et al., 2008). 
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Una vía inhibitoria interesante para las células Treg es la 

modulación del monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) en las 

células blanco. La elevación de los niveles del AMPc se ha asociado 

con la inhibición de la proliferación celular y la diferenciación de los 

linfocitos, y además causa la inhibición selectiva en la expresión de 

genes de citocinas, incluyendo IL-2 e interferón gamma, en parte a 

través de la cinasa A (PKA), bloqueando la actividad del factor 

nuclear κB (NF-κB) o la activación del represor transcripcional ICER 

(represor inducible temprano del AMPc). Evidencias recientes indican 

que las Tregs pueden aumentar los niveles de AMPc en las células 

blanco a través de al menos dos mecanismos: directamente por la 

entrega de AMPc, e indirectamente por la generación local de 

adenosina (Sojka et al., 2008). 

 

Supresión mediada por la modulación de la maduración y la 

función de las células dendríticas 

 

Se ha demostrado una interacción célula-célula entre las Treg y las 

CPA. Esta interacción atenúa la activación de los linfocitos T efectores 

por parte de la CPA, en un proceso donde se involucraría a la 

molécula inhibitoria CTLA-4, expresada constitutivamente en las Treg 

(Rojas et al., 2010). 
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El CTLA-4 es una molécula expresada en la superficie de las 

Treg y se han descrito dos mecanismos para mediar la inhibición de 

las respuesta de los linfocitos T (Siachoque et al., 2011). 

 

Entre otras funciones posibles, CTLA-4 interactúa con el CD80 y 

CD86 en la CPA y traduce una señal coestimuladora a las Tregs, 

activándolas y generando la cascada supresora. En otro mecanismo 

potencial, el CTLA-4 podría generar una supresión directa, porque 

fomentaría la inducción y activación de la enzima indolamina 2-3 

dioxigenasa (IDO) en la CPA al interactuar con CD80 y CD86. La IDO 

cataliza la conversión de triptófano en kiunurenina y otros 

metabolitos, los cuales tienen efecto inmunosupresor en el ambiente 

local de las CPA a través de un mecanismo citotóxico, o posiblemente 

induciendo la generación de Tregs de novo a partir de células CD25- 

CD4+ (Rojas et al., 2010). 
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FIGURA 2. Mecanismos de acción de las células Treg. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En la cisticercosis murina experimental causada por Taenia crassiceps 

participan factores genéticos, sexuales, inmunes y anatómicos. Se ha 

observado que el parásito parece evadir la respuesta inmune del 

hospedero para establecerse en éste. El modelo murino ha permitido 

definir los factores biológicos que participan en la modulación de la 

respuesta inmune en infecciones por céstodos. Se cree que uno de 

los mecanismos por los cuales el parásito controla la respuesta 

inmune del huésped involucra a las células T reguladoras. Como se 

ha demostrado en otras parasitosis, incluyendo la cisticercosis 

ocasionada por T. solium, los parásitos promueven la diferenciación 

de células T reguladoras para crear un microambiente propicio que 

favorezca su establecimiento y crecimiento. Se ha demostrado que la 

cepa C57BL/6 es resistente a la infección, por lo que el sistema 

inmune podría estar limitando la instalación y supervivencia del 

parásito. Sin embargo, aún se desconoce la implicación de las células 

Treg en la resistencia a la infección. 

 

En nuestro laboratorio se observó anteriormente que en la cepa 

de ratones BALB/caNn, susceptible a la infección, las Tregs aumentan 

durante la infección del cisticerco de T. crassiceps, y éstas pueden 

estar modulando la respuesta inmune a través de diferentes 
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mecanismos: por moléculas supresoras de membrana como CTLA-4 y 

LAG-3, asociadas con el mecanismo de supresión por su interacción 

célula-célula con la CPA, y por moléculas supresoras solubles como 

granzima A, granzima B y perforina, asociadas con el mecanismo de 

citólisis de células efectoras. 

 

Sin embargo, aún se desconoce la implicación de las células 

Tregs en la resistencia a la infección en la cepa C57BL/6. 

 

Por ello, el presente trabajo pretende determinar el rol de las 

células Treg en el establecimiento del parásito y la progresión de la 

infección en ratones hembra de la cepa C57BL/6. 
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HIPÓTESIS 

 

Las células T reguladoras están modulando la respuesta inmune 

efectora de forma homeostática, sin favorecer el crecimiento del 

parásito. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el papel de las células T reguladoras durante la infección 

del cisticerco de Taenia crassiceps en ratones hembra C57BL/6. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

Infectar ratones hembra de la cepa C57BL/6 con cisticercos de Taenia 

crassiceps por vía intraperitoneal. 

 

Determinar los porcentajes de células T reguladoras (CD4+, CD25+ y 

FOXP3) a diferentes tiempos de infección (5, 30, 90 y 130 días) y en 

los diferentes compartimientos (peritoneo, placas de Peyer, bazo y 

ganglio mesentérico). 

 

Correlacionar los porcentajes de células Treg con la cantidad de 

cisticercos en el peritoneo a diferentes tiempos de infección. 

 

Analizar la proliferación de células de bazo cuando son estimuladas 

con antígenos específicos del parásito y con antígenos inespecíficos 

(concanavalina A). 
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Determinar las moléculas con carácter supresor implicadas en los 

mecanismos de regulación de Tregs. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Material biológico 

 

Se emplearon ratones hembra de la cepa C57BL/6, de 4 a 5 semanas 

de edad. 

Los ratones fueron adquiridos y mantenidos en el Instituto de 

Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Se formaron dos grupos, con 

48 ratones cada uno: el grupo A fue el grupo control (no infectado), y 

el grupo B fue el infectado. 

 

Se realizó la infección por vía intraperitoneal, con 20 cisticercos 

de 2 a 3 mm de diámetro por ratón. 

 

Obtención de células de los diferentes órganos 

 

Se sacrificaron 12 ratones de cada grupo mediante una cámara de 

CO2 a los 5, 30, 90 y 130 días postinfección. 

 

Para la obtención de células del peritoneo se realizó un lavado 

con 10 mL de PBS. Posteriormente se extrajeron los siguientes 

órganos: bazo, ganglio mesentérico y placas de Peyer. 
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Para la obtención de las células de bazo, dicho órgano se colocó 

en una caja de Petri con PBS 1X, se maceró para obtener células en 

suspensión y se realizó la lisis de eritrocitos, para lo cual se utilizaron 

2 mL de solución de cloruro de amonio al 1% durante 10 minutos, 

seguido de un lavado con PBS 1X y centrifugación a 1500 rpm 

durante 5 min. 

 

Para la obtención de las células de ganglio y placas de Peyer se 

hizo una digestión con 1 mL de solución de colagenasa y DNasa 

durante 10 min. Posteriormente los órganos se maceraron para la 

obtención de las células y finalmente se centrifugaron a 1500 rpm por 

5 min. 

 

Linfoproliferación in vitro 

 

Se obtuvo el bazo de cada ratón en cada grupo estudiado. 

Posteriormente el órgano se maceró para obtener las células y se 

realizó la lisis de los glóbulos rojos empleando una solución de cloruro 

de amonio al 1%. Se contaron las células para resuspender 107 

células en 1 mL de PBS al 10% de suero fetal bovino, y se marcaron 

intracelularmente con CFSE (carboxifluoresceína diacetatosuccinimidil 

éster) a una concentración de 5 µM. Posteriormente se incubaron a 

37 °C por 5 minutos, se realizaron tres lavados con 15 mL de medio 
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RPMI 10% suero fetal bovino seguidos de centrifugación a 1200 rpm 

durante 10 min. 

 

Las células marcadas se estimularon con concanavalina A 

(ConA), 5 µg/mL (Sigma, St. Louis, Missouri) o con Ag total de T. 

crassiceps (10 µg/mL). Para cada condición se utilizaron 105 células, 

empleando 200 µL del medio RPMI 1640 (Gibco BRL, Grand Island, 

New York) suplementado con antibiótico (1%), 2-mercaptoetanol 

50 µM (Sigma-Aldrich) y suero fetal bovino (10%) (Gibco). 

 

Las muestras se incubaron por 4 días a 37 °C. Al cuarto día se 

recuperaron las células y se marcaron con anticuerpos (fenotipo de 

células Treg) para identificar la población proliferativa. La adquisición 

de la proliferación celular se realizó en el equipo FACScalibur, y para 

el análisis se empleó el software Cytometer Cell Quest (Becton 

Dickinson). 

 

Fenotipo de células T reguladoras 

 

Para realizar la determinación del fenotipo de las células Tregs se 

emplearon 106 células de peritoneo, bazo, placas de Peyer y ganglio 

mesentérico. Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales 

para marcaje extracelular: mouse anti-CD4 (isotype Rat IgG2a k) 



29 

 

Percp y mouse anti-CD25 (isotype IgG1) APC. Las células se 

incubaron con los anticuerpos durante 30 min a 4 °C. Las células se 

incubaron con solución de permeabilización por una noche. Al día 

siguiente se lavaron y se realizó el marcaje intracelular con anti-

Foxp3 (isotype IgG2a, k) PE. 

 

Todos los anticuerpos usados fueron adquiridos de 

eBioscienceMR (San Diego, California) y se emplearon a la 

concentración recomendada por el fabricante. La adquisición de las 

muestras se realizó en el citómetro FACScalibur y los datos se 

analizaron con el software Cytometer Cell Quest (Becton Dickinson). 

 

RT-PCR 

 

Para observar la expresión de los genes de las moléculas con carácter 

supresor en las células T reguladoras se realizó la extracción de RNA 

de las células de peritoneo mediante el reactivo Trizol Gibco BRL; se 

emplearon 5 × 107 células en 1 mL de Trizol. 

 

La concentración de RNA se midió en el equipo Epoch BioTeK® a 

260 nm. El cDNA se obtuvo mediante la técnica de retrotranscripción 

utilizando 1 µg de ARN más 1 µL de DNasa libre de RNasa buffer 10X 

y 1 µL de RNasa libre de DNasa (InvitrogenTM), incubando a 37 °C por 
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30 min en el termociclador Corbett Research modelo CG1-96 para 

eliminar el DNA genómico. 

 

Posteriormente, para detener la reacción se adicionó 1 µL de 

Stop Solution y se incubó a 65 °C por 10 min. Después se realizó la 

RT bajo las siguientes condiciones: se adicionó 1 µL de oligo dT y 

1 µL de dNTP mix (InvitrogenTM); se llevó a 65 °C por 5 min y se 

adicionaron 4 µL de first strand buffer 5X, DTT y 2 µL de RNasa out 

(InvitrogenTM); se incubó a 42 °C por 2 min y se añadió 1 µL de 

enzima SuperscriptTM II transcriptase reverse (InvitrogenTM); 

posteriormente se incubó a 42 °C por 50 min y a 70 °C por 15 min. 

 

El PCR se realizó en un volumen final de 50 µL agregando buffer 

PCR 10X (5 µL), 50 mM MgCl2 (1.5 µL), 10 mM dNTP (1 µL), 

Platinum® Taq (0.2 µL), 3 µL de cDNA, H2O y los primers (Tabla 3) 

con las siguientes condiciones. Para FOXP3: 95 °C por 30 s, 35 ciclos 

de 95 °C por 15 s, 54 °C 20 s, 72 °C por 20 s, y se finalizó con 72 °C 

por 1 min. Para todos los demás: 95°C por 5 min y 40 ciclos de 95 °C 

por 1 min, 60 °C por 1 min, 72 °C por 1 min. Los productos de PCR 

se observaron en un gel de agarosa al 1.5%, revelados con Gel Red y 

visualizados y analizados en el equipo Minibis Pro, software v. 2.7.0. 
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TABLA 3. Primers empleados para la determinar la expresión de los 

genes de moléculas supresoras. Se muestran la secuencia, la 

temperatura media de alineación y el peso molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

Gen Primer F 
5´-3´ 

Primer R 
5´-3´ 

TM 
(°C) 

Pes
o 
(pb) 

Referencia 

 
CD4 

 
GAGAGTCAGCGGAGTTCTC 

 

 
CTCACAGGTCAAAGTATTGTTG 

 
60 

 
329 

 
Vremec, et al., 
2000 
 

 
FOXP3 

 
GGCCCTTCTCCAGGACAGA 

 
GCTGATCATGGCTGGGTTGT 

 
60 

 
112 

 
Kameshwar et al., 
2004 
 

 
PERFORINA 

 

 
GCCTGGTACAAAAACCTCCA 

 
AGGGCTGTAAGGACCGAGAT 

 
60 

 
172 

 
Kitaura, et al, 
2011 
 

 
B-ACTINA 

 

 
GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA 

 
CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC 

 

 
60 

 
450 

 
Vremec, et al., 
2000 
 

 
LAG-3 

 
ATGATTGCTAGTCCCTCAGG 

 

 
TGGATGCTACAGGTGTAGG 

 
59 

 
491 

 
Diseñados 

 
GRANZIMA 

A 
 

 
AGACCGTATATGGCTCTACT 

 
CCCTCACGTGTATATTCATC 

 
59 

 
218 

 
Revell. et al., 
2011 
 

 
GRANZIMA 

B 
 

 
ATCAAGGATCAGCAGCCTGA 

 
TGATGTCATTGGAGAATGTCT 

 
59 

 
262 

 
Revell. et al., 
2011 
 

 
CD25 

 

 
AAGATGAAGTGTGGGAAAACGG 

 
GGGAAGTCTGTGGTGGTTATGG 

 
60 

 
158 

 
Kitaura, et al., 
2011 
 

 
CTLA-4 

 

 
TGTGCCACGACATTCACAG 

 
TTGGGGGCATTTTCACATAG 

 
60 

 
367 

 
Wang et al., 2006 
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Análisis estadístico 

 

Los datos se procesaron en el software GraphPad Instat 

[DATASET1.ISD] versión 3.0 (San Diego, California). Las variables se 

describieron usando la media ± desviación estándar. 

 

La diferencia entre los grupos se calculó con la prueba de Mann-

Whitney. Para los análisis de correlación se utilizó la prueba de 

Spearman. 

 

Los valores de p menores a 0.05 se consideraron 

estadísticamente significativos. 
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RESULTADOS 

 

Porcentajes de células T reguladoras 

 

En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de linfocitos T CD4, Treg y 

células totales en los diferentes órganos y compartimientos. 

 

Puede observarse una disminución de las células CD4 en el 

bazo a los 5 días (p < 0.001), con una recuperación a los 30 y 90 

días, y vuelven a disminuir a los 130 días (p < 0.01). Por otro lado, 

se observa que en los primeros días de la infección hay un aumento 

en las células T reguladoras, aunque no es significativo, y disminuyen 

significativamente a los 130 días (p < 0.01). 

 

En el ganglio mesentérico se observa una disminución 

significativa de células CD4 hasta los 130 días (p < 0.05). Sin 

embargo, las células Tregs aumentan significativamente a los 5 días 

(p < 0.01) de infección, y su proporción se mantiene constante a los 

30 y 90 días, y disminuyendo significativamente a los 130 días (p < 

0.05). 

 

En las placas de Peyer no se observó diferencia significativa en 

los porcentajes de células CD4 durante la infección hasta los 130 
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días, cuando hubo un aumento significativo (p < 0.05). En cambio, 

las Tregs aumentaron a los 5 días de infección (p < 0.01), para 

después mantener constante su proporción a lo largo de la infección. 
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TABLA 1. Porcentaje de células en diferentes órganos inmunes. 

DÍAS BAZO GANGLIO PLACAS  

 

% CD4 % Treg 

% de 
células 

totales 
(× 107) 

% CD4 % Treg 

% de 
células 

totales 
(× 107) 

% CD4 % Treg 

% de 
células 

totales 
(× 107) 

NÚM. DE 
PARÁSITOS EN 

LA CAVIDAD 
PERITONEAL 

control 
24.60 ± 

5.25 

4.64 ± 

1.93 

3.35 ± 

1.40 

34.50 ± 

4.89 

6.64 ± 

2.42  

1.82 ± 

7.30 

14.26 ± 

4.39 

3.62 ± 

0.99  

0.391 ± 

2.54 
 

 INFECTADOS 

5 
16.69 ± 
2.67*** 

5.53 ± 
3.48 

3.62 ± 
1.33 

36.00 ± 
3.15 

11.81 ± 
4.06*** 

2.54 ± 
9.63* 

14.74 
±1.87 

5.79 ± 
1.84** 

0.58 ± 
0.246  

9.143 ± 9.477 

30 
25.32 ± 

4.82 

5.32 ± 

1.00 

7.57 ± 

2.74*** 

35.15 ± 

3.52 

6.19 ± 

1.61 

1.95 ± 

4.41 

15.55 ± 

1.76 

4.29 ± 

1.01 

0.405 ± 

0.226 
280.4 ± 0.748 

90 
29.63 ± 
4.09***      

3.34 ± 
1.17 

5.61 ± 
1.28*** 

32.98 ± 
2.67 

7.34 ± 
5.45 

1.66 ± 
7.72 

16.05 ± 
1.77 

4.79 ± 
1.18  

0.388 ± 
0.146 

1239 ± 
196.698 

130 
18.16 ± 
4.85** 

2.04 ± 
0.31** 

5.32 ± 
2.20* 

30.30 ± 
4.36* 

4.74 ± 
1.81* 

3.24 ± 
1.50* 

18.76 ± 
5.54* 

2.67 ± 
1.45 

0.754 ± 
2.83** 

1827.67 ± 
411.34 

Los datos muestran la media ± desviación estándar. Todos los datos fueron analizados con la prueba de 

Mann-Whitney. Valores de p < 0.05 se consideraron significativamente diferentes. *p < 0.05, **p < 0.01, 

***p < 0.001. n = 8. 
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Ahora bien, en la cavidad peritoneal (Tabla 2) se observa un 

aumento de células CD4 a los 5 (p < 0.001), 30 (p < 0.05) y 130 días 

(p < 0.01) de infección. En cuanto a las Tregs, únicamente hay aumento 

significativo a los 5 días (p < 0.01). 

 

TABLA 2. Porcentajes de células en el peritoneo. 

DÍAS PERITONEO 

  

% CD4 % Treg 
% de células 

totales (× 107) 

No. DE 
PARÁSITOS EN LA 

CAVIDAD 
PERITONEAL 

CONTROL 13.24 ± 6.90 4.91 ± 2.68 0.404 ± 0.288  

INFECTADOS 

5 21.71 ± 4.80 

*** 

8.51 ± 3.40 

** 

1.25 ± 0.705 

** 

138.75 ± 8.871 

30 21.29 ± 4.96 

** 

4.83 ± 1.46 2.37 ± 0.735 

*** 

192.75 ± 196.28 

90 12.37 ± 5.76 3.12 ± 1.19 0.661 ± 0.376  1185.75 ± 203.76 

130 18.98 ± 3.21 

** 

4.14 ± 1.52 1.41 ± 0.344 

*** 

1507.5 ± 656.68 

Los datos muestran la media ± desviación estándar. Todos los datos se 

analizaron con la prueba de Mann-Whitney. Valores de p < 0.05 se 

consideraron significativamente diferentes. *p < 0.05, **p < 0.01, 

***p < 0.001. n = 8. 

 

Por otra parte, se observó una correlación negativa entre el 

porcentaje de Tregs en el peritoneo y la carga parasitaria (r = -0.4580, 

p = 0.0368), en donde la población de células T reguladoras va 

disminuyendo con respecto de la carga parasitaria (Figura 3).  
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FIGURA 3. Correlación entre el número de parásitos y el % de células T reguladoras en el peritoneo. 
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También puede observarse una correlación negativa entre las 

células Treg del bazo y la carga parasitaria en el peritoneo (Figura 4); 

hay una disminución (r = -0.4296, p = 0.0362) en la población de 

células T reguladoras van con respecto a la carga parasitaria. 
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FIGURA 4. Correlación entre el número de parásitos en el peritoneo y el % de células T reguladoras en el 

bazo. 
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En el ganglio mesentérico no se observaron diferencias significativas (Figura 5). 

 

FIGURA 5. Correlación entre el número de parásitos en el peritoneo y el % de células T reguladoras en el 

ganglio mesentérico. 
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Asimismo, en las placas de Peyer (Figura 6) hay una correlación negativa 

entre las células T reguladoras y la carga parasitaria en el peritoneo. 

Puede observarse una disminución muy significativa de las células Treg 

(r=-0.6157, p = 0.0018). 
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FIGURA 6. Correlación entre el número de parásitos en el peritoneo y el % de células T reguladoras en las 

placas de Peyer. 
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540 
 B ACTINA 

 

 

5 DÍAS 

       CONTROL          INFECTADO           CONTROL           INFECTADO 

30 DÍAS 90 DÍAS 130 DÍAS 

          CONTROL           INFECTADO CONTROL            INFECTADO 

  CD4 

 

329 

  CD25 

 

158 

  FOXP3 

 

  314 

  CTLA-4 

 

367 

GZM A 

 

    218 

  GZM B 

 

 262 

Lag-3 

 

      391 

PERFORINA 

 

   172 

Expresión de moléculas supresoras 

 

En la figura 7 se muestran los productos de PCR de los genes de las 

moléculas supresoras expresadas en células Treg de la cavidad peritoneal. 

 

    

   FIGURA 7. Productos de PCR de los genes de las moléculas           

supresoras de células T reguladoras del peritoneo. 

 

 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En esta figura se muestra la amplificación de los genes de cada grupo (control e 

infectado), en la que se utilizó cDNA de 3 ratones por cada grupo estudiado a los 

diferentes tiempos de infección. 
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El análisis de la expresión relativa con respecto del gen constitutivo 

de beta actina, para los genes analizados muestra que las moléculas que 

caracterizan a las Treg (CD25 y FOXP3) no aumentan significativamente 

con respecto a los controles (figura 8) a lo largo de la infección. 

 

 

Por otro lado, en las moléculas supresoras de membrana se encontró 

que la expresión de CTLA-4 aumenta significativamente a los 90 días (p < 

0.05), y la expresión de Lag-3 aumentó significativamente a los 30 días (p 

< 0.05). 

 

Con respecto a los genes de las moléculas solubles, se observó que 

ni la granzima A ni la granzima B aumentan significativamente en ningún 

momento de la infección. Por otro lado, la perforina tiene un aumento 

significativo a los 5 días (p < 0.05) y a los 30 días (p < 0.01). 
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FIGURA 8. Expresión de moléculas supresoras. 
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Por otra parte, se observó que la expresión de CD4 correlaciona 

positivamente con LAG-3 (r = 0.6570, p < 0.005) (Tabla 4). También se 

observó que la expresión de CD25 se correlaciona positivamente con la de 

granzima B (r = 0.6523, p < 0.005). 

 

En cuanto a las moléculas supresoras expresadas en la membrana, 

se observó una correlación positiva con LAG-3 y la granzima A (r = 

0.8150, p < 0.001). Finalmente, se observó una correlación positiva entre 

las moléculas solubles con carácter supresor granzima A y perforina (r = 

0.7114, p < 0.05). 
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TABLA 4. Correlación entre moléculas con carácter supresor. 

 

  CD4 CD25 Foxp3 CTLa-4 LAG-3 GZA GZB 

CD4               

CD25 

r = 

0.004192 
            

FOXP3 

r 

= -0.5109 

r 

= -0.1801 
          

CTLA-4 

r 

= -0.2853 
r = 0.4199 r = 0.4798         

LAG-3 

r = 

0.6570* 
r = 0.2258 

r 

= -0.3918 

r 

= -0.5578 
      

GrzA 
r = 0.5202 

r 

= -0.02115 

r 

= -0.1339 

r 

= -0.6539 

* 

r = 

0.8150** 
    

GrzB 

r 

= -0.1380 

r = 

0.6523* 
r = 0.2182 r = 0.3176 r = 0.1532 

r = 

0.08602 
  

Prf 
r = 0.4809 

r 

= -0.05291 

r 

= -0.2979 

r 

= -0.5771 
r = 0.5097 

r = 

0.7114* 
r = 0.1725 

Los datos muestran el coeficiente de correlación. Todos los datos con p < 

0.05 se consideraron significativamente diferentes. *p < 0.05, **p < 0.01, 

***p < 0.001. n = 11. 
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Papel de las células Treg en la respuesta proliferativa durante la 

estimulación con antígenos del parásito y con concanavalina A 

 

Para analizar el papel de las células T reguladoras durante la respuesta 

proliferativa, se analizó el fenotipo de las células efectoras (CD4+) y de las 

células T reguladoras (CD4+, CD25+, Foxp3). Esto se hizo bajo la 

hipótesis de que las células T reguladoras están proliferando 

prioritariamente o en mayor número que las células T efectoras. 

 

En la Tabla 5 se muestra la respuesta proliferativa al estimular 

inespecíficamente células de bazo con Concanavalina A. Puede observarse 

que no hay diferencia significativa en la estimulación no-específica, ni de 

células CD4 ni de células Treg. Sin embargo, a los 30 días de infección hay 

un aumento significativo de células Treg (p < 0.05) en el grupo infectado 

con respecto al control. 
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TABLA 5. Proliferación de células del bazo con estimulación con 

Concanavalina A (no-específica). 

 

Porcentaje de proliferación tras la estimulación con ConA 

Grupo Día Proliferación 

total 

Proliferación 

CD4  

% de T 

efectoras  

% de Treg 

Control  
5 

32.45 ± 
7.649 

3.878 ± 
1.778 

2.633 ± 
0.8859 

0.9764 ± 
0.8255 

Infectado 28.575 ± 
11.378 

4.587 ± 
1.677 

3.402 ± 
1.605 

1.007 ± 
0.4676 

Control  
30 

38.892 ± 
9.017 

2.348 ± 
0.8077 

2.112 ± 
0.8268 

0.1057 ± 
0.06018 

Infectado 35.252 ± 
9.500 

4.265 ± 
2.371 

3.496 ± 
1.910 

0.2717 ± 
0.1342* 

Control  
90 

54.672 ± 
5.343 

7.782 ± 
2.296 

5.589 ± 
2.394 

0.5712 ± 
0.1370 

Infectado 49.194 ± 
6.709 

8.016 ± 
2.087 

5.386 ± 
1.553 

0.7016 ± 
0.2242 

Control  

130 

44.522 ± 

13.618 

5.252 ± 

3.088 

4.598 ± 

2.662 

0.3932 ± 

0.3315 

Infectado 51.28 ± 

15.164 

7.336 ± 

2.983 

6.431± 2.998 0.6012 ± 

0.3827 

Los datos se analizaron con la prueba de Mann-Whitney. Un valor de p < 0.05 se 

consideró significativo. 
 

En la Tabla 6 se muestra la proliferación con estimulación antígeno-

específica, en la cual ambos grupos no mostraron respuesta a ningún 

tiempo de infección. 
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TABLA 6. Proliferación con antígeno total de T. crassiceps (específica). 

 

Porcentaje de proliferación a la estimulación con Ag TOTAL 

Grupo Día 

Proliferación 
total  

Proliferación 
CD4  

% de T 
efectoras  

% de Treg  

Control 
5 

3.735 ± 

1.775 

0.055 ± 

0.02811 

0.04833 ± 

0.02846 
0 

Infectado 

3.783 ± 

1.212 

0.1033 ± 

0.1118 

0.0695 ± 

0.06913 
0 

Control 
30 

4.098 ± 

0.9339 

0.01667 ± 

0.01211 

0.0125 ± 

0.01009 
0 

Infectado 

3.608 ± 
0.9040  

0.07833 ± 
0.07885 

0.07567 ± 
0.07853 

0 

Control 
90 

4.56 ± 
0.5096 

0.285 ± 
0.4970 

0.2677 ± 
0.4908 

0 

Infectado 
5.84 ± 5.718 

0.258 ± 
0.1714 

0.2372 ± 
0.1685 

0 

Control 
130 

2.995 ± 
1.166 

0.08333 ± 
0.05465 

0.06317 ± 
0.04863 

0 

Infectado 

4.845 ± 
2.254 

0.1517 ± 
0.1783 

0.1123 ± 
0.1385 

0 

Los datos se analizaron con la prueba de Mann-Whitney. Un valor de p < 0.05 se 

consideró significativo. 
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DISCUSIÓN 

 

Anteriormente se ha descrito que en diversas parasitosis se desencadena 

una respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, y que ambas se 

complementan para montar una respuesta eficiente contra diferentes 

patógenos (Gutiérrez et al., 2006). 

 

Sin embargo, los parásitos han desarrollado diferentes mecanismos 

de evasión para modular la respuesta inmune que el hospedero activa en 

su contra (Riffkin et al., 1996). 

 

En el caso del cisticerco de Taenia crassiceps, se ha observado que 

éste es capaz de evadir la respuesta inmune mediante de diferentes 

mecanismos (Espinoza et al., 2010). 

 

En el presente trabajo se determinó la proporción de células T 

reguladoras durante la cisticercosis experimental en ratones hembra de la 

cepa C57BL/6, la cual es restrictiva a la infección. 

 

En este estudio se observó que no hay aumento significativo en la 

población de células T reguladoras en la cavidad peritoneal, el sitio de 

instalación del parásito. Únicamente se observó un aumento significativo 
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de células Treg a los 5 días de infección con respecto al grupo control. Por 

ello, podría sugerirse que las células T reguladoras tienen un papel 

limitado en la instalación del parásito. Por otra parte, en etapas tardías de 

la infección las células T reguladoras no parecen ejercer un papel 

importante. 

 

En este trabajo se analizaron los porcentajes de células Treg en 

diferentes compartimentos. En el bazo no se observó un aumento 

significativo de las células Treg. Sin embargo, en el ganglio mesentérico y 

las placas de Peyer se observaron aumentos significativos de células Treg 

al inicio de la infección (5 días). Este aumento de células en los órganos 

linfoides podría ser compatible con la inducción de células Treg como parte 

de la respuesta inmune adaptativa que se desarrolla contra el parásito. 

 

Paralelamente se analizaron los mecanismos de acción de las Treg y 

su posible relación con la susceptibilidad a la infección en la cepa 

resistente C57BL/6. 

 

Con respecto a la expresión del conjunto de moléculas que median el 

mecanismo de acción por citólisis por parte de las células Treg (CD25, 

FOXP3, GRZA, GRZB Y PERF) se observan cambios significativos 

únicamente en la perforina a los días 5 y 30 de infección. Pero al no existir 
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cambios en las moléculas relacionadas con el fenotipo de Tregs, podríamos 

asociar este aumento en la perforina con otras poblaciones inmunes, como 

las células CD8 citotóxicas. Para confirmar este punto se requieren 

estudios complementarios. 

 

En cuanto al mecanismo de regulación por contacto célula-célula con 

la CPA, únicamente se observó un aumento significativo de la molécula 

CTAL-4 a los 90 días (p < 0.05) y de LAG-3 a los 30 días de infección (p < 

0.05). En ambos casos se trata de una infección tardía, por lo que la 

implicación de las Tregs podría asociarse con un fenómeno homeostático 

del control de la respuesta inmune. 

 

En lo tocante al mecanismo de control de la respuesta inmune 

proliferativa por parte de las células Treg, no se observó diferencia 

significativa en los ratones infectados con respecto a los controles. Esto 

coincide con los resultados anteriormente observados por Sciutto y col., 

quienes reportaron que el cisticerco de T. crassiceps induce supresión en la 

respuesta proliferativa efectora cuando se estimula con antígenos 

específicos y con ConA (Sciutto et al., 1995).  

 

Adicionalmente, en este trabajo se determinó el fenotipo de las 

células que proliferan ante diferentes estímulos. Se observó que las células 
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proliferantes tenían fenotipo efector, descartando así la hipótesis de que 

las Treg proliferaban prioritariamente, y que de esta forma ejercían un 

control de la respuesta proliferativa. 

Finalmente, la correlación negativa observada entre la carga 

parasitaria y el porcentaje de células Treg en el bazo, las placas de Peyer y 

el peritoneo indica que conforme es mayor el número de parásitos, el nivel 

de las células Treg va disminuyendo. Esto podría sugerir que las células 

Treg no tienen un papel importante en la instalación y supervivencia del 

parásito en la cepa C57BL/6, permitiendo que el sistema inmune actúe 

para controlar la respuesta al parásito. 

 

Estos hallazgos contrastan con lo observado en BALB/cAnn, cepa 

permisiva a la cisticercosis murina, en donde las células T reguladoras se 

encuentran aumentadas en el peritoneo (Adalid-Peralta, artículo en 

preparación). Estas diferencias entre ambas cepas nos permiten considerar 

que la presencia diferencial de células Treg en el peritoneo podría 

asociarse con la susceptibilidad a la infección. 
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CONCLUSIONES 

 

En la cepa resistente a la infección C57BL/6 no hay aumento significativo 

de las células T reguladoras durante la cisticercosis murina experimental, 

por lo que no están controlando la respuesta inmune para favorecer el 

establecimiento del parásito. Con respecto a los mecanismos de supresión 

de las células Treg, no se observan cambios significativos durante la 

infección, lo cual indica que las células T reguladoras están controlando de 

forma homeostática la respuesta inmune. 

 

En la cisticercosis causada por T. crassiceps en la cepa C57BL/6, la 

respuesta inmunoinflamatoria podría actuar favoreciendo la eliminación del 

parásito. 
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ANEXO I 

 

Procedimiento para realizar el conteo celular 

Se diluyen 10 μL de la muestra con 10 μL de tinción azul de tripano. Se 

colocan 10 μL de la mezcla en la cámara de Neubauer y se cuenta al 

microscopio a 40x. 

 Cálculo 

#CeC / #CuC × 25 × 104 × la dilución = número de células/mL 

#CeC = Núm. de células contadas 

#CuC = Núm. de cuadros contados 

 

SOLUCIONES Y REACTIVOS 

 

Solución de digestión: 

20 mL de RPMI 

40 µg de DNasa/mL = 800 µg - 0.008 g 

0.5 μg de colagenasa/mL = 10 μg – 0.01 g 

SFB – 5% 

PBS 10X pH 7.2: NaCl – 80 g 

 KCl – 2g 

 KH2PO4 – 2g 

 Na2HPO4 – anhidro – 23.13 g 

 1 L de H2O milli-Q 

Para PBS 1X, tomar 100 mL de PBS 10X y aforar a 1000 mL. 

 

PBS* para 1L: PBS 1X 

 Suero fetal bovino al 5% 

 Azida de sodio al 0.02% 
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Solución de lisis: NH4Cl - 2.8 g 

 KHCO3 – 0.25 g 

 EDTA disódico – 0.009 g 

Aforar a 250 ml con H2O milli-Q, filtrar y esterilizar. 

 

Solución de fijación y permeabilización: 

*Para 10 mL, se diluyen 2.5 mL de buffer en 7.5 de diluyente. 

1 ---- 4 

X ---- 10 

 

Solución de lavado/permeabilización 

Diluir 1 mL de Permeabilization en 10 mL de H2O milli-Q. 

 

ANTICUERPOS EMPLEADOS 

-CD4 rat (DA) igG 2ª’k Percp-C y 5.5: Bd Biosciences 

-FITC anti-mouse CD127 

-CD16/CD32 (mouse BD Fc block) purified rat anti-mouse 

-CD25 (IL-2 receptor α chain, p55 rat (outbred OFA ) IgG 1’λ APC: Bd 

Biosciences 

-FoxP3 anti-mouse 
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Artículo original

RESUMEN

Objetivo: determinar el papel de las células T reguladoras
(Treg) durante la infección del cisticerco de taenia
crassiceps en ratones C57BL/6. Material y métodos: se
emplearon ratones hembras de 4 a 5 semanas de edad,
de la cepa C57BL/6J. Se formaron dos grupos de
ratones; se inoculó a cada ratón del grupo I por vía
intraperitoneal con 20 cisticercos; el grupo II, sin infectar,
se empleó como control. A diferentes tiempos de
infección (5, 30, 90 y 130 días) se determinó el nivel
de células Treg en el peritoneo, ganglios mesentéricos,
placas de Peyer y el bazo. Paralelamente se evaluó la
capacidad proliferativa de las células del bazo, estimu-
lándolas con concanavalina A (ConA) y antígenos de T.
crassiceps. Resultados: se observó que los niveles de
Tregs fueron similares entre el grupo control y el infectado
en el sitio de instalación del parásito (peritoneo) durante el
periodo de estudio. Al mismo tiempo, se observaron
niveles similares de proliferación en ambos grupos
cuando las células se estimularon con ConA. Los
antígenos específicos de cisticerco no indujeron
proliferación de células T efectoras ni de Tregs. Estos
resultados demuestran que el parásito T. crassiceps
promueve una disminución en la capacidad proliferativa
de linfocitos T, que es independiente de células Treg
antígeno-específicas. Conclusiones: la resistencia a la
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infección por el cisticerco de T. crassiceps en ratones de
la cepa C57BL/6 no está asociada a presencia de células
Treg.

Palabras clave: cisticercosis, células T reguladoras,
taenia crassiceps, parasito

ROLE OF REGULATORY T CELLS ON MURINE
EXPERIMENTAL TAENIA CRASSICEPS

CYSTICERCOSIS

ABSTRACT

Objective: to explore the role of T regulatory (Treg) cells
during infection by Taenia crassiceps in C57BL/6 mice.
Materials and methods: female C57BL/6J, 4-5-weeks-old
mice were used. Mice were distributed in two groups.
Mice from group I were intraperitoneally inoculated with
20 cysticerci each. Mice from group II were not infected
and were used as control. At different times post-infection
(5, 30, 90, and 130 days) Treg cells level was evaluated
at peritoneum, mesenteric ganglia, Peyer’s patches, and
spleen. Concurrently, the proliferative capacity of spleen
cells was assessed, by stimulating them both with
Concanavalin A (ConA) and T. crassiceps antigens.
Results: treg levels at the site of parasite establishment
(peritoneum) were similar in the control group and the
infected group during the period of study. Likewise,
similar proliferation levels were observed in both groups
when cells were stimulated with ConA. Cysticercal specific
antigens failed to induce T effector or Treg cell
proliferation. These results show that T. crassiceps

1Unidad Periférica para el Estudio de la Neuroinflamación en Patologías
Neurológicas, UNAM-INNN. 2Departamento de Inmunología.
Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional
Autónoma de México. 3Instituto Nacional de Neurología y
Neurocirugía. Correspondencia: Laura Adalid-Peralta. Insurgentes Sur
3877. Col. La Fama, 14269 México, D.F.
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promotes a decrease in the proliferative capacity of T
lymphocytes, which does not depend on antigen-specific
Tregs. Conclusions: the resistance to infection by T.
crassiceps cysticerci in the strain C57BL/6 is not
associated to the presence of Treg cells.

Key words: cysticercosis, T regulatory cells, taenia
crassiceps, parasite.

a cisticercosis murina por taenia crassiceps es una
parasitosis que puede desarrollarse en la
naturaleza, por ingestión de huevos producidos

por la forma adulta del parásito, y experimentalmente
inoculación directa de cisticercos. Los roedores son los
huéspedes naturales de la forma larvaria, que puede
alojarse en el tejido subcutáneo, cavidad torácica y
peritoneal del ratón1. El desarrollo de la cisticercosis
causada por T. crassiceps se ha explorado en particular
en el peritoneo, donde el parásito puede multiplicarse
por gemación polar múltiple2; esta propiedad se ha
aprovechado para su reproducción en condiciones
experimentales. Se han aislado diferentes cepas de T.
crassiceps (ORF, WFU, HYG, KBS) a partir de cisticercos
de ratones silvestres3-5. La más empleada, quizás por su
rapidez capacidad de reproducción por gemación en la
cavidad peritoneal de los ratones, ha sido la cepa ORF6-9,
la cual perdió la capacidad de transformarse en taenia10

(figura 1).

Los cisticercos de T. crassiceps y T. solium presen-
tan alta homología15, ambos estimulan al sistema inmune
con una gran cantidad de antígenos complejos de
origen protéico, glicoprotéico y lipídico16-18. Ambas in-
fecciones tienen gran tendencia a la cronicidad,
pudiendo el parásito vivir durante largos periodos den-
tro de su hospedero, sin destruirlo. Esta convivencia
crónica implica una estimulación antigénica sostenida en
un individuo inmunológicamente competente, con la
posible activación de mecanismos inmunitarios tanto de
tipo humoral como celular19-21. Los antígenos parasita-
rios estimulan preferentemente la activación de los
linfocitos Th2 con la producción de citocinas IL4, IL5,
IL10 e IL13. En la neurocisticercosis humana, causada
por T. solium, se ha reportado la presencia de
anticuerpos de los diferentes isotipos IgM, IgG e IgA22,
siendo las IgE en el líquido cefalorraquídeo las que sue-
len asociarse con formas más graves de la enfermedad20.
Se ha descrito que los cisticercos vesiculares están ini-
cialmente rodeados por una fina capa de colágena y un
discreto infiltrado celular, en donde predominan células
mononucleares, macrófagos, linfocitos T CD4+,
eosinófilos y células plasmáticas. El inicio de la respues-
ta inmune contra el cisticerco se asocia con signos
histológicos de destrucción y presencia de eosinófilos,
por lo que se especula que éstos pudieran mediar la
destrucción del parásito, en particular en el tejido mus-
cular23-25.

En los últimos años ha ganado consenso la tesis
de la relevancia de las células T reguladoras (Treg) en la
modulación de la respuesta inmunoinflamatoria. Las
Tregs son una subpoblación de linfocitos caracterizadas
por el fenotipo CD4+, CD25+ y FOXP3+, capaces de
controlar la respuesta inmune26. Se han reportado nume-
rosos mecanismos a través de los cuales las Tregs
median el control de la inflamación.

La presencia de Tregs se ha reportado en
parasitosis causadas por trypanosoma27, plasmodium28 y
T. solium29. En la cisticercosis humana, el papel de las
células Treg parece estar relacionado con el control de
la inflamación, que al mismo tiempo promueve el esta-
blecimiento del parásito y reduce los posibles daños al
hospedero asociados con una inflamación exacerbada
en respuesta a la parasitosis.

Este trabajo se diseñó con el propósito de conocer
el papel de las células Treg durante la infección causada
por el cisticerco de taenia crassiceps en ratones C57BL/
6, y ahondar en la comprensión de mecanismos que
participan en la regulación de la inflamación en la cisti-
cercosis y su impacto en la relación huésped-parásito.

En este estudio experimental se utilizó el mode-
lo de cisticercosis murina causado por T. crassiceps en
una cepa restrictiva a la parasitosis (C57BL/6)8, 30.

L

Aislamiento de cisticercos

de ratones silvestres

Los cisticercos son
inoculados al ratón por vía

intraperitoneal.

Los ratones son infectados
por medio de pases

sucesivos de ratón a ratón.

Figura 1. Modelo murino de cisticercosis por Taenia crassiceps.

Este modelo de cisticercosis ha permitido estudiar
diferentes aspectos de la parasitosis, desde los eventos
inmunológicos que la acompañan7, 9, hasta la relevancia
de componentes hormonales6 y genéticos8, 11. Las evi-
dencias encontradas con el estudio de este modelo han
orientado investigación de la cisticercosis humana y
porcina, ambas causadas por taenia solium12-14.
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En un inicio caracterizamos el fenotipo de células
que infiltran la cavidad peritoneal, células de bazo,
ganglios y placas de Peyer a diferentes tiempos des-
pués de la infección, y comparamos los resultados con
un grupo control (sin infectar). Al mismo tiempo se ana-
lizó la capacidad proliferativa de los linfocitos a la
estimulación con diferentes extractos antigénicos.

MATERIAL Y MÉTODOS

Cisticercosis murina

Se emplearon ratones C57BL/6 hembras, de 4 a
5 semanas de edad. Los ratones fueron adquiridos y
mantenidos en el Instituto Nacional de Neurología y
Neurocirugía. Se formaron dos grupos, con 32 ratones
en cada uno: el grupo A, control (no infectado) y el gru-
po B, infectado.

La infección se realizó por vía intraperitoneal con
20 cisticercos de 2 a 3 mm de diámetro por ratón. Ocho
ratones de cada grupo se sacrificaron mediante una cá-
mara de CO2 a los 5, 30, 90 y 130 días posinfección. Se
recuperaron células de bazo, ganglio mesentérico y
peritoneo.

Linfoproliferación in vitro

Se obtuvo el bazo de cada ratón en ambos gru-
pos experimentales. El bazo se maceró para obtener
células. Se lisaron los glóbulos rojos empleando una
solución de cloruro de amonio al 1%. Se resuspendieron
1 × 107 células de bazo en 1 mL de PBS suplementado
con 10% de suero fetal bovino; las células se marcaron
intracelular con CFSE a una concentración de 5 µM.
Después se incubaron a 37° C por 5 min, se realizaron
tres lavados con 15 mL de RPMI con 10% de suero fe-
tal bovino. Después, 1 × 105 células se estimularon con
concanavalina A (ConA), 5 µg/mL (Sigma, St. Louis,
Missouri, EE.UU.) o con Ag total de T. crassiceps (10 µg/
mL), empleando 200 µL del medio RPMI 1640 (Gibco
BRL, Grand Island, New York, EE.UU.) suplementado
con antibiótico (1%), 2-mercaptoetanol 50 µM (Sigma-
Aldrich) y suero fetal bovino (10%). Se cultivaron por 4
días. Al cuarto día se recuperaron las células y se mar-
caron con anticuerpos (fenotipo de células Treg) para
identificar la población proliferativa. La adquisición y
análisis de proliferación celular se realizaron en el equi-
po FACScalibur, y el análisis con el software Cytometer
Cell Quest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jer-
sey, EE.UU.).

Fenotipificación de células Treg

El fenotipo de células Treg se realizó empleando
1 × 106 células del peritoneo, bazo y ganglios mesen-
téricos. Se emplearon los siguientes anticuerpos
monoclonales para el marcaje extracelular: mouse anti-
CD3 FITC (isotype Rat IgG2a k), mouse anti-CD4
(isotype Rat IgG2a k) Percp y mouse anti-CD25 (isotype
IgG1) APC. Las células se incubaron con los anticuerpos
por 30 min a 4° C. Después se incubaron con solución
de permeabilización por una noche. Al día siguiente las
células se lavaron, se realizó el marcaje intracelular con
anti-Foxp3 (isotype IgG2a, k) PE. Todos los anticuerpos
usados se adquirieron de eBioscience (San Diego,
California, EE.UU.), se emplearon a la concentración re-
comendada por el fabricante. La adquisición de las
muestras se realizó en el citómetro FACScalibur y los
datos se analizaron con el programa Cytometer Cell
Quest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey,
EE.UU.).

RESULTADOS

Niveles de Células T reguladoras en diferentes compar-
timentos

Se estableció el porcentaje de linfocitos T CD4+

y Treg en cuatro compartimentos diferentes: bazo,
ganglios mesentéricos, placas de Peyer y peritoneo, en
cuatro tiempos posteriores a la infección: 5, 30, 90 y 130
días.

Con respecto a los linfocitos CD4+, en el bazo se
observó aumento de estas células a los 5, 90 y 130 días;
en los ganglios mesentéricos se observó un aumento a
los 90 días; en placas de Peyer a los 5 y 30 días, y en
el peritoneo observamos un aumento a los 5 días de in-
fección (figura 2).

Con respecto a los niveles de células Treg, se
observó un aumento en bazo a los 90 días; en ganglios
a los 5 días; en placas de Peyer a los 5 y 30 días, mien-
tras que en el peritoneo no se observó aumento en el
nivel de células con este fenotipo (figura 2).

Análisis de la respuesta proliferativa ante diferentes
estímulos antigénicos

En este estudio se estableció el fenotipo de
células que proliferan después de la estimulación espe-
cífica e inespecífica. En las tablas 1 y 2 se muestra la
respuesta proliferativa al estimular con antígenos de T.
crassiceps y con ConA.

Los resultados mostraron que no hay respuesta
proliferativa antígeno-específica. La falta de respues-
ta proliferativa no está asociada con la proliferación
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prioritaria de células Treg. Simultáneamente se realizó
estimulación con ConA, se observó que la proliferación
celular de células CD4+ es similar entre individuos de
control e infectados.

el parásito se instala y reproduce. Este aumento en ór-
ganos linfoides es compatible con la inducción de
células Treg como parte de la respuesta inmune
adaptativa que desarrolla el hospedero contra el pará-
sito. La ausencia de células Treg en la cavidad peritoneal
sugiere que estas células podrían no estar implicadas en
instalación y supervivencia del parásito en la cepa resis-
tente. Este hallazgo contrasta con lo observado en una
cepa permisiva para la cisticercosis murina, BALB/cAnN,
en la que las células Treg están aumentadas en el peri-
toneo (Adalid-Peralta, artículo en preparación). Las
diferencias observadas entre ambas cepas nos permiten
considerar que la presencia diferencial de Treg en el
peritoneo podría estar asociada con la susceptibilidad
a la infección. Es factible que las células Treg en la cepa
susceptible controlen el fenómeno inflamatorio, permi-
tiendo instalación y desarrollo del parásito en el
hospedero. Mientras tanto, en la cepa resistente, los ni-
veles basales de células Treg permitirían que la respuesta
inmune controlara la infección parasitaria. Resultados
similares se han observado en otras parasitosis, como
en leishmaniasis y esquistosomiasis31,32.

En el presente estudio no se encontraron cam-
bios en el porcentaje de células Treg que proliferan
inducidos por estímulo específico con ConA, un resul-
tado compatible con la ausencia de células de memoria
de este fenotipo asociadas a la infección.

CONCLUSIONES

La ausencia de un aumento de células Treg en el
sitio de instalación del parásito sugiere que en la cepa
C57BL/6 (resistente) la respuesta inmunoinflamatoria
podría estar favoreciendo la eliminación del parásito.
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Figura 2. Análisis del fenotipo celular. Se observa el porcentaje de
células T CD4 y Treg a distintos tiempos de infección: 5, 30, 90 y 130
días en el bazo, el ganglio mesentérico, las placas de Peyer y el
peritoneo.

Grupo Día Proliferación total Proliferación de T

CD4

% de T efectoras de

CD4

% de Treg de CD4

Control

5

4.10 ± 0.93 0.02 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.00

Infectado 3.61 ± 0.90 0.80 ± 0.08 0.04 ± 0.03 0.00

Control

30

4.10 ± 0.93 0.02 ± 0.01 0.01 ± 0.01 0.00

Infectado 3.61 ± 0.90 0.08 ± 0.08 0.01 ± 0.00 0.00

Control

90

4.56 ± 0.51 0.29 ± 0.50 0.26 ± 0.49 0.00

Infectado 5.84 ± 5.72 0.26 ± 0.17 0.41 ± 0.34 0.00

Control

130

3.00 ± 1.17 0.08 ± 0.05 0.07 ± 0.05 0.00

Infectado 4.85 ± 2.25 0.15 ± 0.18 0.14 ± 0.14 0.00

Tabla 1. Análisis de la respuesta proliferativa a antígenos de taenia
crassiceps.

Grupo Día Proliferación total

Proliferación de T

CD4

% de T efectoras de

CD4

% de Treg de CD4

Control

5

32.45 ± 7.65 3.88 ± 1.78 2.63 ± 0.89 0.98 ± 0.83

Infectado 28.58 ± 0.39 4.59 ± 1.53 3.40 ± 1.46 1.01 ± 0.43

Control

30

38.89 ± 2.35 2.35 ± 0.81 2.11 ± 0.83 0.11 ± 0.06

Infectado 35.25 ± 9.50 4.27 ± 2.37 3.50 ± 1.91 0.27 ± 0.13

Control

90

54.67 ± 5.34 7.78 ± 2.30 5.59 ± 2.39 0.57 ± 0.14

Infectado 49.19 ± 6.71 8.02 ± 2.09 5.39 ± 1.55 0.70 ± 0.22

Control

130

44.52 ± 3.62 5.25 ± 3.09 4.60 ± 2.65 0.44 ± 0.33

Infectado 51.28 ± 5.16 7.34 ± 2.98 5.54 ± 3.46 0.60 ± 0.36

DISCUSIÓN

El cisticerco de T. crassiceps puede modular la
respuesta inmune a través de diferentes mecanismos.
En este trabajo evaluamos el nivel de las células Treg en
cisticercosis experimental murina utilizando una cepa
restrictiva a la infección (C57BL/6). Los resultados mues-
tran un aumento de células Treg en órganos del sistema
inmune, pero no en el peritoneo, compartimento donde

Tabla 2. Análisis de la respuesta proliferativa a concavalina A.
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