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RESUMEN

Taenia solium posee un sistema de desintoxicacion que le permite defenderse del
ataque del hospedero, asi como del efecto de los xenobidticos. La principal enzima
de este sistema es la Glutation transferasa (GST) que existe en tres formas en este
parasito. En nuestro laboratorio se han aislado dos formas citosélicas de esta
enzima como una fraccion (SGSTF) compuesta por dos enzimas de 25.5 (Ts25GST)
y de 26.5 kDa (Ts26GST). En experimentos de inmunizacion dicha SGSTF
disminuyo la carga parasitaria en el modelo murino de cisticercosis peritoneal, sin
embargo, los mecanismos inmunologicos de esta proteccion no se han estudiado.
En este trabajo se investigo el efecto que la SGSTF tiene sobre los macréfagos y
linfocitos estimulandolos in vitro. En macrofagos se observé un aumento en los
marcadores Nos2, TNF e IL-12 asi como de IL-10 y CD86, mientras que no se
encontro expresion de moléculas como Chil3 o0 CD206. Por microscopia confocal se
observd que los macréfagos internalizan a la SGSTF y que esta co-localizé con el
MHCII en la membrana a los 60 min. Ademas, los macrofagos estimulados con la
SGSTF en co-cultivo con linfocitos T CD4+ pre activados con anti-CD3 promovieron
una alta secrecion de IFN-y y una elevada expresion de CD25 y CD69. En ensayos
similares, pero usando células T CD4+ de ratones transgénicos en el TCR para la
ovoalbumina también aumento la proliferacion y la secrecion de INF-y. También
mediante analisis de comparacion de secuencia de aminoacidos se buscaron los
péptidos P1, P5 y P6 de la GST28 de S. japonicum, dichos péptidos han sido
identificados como fuertes promotores de la respuesta Thl. Estos péptidos fueron
encontrados en las Ts25GST y Ts26GST que componen a la SGSTF. Todo lo antes
mencionado sugiere que la SGSTF induce un fenotipo proinflamatorio en los
macrofagos que a su vez activan a los linfocitos T cooperadores hacia una

respuesta tipo Thl, respuesta que es protectora para el hospedero.



ABSTRACT

Glutathione transferase (GST) is an essential enzyme in cestodes for the
detoxification of xenobiotics. In Taenia solium, two GSTs (Ts25GST and Ts26GST
kDa) were isolated as a fraction (SGSTF) by GSH-Sepharose-4B chromatography.
Immunization assays with SGSTF reduced up to 90% of the parasitic burden in a
murine model of cysticercosis. To investigate how SGSTF induces this protective
immune response, peritoneal macrophages were exposed to SGSTF for 24 h; such
exposure favored the production of IL-12, TNF and IL-10 as well as the expression
of nitric oxide synthase 2 inducible (Nos2) and CD86 and did not induce the
expression of chitinase-like3 (Chil3) or other alternative activation markers. Confocal
microscopy showed that macrophages internalize SGSTF which co-localized in
plasma membrane with MHC-II after 60 min. In addition, macrophages exposed to
SGSTF and co-cultured with anti-CD3 pre-activated T CD4+ cells enhanced the
lymphocyte proliferation, induced high interferon-y secretion and elevated the
expression of CD25 and CD69. Similar assay using T CD4+ cells from DO11.10
mice and ovalbumin (OVAs23-339) peptide plus SGSTF as stimuli, showed enhanced
cell proliferation and OVA-specific IFN-y secretion. These data are in-line with those
indicating that the P1, P5, and P6 peptides of Schistosoma japonicum 28GST highly
promote T-cell proliferation and Thl response in vitro. We found that such peptides
are also present on Ts25GST and Ts26GST. It suggests that SGSTF activates
peritoneal macrophages to a classically activated-like phenotype, and that these
macrophages induce the differentiation of T CD4+ cells towards a Thl-type
response. In this work we demonstrate the first isolated molecule of Taenia solium
that is able to activate immune response to a M1 and Th1 phenotype, activation that

could be protective to host.



INTRODUCCION

La neurocisticercosis (NC) es la forma mas grave de las enfermedades causadas
por el parasito Tenia solium, es una parasitosis relacionada a condiciones de
pobreza y es endémica en muchos paises de América Latina, Africa y Asia, también
es una enfermedad presente en paises industrializados que anteriormente se
consideraban libres de esta enfermedad (Del Brutto, 2012; Garcia, Nash, y Del
Brutto, 2014, Laranjo-Gonzalez et al., 2017). En Estados Unidos, por ejemplo, han
resurgido casos de esta infeccion y se ha observado que la presencia de NC es
debida mas a la migracién de personas provenientes de paises endémicos que a la
transmision local de la infeccién, lo que nos demuestra que dicha parasitosis ha
cambiado su dindmica conforme se dan fendmenos sociales que modifican las
actividades humanas, debido a esto es posible encontrar reportes de prevalencia
de T. solium (Fig.1) en gran parte del mundo (Croker et al., 2012; Ong et al., 2002).
En México hasta el dia de hoy se siguen reportando casos de NC y aunque la
incidencia de esta enfermedad es baja, es posible que se deba a la falta de pruebas
diagndsticas sensibles y accesibles, ademas de que esta enfermedad la mayoria de
las veces sigue un curso benigno e incluso pasa desapercibida por el enfermo

(Sciutto et al., 2000; Sistema Unico de Informacién, 2019).

M Endémica (ciclo de vida completo)

[ Presuntamente endémica

[ Casos importados (posible transimision de la cisticercosis humana)
[3 Datos no disponibles

Fig.1. Prevalencia geogréfica de Taenia solium (modificado de WHO, 2009)



Taenia solium

Taenia solium es un cestodo de la familia Taenidae que tiene como hospedero
definitivo al humano y como hospedero intermediario al cerdo (Fig. 2A). El parasito
adulto se aloja en el intestino delgado del hospedero definitivo fijandose a través de
un escolex formado por un rostelo, una corona de ganchos y cuatro ventosas. El
cuerpo de este parasito, denominado estrébilo estd formado por segmentos o
proglotidos unidos que en su exterior estan recubiertos por un tegumento. Estos se
dividen en inmaduros, maduros y gravidos siendo los primeros los que parten del
cuello del helminto, le siguen los proglétidos maduros que son los que poseen los
organos sexuales diferenciados y por ultimo los proglétidos gravidos que se
encuentran llenos de huevos en la parte mas distal del parasito y que se desprenden
espontaneamente del estrobilo siendo expulsados frecuentemente en las heces y
liberando asi los huevos. Los huevos contienen un embrion hexacanto protegido
dentro de varias capas, la mas cercana al embrion es la membrana oncosferal, le
sigue el embriéforo formado por material proteinico cementante que le confiere
proteccion al embrién y le da la apariencia estriada, y por ultimo la capa méas externa
formada por un sincicio que es el vitelo (Fig. 2B). Cuando el humano o el cerdo
ingieren los huevos las enzimas gastricas del hospedero liberan a la oncosfera que
es capaz de atravesar las paredes intestinales para llegar a la sangre y asi
distribuirse en tejidos como el subcutaneo y el muscular o en érganos como los 0jos
y el cerebro, una vez ahi se instala para convertirse en cisticerco. Cuando el cerdo
ingiere los huevos de T. solium se convierte en el hospedero intermediario,
cerrandose el ciclo cuando el humano ingiere la carne de un cerdo con cisticercosis.
Asi mismo el humano puede desarrollar la cisticercosis cuando ingiere los huevos
del parasito convirtiétndose en hospedero accidental, dicha ingesta de huevos
ocurre principalmente por la via fecal-oral y esta relacionada al contacto estrecho
con un portador del parasito adulto (Garcia, 2018; Larralde y Aluja, 2007; O’Neal et
al., 2012)
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Figura 2. Ciclo de vida y estadios del desarrollo de Taenia solium. A) El hospedero intermediario es

el cerdo que al ingerir huevos del parasito desarrolla la cisticercosis. El ciclo se cierra cuando el
humano, hospedero definitivo, ingiere la carne de cerdo infectada y desarrolla el parasito adulto en
el intestino. EI humano puede desarrollar cisticercosis cuando ingiere de manera accidental huevos
del pardsito adulto debido a malas practicas de higiene (Modificado de
www.aafp.org/afp/2007/0701/afp20070701p91-fl.jpg). B) El huevo de Taenia solium contiene un
embrién hexacanto que al ser ingerido por el cerdo y alojarse en tejidos como el mdsculo se convierte
en el cisticerco que es una vesicula ovalada que contiene invaginado el escélex. Una vez que el
cisticerco es ingerido, el escoélex se fija a las paredes intestinales y comienzan a formarse los

proglétidos del estadio adulto (Tomada de Larralde C. y De Aluja A., 2007).

Neurocisticercosis

La forma mas grave de la cisticercosis se presenta cuando el cisticerco se aloja en
el sistema nervioso central donde puede localizarse en el parénquima cerebral, el
espacio subaracnoideo, el sistema ventricular o en la médula espinal. La forma
parenquimatosa suele progresar a una lesion granulomatosa que se calcifica o
desaparece eventualmente, por el contrario, la NC extraparenquimal puede

evolucionar de formas diferentes dependiendo de la localizacién de los cisticercos.
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Por ejemplo, los cisticercos que se alojan en el compartimento ventricular bloquean
la circulacién del liquido cefalorraquideo provocando hidrocefalia obstructiva e
hipertension intracraneal. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes de la NC son
las convulsiones, la epilepsia, la hipertension intracraneal, las deficiencias
neurolégicas focales y las alteraciones cognitivas (Gonzales, Rivera, y Garcia, 2016;
Marcin Sierra et al., 2017; Nash, Bustos, y Garcia, 2017).

El mejor diagndstico de la NC requiere del uso de técnicas de imagenologia como
la Tomografia axial computarizada (TAC) y la Resonancia magnética que proveen
informacion sobre la localizacion, el nimero y el tamafio del parasito, sin embargo,
el uso de estas técnicas no es posible en muchos casos por la falta del equipo
necesario o por la falta del recurso econdmico. Asi mismo, estas técnicas se
complementan con la técnica de inmunoelectrotransferencia que detecta en el suero
anticuerpos contra antigenos glicoprotéicos de una fraccion obtenida pasando un
extracto crudo del cisticerco por una cromatografia con la Lectin lectina,
denominada LLGP’s (Garcia y Del Brutto, 2003; Scheel et al., 2005).

El tratamiento contra la cisticercosis esta basado en el uso de farmacos
antiparasitarios y antiinflamatorios siendo los de eleccién albendazol (ABZ), y
praziquantel junto con la dexametasona en diferentes combinaciones y dosis
dependiendo del nimero de cisticercos, de su viabilidad y de su localizacién (Garcia
et al., 2016; White et al., 2018). La eficacia del ABZ en un primer tratamiento para
la neurocisticercosis parenquimal es de entre el 30% y el 40% en términos de la
resolucion total de las lesiones. El albendazol es un farmaco anti-helmintico de
amplio espectro que inhibe de manera selectiva la polimerizacion de los
microtUbulos de las células de los parasitos e inhibe a las enzimas fumarato
reductasa y superdxido dismutasa de Cu/Zn, ocasionando la pérdida de
funcionalidad, la alteracion de la cadena respiratoria, el dafio por estrés oxidante y
la lisis celular sin afectar el tejido normal del huésped (Castellanos-Gonzélez,
Jiménez, y Landa, 2002; Garcia et al., 2014; Movahedi, Li, Gu, y Xu, 2017; Parra-
Unda, Vaca-Paniagua, Jiménez, y Landa, 2012). Por su parte el praziquantel es un

farmaco que aumenta la permeabilidad de la membrana favoreciendo el influjo de



calcio en el parasito y provocando la contraccion masiva y paralisis. En dosis altas
produce la vacuolizaciéon y dafio al tegumento lo que expone antigenos que la

respuesta inmune reconocera atacando al parasito (Cupit y Cunningham, 2015).
Respuesta inmune contra la neurocisticercosis

Las manifestaciones clinicas de la cisticercosis en humanos dependen de factores
como la localizacion, el nimero de cisticercos y la respuesta inmune del hospedero.
Los cisticercos pueden encontrarse en el tejido en su forma vesicular (cisticerco con
estructuras intactas), en su forma coloidal (con algunas estructuras dafiadas y con
apariencia coagulada) o calcificados; esta diversidad de formas esta relacionada a
los eventos inmunologicos ocurridos durante la infeccion (Sciutto et al., 2000). La
NC provocada por un solo cisticerco localizado en el parénquima cursa con bajo
contenido celular en el fluido cerebro espinal (FCS) y es frecuentemente
asintomética. Por el contrario, cuando los cisticercos se ubican en el espacio
subaracnoideo o en los ventriculos aumenta la cantidad de células en el FCS, se
puede presentar hipertension intracraneal y el aumento en la inflamacion puede
cursar con aracnoiditis dejando secuelas severas (Saénz et al., 2006; Singhi y
Singhi, 2004). En la NC sintomatica citocinas pro-inflamatorias como la IL-5 y la IL-
6 asi como la presencia de linfocitos B, T CD8+ y T CD69+ estan incrementados,
sin embargo en formas mas severas de la enfermedad como en la cisticercosis
subaracnoidea también se ha encontrado un aumento en la concentracion de TNF
e IL-1B en el FCS. Asi mismo en muestras histoldgicas obtenidas de necropsias, la
IL-10 se encuentra en altos niveles, probablemente interviniendo en la regulacion
de la respuesta inflamatoria y promoviendo la produccion de linfocitos T reguladores
(Sciutto, Chavarria, Fragoso, Fleury, y Larralde, 2007). Se ha observado que los
linfocitos T reguladores (Treg) estan incrementados tanto en la sangre periférica
como en el FCS de pacientes con NC gque muestran una respuesta linfoproliferativa
especifica y no especifica disminuida. Dichos linfocitos expresan PD-1 y CTLA-4
moléculas que estan involucradas en el efecto supresor de los Treg, ademas se ha

encontrado un aumento en los niveles de IL-10, IL-35 y TGF-(3, lo que indica que la



respuesta predominante en esta enfermedad es reguladora y favorece al parasito
(Adalid-Peralta et al., 2012; Arce-Sillas et al., 2016).

Modelo experimental de cisticercosis

Mucho del conocimiento existente sobre la inmunologia de la cisticercosis proviene
de lo observado en el modelo murino. En este modelo, ratones de una cepa
susceptible (BALB/c) son infectados con cisticercos de Taenia crassiceps, que en
su ciclo natural tiene como hospedero definitivo a los canidos mientras que los
roedores desarrollan los cisticercos al ingerir los huevos. En el laboratorio se
dispone de un modelo de cisticercosis por T. crassiceps (cepa ORF) en el que 20
cisticercos son inyectados en la cavidad peritoneal de los ratones que en un periodo
de 8 semanas alojaran mas de 3000 cisticercos. Dichos cisticercos se pueden
mantener a traves del pase del peritoneo de un ratdn a otro. Utilizando este modelo
se han identificado moléculas antihelminticas y sus mecanismos de accion, se ha
caracterizado la respuesta inmune temprana y tardia, se han estudiado moléculas
importantes en la relacion hospedero-parasito y se han realizado estudios de
vacunacion. A través de este modelo se sabe también que existe una fuerte similitud
antigénica entre T. solium y T. crassiceps, lo que hace este modelo Util para realizar
estudios de la relacion hospedero-parasito en la cisticercosis (Gémez-Garcia,
Rivera-Montoya, Rodriguez-Sosa, y Terrazas, 2006; Sciutto et al., 2013; Willms y
Zurabian, 2010).

Respuesta inmune T cooperadora y macrofagos en el modelo murino de T.

crassiceps

Existe una relacion importante entre la respuesta T cooperadora y el combate o el
establecimiento de la cisticercosis peritoneal por T. crassiceps. Al inicio de la
infeccion en la primera y segunda semana post inoculacién cuando el nimero de
pardsitos en la cavidad peritoneal es baja, la respuesta inmune es de tipo Thl con
predominancia de INF-y, NO e IgG2a. Conforme la infeccién avanza y el nimero de
parasitos aumenta, la respuesta cambia del perfil Thl al Th2 con un aumento de IL-

4 e IL-13 que se mantiene ademas de promover la anergia de las células T



cooperadoras a través del contacto macrofago-célula T y la via PD-1/PDL’s,
haciendo permisivo al hospedero (Terrazas, Bojalil, Govezensky, y Larralde,
1998;Terrazas, Montero, Terrazas, Reyes, y Rodriguez-Sosa, 2005). Se ha
demostrado que, si la respuesta T cooperadora se modifica, por ejemplo,
administrando INF-y recombinante a los ratones infectados de manera que el perfil
Thl se mantenga, el establecimiento de la infeccion no ocurre y se obtienen cargas
parasitarias bajas (Terrazas et al., 1999). Por el contrario, si la respuesta Thl es
bloqueada como en el caso de los ratones STAT4-/-, los parasitos se establecen
rapidamente favoreciendo una respuesta Th2 e induciendo la presencia de IgG1,
IgE, IL-4, IL-10 e IL13 (Rodriguez-Sosa et al., 2004). Esta relacion entre la respuesta
de los linfocitos T cooperadores y el establecimiento o no de la infeccion esta a su
vez dirigida principalmente por los macrofagos y las células dendriticas. Se ha
observado que las células dendriticas expuestas a los antigenos de T. crassiceps
desarrollan respuestas alteradas frente a la estimulacién a través de TLRs con baja
secrecion de citocinas proinflamatorias como IL-12 y TNF ademas de permanecer
en estado de inmadurez y promover la respuesta Th2 cuando se usan como células
presentadoras de antigeno (Terrazas, Alcantara-Hernandez, Bonifaz, Terrazas, y
Satoskar, 2013). Asi mismo, a la octava semana post infeccion cuando la respuesta
es de tipo Th2 y la carga parasitaria es mayor, los macrofagos extraidos del
peritoneo secretan bajas concentraciones de IL-12, IL-18 y NO y muestran
disminucién de la expresion de CD80 y CD86, por el contrario expresan altos niveles
de marcadores de activacion alternativa como el Receptor de Manosa (CD206), la
enzima Arginasa-1 (Arg-1), la lectin quitinasa Ym1, el receptor alfa de la IL-4 (IL-
4Ra) ademas de los ligandos de muerte programada PD-L1 y PD-L2 (Rodriguez-
Sosa et al, 2002; Terrazas et al., 2005). Estos macrofagos promueven la
diferenciacion de los linfocitos T hacia el perfil Th2 ademéas de provocar la baja
respuesta proliferativa de los linfocitos aislados de bazo de ratones BALB/c
infectados incluso cuando se les estimula de manera policlonal (Reyes, Gonzalez,
Ledesma-Soto, Satoskar, y Terrazas, 2011; Terrazas et al., 2005). En conjunto la
presencia de macrofagos predominantemente antiinflamatorios en las etapas

tardias de la infeccidn y la respuesta Th2 permiten el desarrollo descontrolado de
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los cisticercos en la cavidad peritoneal. Por el contrario, cuando se extraen
macréfagos en las primeras semanas post inoculacién, éstos presentan marcadores
de activacion clasica o proinflamatoria como la produccion de NO, TNF e IL-12, en
esta etapa el numero de cisticercos en la cavidad peritoneal es muy baja. Ademas,
se ha demostrado que la resistencia o susceptibilidad de ciertas cepas de ratones
esta determinada por el perfil de activacion de los macrofagos, de manera que los
macrofagos obtenidos de ratones resistentes C57BL/6 mantienen la secrecion de
TNF, IL-12 y de 6xido nitrico durante toda la infeccion, mientras que los macréfagos
obtenidos de ratones BALB/c a la semana 2 muestran un fenotipo inflamatorio
cambiando hacia la activacion alternativa conforme aumentan los parasitos en la

cavidad peritoneal (Reyes, Terrazas, Vera-Arias, y Terrazas, 2009).
Moléculas moduladoras de larespuesta inmune en Taenia

Se ha identificado en diversos helmintos que la desregulacién o supresiéon de la
respuesta inmune es provocada por la actividad misma del parasito como una
estrategia de evasion ante el ataque del hospedero. Los extractos solubles, asi
como las moléculas obtenidas de los medios de cultivo donde los parasitos se
mantuvieron y moléculas aisladas directamente de las larvas, los huevos o los
parasitos adultos se han utilizado para conocer el efecto de éstos en la regulacion

de la respuesta (Fig. 3).

En el caso de T. crassiceps los extractos solubles (TcES) al ser inyectados en
ratones reclutaron células involucradas en la inhibicion de la proliferacion de
linfocitos T siendo las glicoproteinas encontradas en dichos extractos las moléculas
que inducen un fenotipo inmaduro en las células dendriticas que a su vez producen
la diferenciacion hacia la respuesta Th2 (Gbémez-Garcia, Rivera-Montoya,
Rodriguez-Sosa, y Terrazas, 2006). Un efecto similar se encontrg al usar antigenos
de excrecién/secrecion para estimular a las mismas células. Estas se volvieron
incapaces de responder ante la estimulacion por TLRs y produjeron la diferenciacion
de linfocitos T CD4+ naive hacia el tipo Th2, en este caso el efecto también fue
dependiente de los carbohidratos dado que al alterar la estructura de estos el efecto
se pierde (Terrazas, Gomez-Garcia, y Terrazas, 2010). Debido a su potencial para

11



provocar respuestas anti-inflamatorias Th2 los TcES han sido probados como
moduladores de la respuesta inmune en patologias donde la respuesta pro-
inflamatoria cronica genera dafios severos como en el caso de la Encefalomielitis
autoinmune (modelo experimental en raton de la Esclerosis multiple) o en la colitis
experimental (Ledesma-Soto et al., 2015; Peo6n et al., 2017). Sin embargo, en la
mayoria de los estudios realizados sobre inmunomodulacién se han utilizado
antigenos totales solubles y solo de algunas moléculas aisladas se conoce su efecto
sobre el sistema inmune del hospedero. Por ejemplo, la estimulacion de células de
exudado peritoneal (PEC) de raton BALB/c con la proteina p66, aument6 la
secrecion de IFN-y, NO e IL-10, asi mismo favorecio la proliferacion y la produccion
de IFN-y e IL-10 en linfocitos T (Spolski, Thomas, See, Mooney, y Kuhn, 2002). Otro
ejemplo son los antigenos KETc de T. crassiceps que inducen la proliferacién de
células TCD8+ y TCD4+ produciendo un aumento en los niveles de IFN-y e IL-2,
efecto que esta relacionado a la proteccién que producen en el modelo murino de
raton cuando son administrados de manera conjunta o separada (Toledo et al.,
2001). Dentro de estos antigenos, GK-1 un péptido que forma parte de KETc 7 y
que ha sido probado como antigeno vacunal, es capaz de producir altos titulos de
anticuerpos y disminuir la carga parasitaria en ratones y en cisticercos de T. solium
produce la muerte de las larvas debido al dafio causado por la fijacion de
complemento (Nufiez et al., 2018; Toledo et al., 1999). Otras moléculas aisladas
gue ha sido probada como antigeno vacunal es la Fraccion glutatién transferasa
(SGSTF) de T. solium, que compone el sistema desintoxicante del parasito, sistema

que le otorga proteccion frente al ataque del hospedero.
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Figura 3. Antigenos de Taenia crassiceps identificados como inductores de la respuesta Th2 y de
macréfagos alternativamente activados (AAMs). Estos macréfagos expresan marcadores como
Arginasa-1, Quitinasa-1, CD206 y ligandos de muerte programada PDL-1 y PDL-2 que promueven
la diferenciacién de los linfocitos T cooperadores hacia Th2 ademas de tener otros efectos como la
anergia de las células. P66 es una de las pocas moléculas inductoras de la secrecion de IFN-y en
los linfocitos T (Modificado de Pedn et. al., 2018).

Proteinas de sistema desintoxicante en T. solium

Taenia solium posee un sistema desintoxicante que le protege del ataque del
sistema inmune del hospedero, asi como de la accion de los xenobidticos, los
farmacos antiparasitarios y las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, ademas
de mantener el equilibrio de las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas
dentro y fuera del parasito. Dentro de este sistema las familias de enzimas mas
importantes de este parasito son las Superoxido dismutasas (SOD), la 2-Cys

peroxiredoxina (2-CysPrx) y las Glutation transferasas (GST).

Las Superdxido dismutasas son metaloenzimas que catalizan la dismutacion del
anion superoxido (027) en H202 y O2. En los helmintos se han identificado dos tipos
de SODs: las MnSOD ubicadas en la matriz mitocondrial y las Cu,Zn SOD
citosdlicas y de secrecion (Fridovich, 1995). En T. taeniaeformis y en T. solium
dichas enzimas forman dimeros o tetrdmeros de aproximadamente 30 y 64 kDa y

son del tipo Cu,ZnSOD. Esta enzima se expresa en todos los estadios de T. solium
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y el tiabendazol asi como el albendazol son capaces de inhibir su actividad
(Castellanos-Gonzélez et al., 2002; Gonzélez R, Mendoza-Hernandez, y Plancarte,
2002; Leid y Suquet, 1986)

Las Peroxirredoxinas catalizan la reduccion de peréxidos de hidrogeno y de
peroxinitritos para formar agua, asi como de los hidroperéxidos en alcoholes y agua.
Estas enzimas estan clasificadas con base en la presencia y localizacién o ausencia
de la cisteina de resolucion (Cr) en tres subfamilias: 2-Cys Peroxirredinas, 2-Cys
Peroxirredoxinas atipicas y las 1-Cys Peroxirredoxinas. Se caracterizan por utilizar
una o dos cisteinas para la catalisis y por desempefar su actividad mediante la
interaccidn con otras proteinas reduciendo grupos disulfuro ademas de ser
proteinas que participan en la transduccién de sefiales (Balsera y Buchanan, 2019;
Fujii y Ikeda, 2002; Rhee, 2016) En platelmintos las 2-CysPrx se consideran las
principales enzimas de la defensa contra el estrés oxidativo producido por el
hospedero debido a la falta de Catalasas y a la poca actividad de Glutatién
peroxidasa que tienen los helmintos (Henkle-Dihrsen y Kampkoétter, 2001; Wang et
al., 2018). En T. solium se ha caracterizado una 2-CysPrx tipica que se localiza en
el tegumento y se expresa en todos los estadios del parasito, los anticuerpos
producidos contra esta reconocen también a la enzima de T. saginata y de T.

crassiceps (Molina-Lopez, Jiménez, Ochoa-Sanchez, y Landa, 2006).
Glutation transferasas

Las Glutation transferasas (GST) son enzimas que conjugan el glutatibn a
compuestos electrofilicos (xenobidticos). En humanos se han descrito una gran
variedad de patologias en las que las GST estan involucradas, como en el cancer,
enfermedades bucales, infertilidad, preeclampsia entre otras (Dong et al., 2018;
Kolesnikova et al., 2017; Sljivancanin Jakovljevic et al., 2019).

Las GST son proteinas diméricas que estan clasificadas en 3 superfamilias: las GST
mitocondirales, las GST microsomales o MAPEG (Proteinas asociadas a membrana
involucradas en el metabolismo de icosanoides y de glutatién) y las GST citosolicas.

Las primeras tienen actividad de peroxidasa y estan involucradas en la 3-oxidacion
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de &cidos grasos, las segundas participan en la sintesis de leucotrienos y en la
activacion de lipoxigenasas mientras que las GST citosélicas tienen como principal
funcién la de transferasas. A su vez las GST se agrupan, con base en sus
caracteristicas bioquimicas, estructurales, inmunolégicas, genéticas y su origen
especie-especifico, en clases. Las clases lambda, fi y tau se han identificado en
plantas, la beta en procariontes, la nu en nematodos, la delta, épsilon, iota y xi en
insectos mientras que las clases alfa (A), mu (M), pi (P), teta (T), sigma (S), zeta (Z)
y omega (O) se encuentran en el citosol de las células de una gran cantidad de
organismos (Dixon, Davis, y Edwards, 2002; Frova, 2006). Las GST citosolicas
participan en el metabolismo de xenobidticos y se les ha relacionado a fenomenos
de resistencia a quimioterapias contra el cancer, a insecticidas y herbicidas, asi
como a antibiéticos (Hayes, Flanagan, y Jowsey, 2005; Morgenstern, Zhang, y
Johansson, 2011; Board y Menon, 2013). Dichas enzimas tienen subunidades entre
24 a 27 kDa con una secuencia primaria promedio de 250 aminoacidos que forman
ya sea homodimeros o heterodimeros unidos de manera no covalente con
subunidades homoélogas o heterélogas. Presentan dos dominios: el dominio G, con
plegamiento parecido al de las tioredoxinas (B-a-B-a-B-B-a) altamente conservado
entre especies y localizado en el amino terminal, donde se encuentra el sitio de
unién y de activacion del glutation reducido; y el dominio H, Unicamente formado por
hélices a que varian en nimero dependiendo de la clase, ubicado en el carboxilo
terminal y altamente variable (lo que explica el amplio rango de compuestos que las
GST citosdlicas pueden usar como sustratos) es el sitio de union del substrato. Cada
mondmero contiene ambos dominios (Sheehan, Meade, Foley, y Dowd, 2001) (Fig.
4).

Figura 4. Estructura de una GST alfa-1 citosoélica (GSTA-1) tipica. Dimero donde las hélices-alfa del
amino terminal se muestran en azul y las del carboxilo terminal en verde. Las laminas-beta se

muestra en magenta.
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Se ha encontrado que las GST patrticipan en otros procesos que no dependen de
su actividad enziméatica como en la sintesis de prostaglandinas, en vias de
sefalizacion celular donde interacciona con moléculas como JNK o ASK1 o en la
formacioén y regulacién de canales de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (RyR) de la

célula muscular (Board y Menon, 2013).

En helmintos, la fase | del sistema desintoxicante muestra muy baja actividad
enzimatica por lo que las GST son las principales enzimas de defensa contra
farmacos antiparasitarios, por lo que han sido propuestas como blancos
farmacoldgicos o vacunales. En Schistosoma se ha observado que cuando las
GSTs son inhibidas con anticuerpos disminuye la fertilidad del parasito (Remoué et
al., 2000).

Respuesta inmune frente a las GSTs de parésitos

Debido a la importancia de las GST para la supervivencia de los parasitos estas
proteinas han sido probadas como antigenos vacunales o como moléculas
moduladoras del sistema inmune (Tabla 1). De las mas estudiadas, las GST de
Schistosoma estan involucradas en la defensa contra farmacos, en la sintesis de
prostaglandina PGD2, en la fertilidad de dicho trematodo y en la modulacion de la
respuesta inmune del hospedero hacia un perfil Th2 (Capron, Riveau, Capron, y
Trottein, 2005). En estudios de vacunacion la GST28 de S. mansoni (SmGST28) ha
demostrado disminuir la produccion y viabilidad de huevos teniendo una efectividad
del 75%-80% en primates y 85%-94% en terneros, dicha disminucion esta
relacionada al aumento de IgG3 e IgA que actdan inhibiendo a la GST (Boulanger
et al., 1999; C. B. Xu et al., 1993). Asi mismo en S. japonicum se han identificado
péptidos promotores de la respuesta Thl, el péptido P6 induce proliferacion de
linfocitos T y la secrecién de IFN-y e IL-2 (Li et al., 2005).
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Tabla 1. GST de algunos parasitos y su efecto como antigenos.

GST Efecto Respuesta inmune Dosis
SmGST28 Disminucion de IgA, IgG3 50 pg
(vacunacion) viabilidad, disminucion
de la carga parasitaria
Sj28GST (epitopes Disminucion de la INF-y, IL-2 100 pg
linfocitos T, carga parasitaria Proliferacion T CD4+
vacunacion e in vitro)
EgGST (vacunacion) Reduccién quistes IgG2a, INF-y, IL-2 50 ug
hidatidicos 10 ug
Tch2 (in vitro Desconocido IL-1q, IL-10, IL-12 5 ug
macrofagos)
GST-ESA Fasciola Disminucion leve de la Disminucion NO, 10,20y 30 ug
hepéatica carga parasitaria Antiproliferativa
(esplenocitos, esplenocito
macréfagos)
nFhGST Disminucion de la Humoral 20 ug
carga parasitaria
Regulacion de NFkB 100 g
Anti-inflamatoria (ratones)

De la misma forma, en ensayos de inmunizacion con la GST de E. granulosus
(EgGST) en ratones, se ha observado la disminucién de quistes y aumento en la
secrecion de IL-4, IL-10 e IFN-y asi como de anticuerpos IgG1, IgG2a e 1gG3.
Ademas, epitopes de EQGST han demostrado potenciar la respuesta Thl protectora
en ratones C57BL/6 cuando se inmuniza junto con otras proteinas que,
administradas de manera aislada, inducen baja proteccion (Esmaelizad et al., 2013;
Zhu et al., 2015).

En contraste, la GST recuperada de productos de excrecion/secreciéon (GST-ESA)
de F. hepética ha demostrado tener propiedades antiinflamatorias y supresoras de
la respuesta Thl; en cultivo con esplenocitos de rata disminuyd la respuesta
linfoproliferativa asi como la produccién de NO en macrofagos peritoneales. En
modelos de sepsis en ratones C57BL/6 la GST citosélica de parasitos adultos
suprimié la produccion de TNF e IL-1B en macrofagos y aumentd la supervivencia
de dichos ratones. Sin embargo, en ovejas inmunizadas con esta proteina la carga
parasitaria disminuy6 en un 78% (Aguayo et al., 2019; Cervi, Rossi, y Masih, 1999;
Sexton et al., 1990).
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Glutatién transferasas en Taenia solium

En T. solium se han aislado tres Glutation transferasas citosolicas, una de 24.5 kDa
(TsGSTS), una de 25.5 kDa (Ts25GST) y otra de 26.5 kDa (Ts26GST) que se han
clasificado como clase sigma, mu y alfa-mu, respectivamente. Las Ts25GST y
Ts26GST representan entre el 3 y 4% de proteina soluble total del cisticerco y se
obtienen de extractos crudos de cisticercos pasados por cromatografia de afinidad
a GSH, lo que se ha denominado como la fraccion de glutation Transferasa (SGSTF)
(Vibanco-Pérez, Jiménez, Merchant, y Landa, 1999). Ambas enzimas son diméricas
y cada monémero contiene el sitio G y H caracteristico de las GSTs ademas de
motivos SNAIL/TRAIL que definen a las GST. Dichas proteinas se localizan en el
tegumento, parénquima y en el citoplasma de células protonefridiales y
subtegumentales y forman un gradiente de concentracion hacia la superficie del
tegumento (Fig.5). La SGSTF ademas de su funcidén desintoxicante ha demostrado
ser un antigeno vacunal eficaz disminuyendo en un 90% la carga parasitaria a las 4
semanas post-infeccion y 85% a las 8 semanas en el modelo murino de
cisticercosis. De igual manera la administracion temprana de la Ts26GST purificada
disminuy6 en un 74% el nimero de parasitos mientras que la Ts25GST Unicamente
tuvo un 25%. Los anticuerpos lgG2a especificos contra las GSTs fueron los
predominantes. Ademas, los anticuerpos anti-SGSTF muestran reactividad cruzada
con GSTs de otras tenias como T. saginata y T. taeniaeformis mientras que no hubo
reconocimiento con las GSTs de S. japonicum ni con GSTs obtenidas del higado de
raton, conejo y cerdo (Torres-Rivera y Landa, 2008; Vibanco-Pérez, Jiménez,
Mendoza-Hernandez, y Landa, 2002).
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Fig.5. Localizacién de las GST de 25 y 26 kDa en corte de la pared vesicular de cisticerco de T.
solium. (Vibanco-Pérez et. al.,1999). Se observa su presencia en PC: células protonefridiales, T:
tegumento, SC: celulas subtegumentales y P: parénquima. Se utilizaron anticuerpos contra la
fraccion SGSTF marcados con isotiocianato de fluorescencia.
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HIPOTESIS

La SGTSF al activar a los macrofagos hacia un fenotipo pro-inflamatoro, inducira en

los linfocitos T CD4+ una respuesta Thl en co-cultivos “in vitro”.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si la fraccion GST de Taenia solium (SGSTF) es capaz de modificar la

respuesta T cooperadora hacia un fenotipo Thl.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el efecto de la SGSTF sobre la expresion de marcadores de
activacion en macroéfagos peritoneales.

e Investigar si la exposicibn a la SGSTF provoca su internalizacion y
presentacion en los macréfagos peritoneales.

e Determinar sila SGSTF es capaz de dirigir la activacion y polarizacion de los
linfocitos T CD4+ pre-activados de manera inespecifica y en los linfocitos T

CD4+ estimulados con un antigeno especifico (OVA).
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MATERIALES Y METODOS.

Estrategia experimental

Ratones naive
BALB/c

macrofagos peritoneales

BALB/c Extraccién y cultivo de ]

linfocitos T CD4+ de bazo cisticercos de T solium Cultivo por 24h con estimulo

Co-cultivo de linfocitos T CD4+ ] ( M(SGSTF) ¢ MILPS) M(Tc-8w)
con macréfagos estimulados (72 h) J‘ 10 pg/mL Control sin 1 g/l T crassiceps 8
estimulo HE semanas

Anti-CD3

[ Extraccion, purificacion de ] Purificacion de la SGSTF de

Deteccion Extraccion de RNA y Citometria de flujo
(ELISA) TNE, RT-PCR : para:

IL-12, IL-10 Gapdh, Nos2, Arg-1, CD80, CD86, MHCII
chil3 CD206, PD-L1, PD-L2

Expresién de

CD25y CD6S Deteccidén

Medida de la
proliferacién con
Timidina tritiada

en linfocitos T
CD4+ por
citometria de

(ELISA) INFy, IL-4

Microscopia Microscopia
flujo confocal confocal
SGSTF y MHCII Citocalasina D,
15, 30 y 60 min SGSTF, MHCII

Material biolégico

Los cisticercos de Taenia solium fueron colectados del musculo esquelético de
cerdos infectados naturalmente proporcionados por la Facultad de Medicina de la
UNAM. Los ratones (Mus musculus) hembra BALB/c de entre 8 y 10 semanas de
edad fueron comprados a Harlan Laboratories y mantenidos en bioterio en un
ambiente libre de patdgenos en la Facultad de Medicina de la UNAM. Los cisticercos
de T. crassiceps fueron obtenidos de ratones hembra BALB/c previamente
infectados intra-peritonealmente con 20 cisticercos (cepa ORF). Se dejo transcurrir
la infeccién durante 3 meses, se sacrificaron los ratones y de nuevo se obtuvieron
los cisticercos que fueron lavados 3 veces con PBS e inyectados inmediatamente
(20 cisticercos por raton) en la cavidad peritoneal de ratones BALB/c naive. Se dej6
transcurrir la nueva infeccion durante 8 semanas para la obtencion de macréfagos

peritoneales y bazos de dichos ratones.
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El protocolo usado fue aprobado por el Comité de Etica Animal de la misma facultad
y esta en concordancia con la NOM-062-Z00-1999.

Purificacion de la fraccion GST (SGSTF)

Los cisticercos (10 g) de T. solium fueron homogenizados en un Sonics vibracell
con 50 mL de amortiguador de extraccion (PBS, Tritdn 1%, pH= 7.2) con inhibidores
de proteasas (TLCK 10 mM, EDTA 0.5 M, PMSF 200 mM). Este homogenado fue
centrifugado (10 min, 16,200 g, 4°C), filtrado y pasado por una columna de GSH-
Sepharose 4B (GE-Healthcare). Las proteinas unidas a la columna fueron eluidas
con 5 mM de GSH. El eluido con la proteina pura se dializo y concentré usando un
filtro Amicon Ultra (Millipore). La concentracion fue determinada por el método de
Lowry y la pureza en un PAGE-SDS al 12% tefiido con azul de Coomassie (Vibanco-
Pérez et al. 1999). La fraccidén obtenida mostré 2 bandas de ~25y ~26 kDa y a ésta
se le denomind fraccion de Glutation transferasa de T. solium (SGSTF). La actividad
de la SGSTF fue determinada por el método de Habig (Habig y Jakoby, 1981)
usando el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) como sustrato. El contenido de
endotoxina se determind usando el E-toxate kit (Sigma) y en la SGSTF pura fue
menor a 0.2 EU/ug. La SGSTF fue conservada en alicuotas a -20°C.

Obtencion de macrofagos peritoneales

Se administré intraperitonealmente medio tioglicolato al 3% estéril (Sigma-Aldrich)
y conservado por 3 meses en ratones BALB/c naive. Tres dias después los ratones
fueron sacrificados y los macréfagos obtenidos por inyeccion intraperitoneal con 10
ml de solucion salina isotonica estéril (SSI, PISA) fria dando un masaje en el
abdomen para después recuperar la suspensiéon celular de la cavidad peritoneal.
Esta suspension se centrifugd a 1000 g durante 10 min y posteriormente se volvié
a suspender en 1 ml de medio RPMI. Se realiz6 el conteo de células en una camara

de Neubauer y se determiné la viabilidad con azul tripano.

Del mismo modo se obtuvieron macrofagos peritoneales de ratones con 8 semanas

de infeccién con T. crassiceps.
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Cultivo y estimulacién de macréfagos

Las células peritoneales obtenidas como se describié anteriormente fueron
sembradas (3x108) en placas para cultivo celular de 24 pozos con fondo plano
(Costar, Corning Inc.) en medio RPMI-1640 (Sigma) suplementado con antibiéticos
(100 U/ml penicilina y 100 mg/mL estreptomicina (Sigma)) y suero fetal bovino
(Gibco) y se incubaron durante 2 h a 37° C, 5% de CO.. Pasado este tiempo se
lavaron 3 veces los pozos con SSI a 37° C con la finalidad de remover las células
no adherentes. Las células adherentes (75-85% macréfagos identificados por
citometria de flujo) fueron puestas en medio RPMI suplementado y estimuladas con:
10 pg/mL de la fraccion SGSTF purificada o con 1 ug/mL de LPS de E. coli (Sigma)
o0 sin estimulo durante 24h a 37° C y 5% de COg; asi mismo las células adherentes
obtenidas del peritoneo de ratones infectados durante 8 semas se cultivaron sin
estimulo en las mismas condiciones. A los macrofagos cultivados en presencia de
la SGSTF se les denomindé M(SGSTF), a los cultivados con LPS se les indica como
M(LPS) y a los macrofagos alternativamente activados provenientes de ratones
infectados se les nombré M(Tc-8w). Los macréfagos sin estimular se indican con la

letra c.
Extraccion de RNA y RT-PCR

Se removi6 el medio de cultivo de las células en pozo y se lavaron con solucién
salina isotonica (SSI) a 37° C, posteriormente se agregaron 500 uL de TRIzol
(Invitrogen) por pozo y mediante agitacion con pipeta se disgregaron las células, se
pasaron a un tubo Eppendorf y se agreg6 100 uL de cloroformo, se agitd y se dejo
actuar durante 5 min para posteriormente centrifugar a 12000 g por 10 min. En un
tubo estéril, se colect6 el sobrenadante del centrifugado anterior y se adicionaron
500 pL de isopropanol frio, se agité suavemente y se dejo reposar durante 15 min
a -20°C. Se centrifug6 de nuevo a 12000 g por 10 min y el precipitado obtenido se
lavd dos veces con etanol frio al 75% y se centrifugaron a 7500 g por 5 min, se
descartd el sobrenadante y la pastilla se dejé secar para luego conservarla en 50

uL de agua tratada con DEPC al 0.1%. Se cuantific el RNA, se verificé su integridad
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en un gel de agarosa tefiido con Bromuro de Etidio y se preservé a -70°C hasta su

utilizacion.

La técnica de la transcriptasa reversa acoplada a la reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) y 2 oligonucleotidos especificos para cada gen de interés, se
utilizaron para amplificar una regién de cada marcador de activacion de macréfagos:
Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (Gapdh) (Renshaw et al., 2002), arginasa-
1 (Argl), quitinasa lectina (Ym21) (Nair et al. 2003) y oxido nitrico sintasa inducible
(Nos2) (Yoshida et al. 2000). Como primera parte, para el RT-PCR se sintetizo el
DNA complementario a partir de 1 ug de RNA total, para cada reaccion se
adicionaron los oligonucleétidos especificos (50 pM) para cada gen y se siguieron
las instrucciones sugeridas en el estuche de SuperScript One-Step (Invitrogen). La
mezcla se incubo a 45°C por 30 min e inmediatamente se empezo6 la PCR utilizando
para todos los genes (excepto para Nos2 la Tm usada fue 62°C) el siguiente
programa: 1 ciclo (94°C por 2 min), 30 ciclos de (94°C por 30 seg, 56°C 1 min, 72°C
por 30 seg de polimerizacion) y un ciclo de 72°C por 5 min, 15°C por 15 min. Los
fragmentos amplificados se observaron en geles de agarosa y se analizaron en un
fotodocumentador Sistem 120 de KODAK. La transcripcion relativa se cuantificd por
densitometria de las bandas observadas en los genes utilizando el software ImageJ,

los valores se expresaron en unidades arbitrarias.
Co-cultivo de macréfagos y linfocitos

Las células T CD4+ y los esplenocitos usados en los co-cultivos in vitro que se
realizaron fueron obtenidos de bazos de ratones BALB/c sanos. Los ratones fueron
sacrificados por dislocacion cervical previa sedacién y los bazos fueron removidos
en condiciones de esterilidad. Los linfocitos fueron obtenidos por perfusion de los
bazos, se colectaron en tubos Falcon de 15 mL y se centrifugaron a 10000 g durante
10 min. El sobrenadante se descarté y se agreg6 solucion de Boyle estéril para
eliminar los eritrocitos presentes, posteriormente se centrifugo y este paso se repitio
dos veces hasta tener una suspension linfocitaria libre de residuos eritrocitarios. Se
eliminaron los residuos de la solucién de lisis, se colocaron las células en medio

RPMI completo, se determind la viabilidad y se realizé el conteo de células con azul
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tripano en camara de Neubauer. Las células T CD4+ se aislaron usando el sistema
de separacion magnética MACS acoplado a anticuerpos anti-CD4+ (Miltenyi Biotec)
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante y por citometria de flujo se
verifico la purificacion. Los macrofagos se obtuvieron del peritoneo de ratones naive
por extraccién de la cavidad con SSI fria siguiendo el procedimiento descrito en
“Obtencion de macrofagos peritoneales”. Los co-cultivos se realizaron adicionando
los macréfagos sin estimulo, M(SGSTF), M(LPS) y M(Tc-8w) a las células T CD4+
pre estimuladas con anticuerpos anti-CD3 o a células T CD4+ obtenidas de ratones
transgénicos DO11.1 y agregando el péptido OVAs23-339 (Sigma) en relacion 1:4 y
se incubaron a 37°C y 5% de CO:2 durante 72 h. A las 18 horas previas al término
del experimento se agrego timidina tritiada (0.5 uCi, metil-[3H]-TDR, Amersham) y
se continuaron los cultivos hasta cumplir el tiempo establecido. Las células se
colectaron en filtros de fibra de vidrio (Whatman) y se llevaron al cosechador
(Tomtec) para realizar el conteo de timidina incorporada en un contador 1450
microp-plate (Trilux). Los valores se representan como cuentas/min (CPM).

Andlisis de moléculas de membrana por citometria de flujo

Los macrofagos estimulados como se indica en “Obtencion de macréfagos
peritoneales” y en “Cultivo y estimulacién de macréfagos” fueron colectados de las
placas en cultivo agregando PBS con EDTA 5 mM estéril frio durante 10 min usando
un gendarme. Las células cosechadas se lavaron con amortiguador FACS (BD
Biosciences) y se centrifugaron para posteriormente incubarse con anticuerpos anti-
CD16/32 (Biolegend) durante 20 min a 4°C para bloquear los receptores Fc. Al
término de este tiempo las células se lavaron para eliminar el exceso de anticuerpo
anti-CD16/32 y se tifieron, segun el caso, con anticuerpos marcados con
fluorocromos contra F4/80, MHCII, CD206, IL-4Ra, PD-L1, PD-L2, CD80 y CD86
(Biolegend) siguiendo las indicaciones del fabricante. Las células marcadas fueron
analizadas en un citbmetro FACsCalibur (BD Biosciences) con los programas

CellQuest y FlowJo.

Para los experimentos descritos en la seccion “Co-cultivo de macréfagos y linfocitos”

se colectaron a las 72 h de cultivo las células T CD4+, se lavaron con amortiguador
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de FACS (BD Biosciences) y se marcaron, segun se indica, con anticuerpos anti-
CD4, anti-CD25 y anti-CD69 (Biolegend). Estas células se analizaron en un
citometro AtuneX el FACsCalibur (BD Biosciences) con los programas CellQuest y

FlowJo.
Microscopia confocal

Macrofagos peritoneales extraidos como se indica en “Obtencidon de macréfagos
peritoneales” fueron cultivados sobre cubreobjetos estériles cubiertos de poli-L-
lisina (Neuvitro) en medio RPMI a 37°C y 5% de COz2. A las 2 horas de cultivo, las
células no adherentes fueron removidas a través de lavados con SSI estéril a 37°C.
A Las células que permanecieron en el cubreobjetos se les agreg6 el estimulo de
SGSTF (10 ug/mL) en medio RPMI y continuaron en cultivo durante 15, 30 y 60 min.
Al término de cada tiempo las células se lavaron y se fijaron con paraformaldehido
al 4% en PBS, posteriormente se agreg6 el anticuerpo IgG de conejo anti SGSTF
(1:200) y se dejaron incubando a 4°C toda la noche. Después se agrego el
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo acoplado al fluorocromo FITC (1:100,
Santa Cruz Biotech) durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo se lavd con PBS para continuar con la doble tincién agregando anticuerpo
IgG de rata anti-IA-IE (1:100, Biolegend) 4°C toda la noche. Al siguiente dia se
agrego el anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo TexasRed (1:100, Santa
Cruz Biotech) y se incub6 durante 1 hora. Transcurrido este tiempo se lavaron las
muestras y se montaron en medio de montaje UltraCruz Hard-set mounting medium
(Santa Cruz Biotech). Las muestras se observaron en un microscopio LMS 800 de
Zeiss (63x) y las imagenes se analizaron con los softwares Zen Zeiss e ImageJ. En
los ensayos de inhibicién de la internalizacion se tratd a los macréfagos con
citocalasina D (10 uM, Sigma-Aldrich) y se incubaron durante 30 min a 37°C, segun
lo descrito por Roy et., al., 2014. Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS
y se incubd con 10 pg la SGSTF durante 30 min. Al cabo de este tiempo se realizd
la doble inmunofluorescencia como se indica arriba. Macrofagos no tratados con
citocalasina D y estimulados igualmente con la SGSTF en el mismo tiempo se

usaron como control. Las imagenes ortogonales se tomaron en proyecciones de 17-
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18 secciones secuenciales, escaneadas de 5 a 7 veces cada una (10.5 um de
grosor) y capturadas con un objetivo de inmersién 63x y un zoom de 1.5 en un

microscopio Leica DMi8 SP8 y procesado con el software correspondiente.
Determinacion de citocinas por ELISA

En los sobrenadantes de todos los cultivos se determind por el método de ELISA la
concentracion de las interleucinas IL-12, IL-10 y TNF en el caso de macréfagos y
en los co-cultivos se determiné IL-12, INF-y e IL-4 siguiendo las instrucciones del
fabricante (ELISA Development Kit, Peprotech). En placas para ELISA (nunc
MaxiSorp, Apogent) se agrego el anticuerpo de captura correspondiente a la
interleucina a medir en la concentracion que nos indica el fabricante y se dejaron
sensibilizar durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavo la placa, se bloqued
con BSA 1% en PBS y se agrego el sobrenadante a probar. Después de desechar
los sobrenadantes y lavar la placa, se agregdé el anticuerpo de deteccion
correspondiente a la interleucina que se determiné y se continué el protocolo
indicado por el fabricante de los estuches utilizados. Se incub6 2 horas a 37° C y
luego se revelo por medio de la reaccion del anticuerpo biotinilado con avidina,
agregandose posteriormente ABTS/ H202. La concentracion se determiné por medio
de la absorbancia a 405 nm en un lector de placas para ELISA Multiscan Ascent
(Termolab system).

Andlisis de la secuencia primaria de la SGSTF

Se realiz6 un alineamiento de las secuencias primarias de los tres péptidos Thl de
la 28GST de S. japonicum P1, P5y P6 con la Ts25GST y Ts26GST usando el

programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw).

Analisis estadistico

Se calcularon los promedios y errores estandar, asi como se realiz6 la prueba One-
way ANOVA con Bonferroni post-tests para el analisis estadistico en el programa
GraphPad Prism. Se consider6 p<0.05 como significativamente diferente, con
intervalo de confianza del 99%.
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RESULTADOS

Macrofagos estimulados con la fraccion GST de Taenia solium expresan

marcadores M1

Para saber sila SGSTF es capaz de activar a las células del sistema inmune innato
se realizaron cultivos in vitro de macrofagos peritoneales de ratén reclutados con
tioglicolato en presencia de la GST y se determinaron algunos de los marcadores
de activaciéon M1y M2 mas usados. Se realizé una curva de dosis-respuesta donde
se encontrd que las dosis de 10 pg/mL y 20 pyg/mL indujeron la expresion del gen
Nos2, y la secrecion de TNF (Fig.6 Ay C) por lo que se eligio la dosis de 10 pg/mL
para realizar todos los experimentos siguientes. La misma respuesta se encontrd
utilizando una SGSTF desnaturalizada por calor con la dosis seleccionada (B)
indicando que la actividad de la enzima no esta relacionada con su efecto en los

macréfagos.

A)

SGSTF20 SGSTF10 SGSTF5 SGSTFZB)SGSTFh control

Fig.6. Ensayo de dosis respuesta de macréfagos estimulados in vitro por 24h con 2, 5, 10 y 20 uyg/mL de SGSTF
y con 10 ug/mL de SGSTF desnaturalizada por calor (SGSTFh). A) y B) Expresion de Argl y Nos2 detectadas
por RT-PCR B) Secrecion de citocinas TNF e IL-10 medidas por ELISA. Se muestran gréaficos de un experimento
representativo de dos en el caso del RT-PCR y de tres experimentos de ELISA, expresados como + SD (n=3).

Los experimentos fueron independientes.
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Cabe mencionar que, aungue los macréfagos fueron extraidos utilizando tioglicolato
estéril al 3%, en ninguno de los ensayos realizados se encontré expresion

significativa de ningin marcador.

Una vez seleccionada la dosis a usar de la SGSTF (10 pg/mL) se realizaron los
cultivos por 24h de macréfagos en presencia de la proteina (M(SGSTF)) o de
lipopolisacérido (M(LPS)) ademas de los macrofagos alternativamente activados
provenientes de ratones infectados (M(Tc-8w)). Como control de macrofagos sin
ninguna activacion se cultivaron macréfagos unicamente en medio RPMI en las
mismas condiciones (c). Como se habia observado en la curva dosis-respuesta, el
anico marcador que en el RT-PCR mostré un aumento significativo al estimulo con
la SGSTF fue el gen Nos2 (Fig. 7A 'y B) contrario a lo observado para los macréfagos
(M(Tc-8w) que aumentaron la expresion de Arg-1 y Chil3. Por otro lado, los
macrofagos (M(LPS) también expresaron Nos2 ademas de Arg-1y Chil3. Ademas,
de los sobrenadantes colectados de todos los cultivos realizados se buscaron las
citocinas secretadas a las 24h (Fig. 7C). La SGSTF indujo un aumento de IL-12,
TNF e IL-10 con respecto al control (c) y un aumento de IL-12 y TNF con respecto
a los macréfagos M(Tc-8w) mientras que solamente aumento la IL-12 con respecto
a los macrofagos M(LPS). La produccion de IL-10 se mantuvo por encima del control
pero sin cambios en los tres grupos. En los ensayos de citometria de flujo (Fig. 7D)
los macrofagos expuestos a la SGSTF mostraron baja expresion de PD-L1 que no
fue significativa con respecto al control y no se detectd la presencia de PD-L2 y
CD206, de manera similar los macrofagos M(LPS) unicamente expresaron PD-L1y
no PD-L2 ni CD206. Por el contrario, los macréfagos M(Tc-8w) mostraron una alta
expresion de PD-L1, PD-L2 y CD206.
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Fig.7. Efecto sobre la expresién de marcadores de activacion en macrofagos peritoneales estimulados in vitro

con la SGSTF. A) Determinacion de los niveles de transcrito de Gapdh, Argl, Nos2 y Chil3 por RT-PCR. B)

Transcripcion relativa en unidades arbitrarias. C) Determinaciéon de citocinas (IL-12, TNF e IL-10) en los
sobrenadantes de los cultivos por ELISA. D) Citometria de flujo para detectar PD-L1, PD-L2 y CD206 en la
membrana de los macréfagos de todos los grupos. En (c¢) control de macréfagos cultivados sin estimulo, con 10
pg/mL de la SGSTF. Macrofagos M(Tc-8w) y M(LPS) fueron usados como control de activacion alternativa y

clasica respectivamente. Se muestran los datos expresados como + SD (n=3) de un experimento representativo

de tres experimentos independientes realizados (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005, ****p<0.0001).

31



Expresion de moléculas co-estimuladoras y MHC-II en los macréfagos

expuestos a la SGSTF

Ademas de los marcadores de activacion se busco la presencia de CD80, CD86 y
MHCII por citometria de flujo en los macréfagos cultivados en presencia de la
SGSTF durante 24 horas. La expresion de CD80 fue constante en los macréfagos
M(Tc-8w), en los macrofagos estimulados con la SGSTF y en los macréfagos control
sin mostrar diferencias significativas. Para esta molécula Unicamente los
macrofagos M(LPS) mostraron una ligera disminucion en la expresion con respecto
a las células en presencia de la SGSTF. Las células positivas para CD86
aumentaron en todos los grupos con respecto a los macréfagos control incluyendo
los macrofagos M(SGSTF) mientras que para MHC-II no se encontraron diferencias
significativas en estos macrofagos al igual que en los M(LPS). Sin embargo, los
macrofagos M(Tc-8w) mostraron la mas alta expresion de este marcador (Fig. 8A'y
B).

32



A)

N
g 3063 ¢ 7599 E 88.19
L +1-8.84 | s +1-1.88 #1-3.04
=) 3 2 F 3
8. ;
2 3
w
- ik e
CD86
] 5 29.23 ] 80.81 §
+-2.19 L +-1.88
3 ,

Tﬁué-u
M(SGSTF) ~ M(Tc-8w)

=
=
)
«®

o
N
o

100,CD86 * 100, MHCII

80
60
40
20

percentage of F4/80+CD80+
percentage of F4/80+CD86+
percentage of F4/80+MHCII+

— -E o
] (2] 2] =
E = Lol =
= = =

M(SGSTF)
M(SGSTF)
M(SGSTF)

Fig.8. Citometria de flujo para detectar la expresion de CD80, CD86 y MHCII en la membrana de macréfagos
peritoneales estimulados con SGSTF. A) Dot-plots de la expresion de dichos marcadores. B) Porcentaje de
células dobles positivas para F4/80 y CD80, CD86 o MHC-II. En (c) control de macréfagos cultivados sin
estimulo, macréfagos estimulados con 10 pg/mL de la SGSTF. Macrofagos M(Tc-8w) yM(LPS) fueron usados
como control de activacién alternativa y clasica respectivamente. Datos expresados como + SD (n=3) de un
experimento representativo de tres experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005,
*#xxxn<0.0001).
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Internalizacion de la SGSTF por los macrofagos

Usando microscopia confocal se observo la internalizacion en macréfagos de la
SGSTF en ensayos a los 15, 30 y 60 min in vitro (Fig.9A). A los 15 min se observé
a la SGSTF, marcada en verde (anti-SGSTF) dispersa en el citoplasma de los
macréfagos y la sefial del MHCII (rojo, anti-IA-IE) no se detectd. A los 30 min, la
mayoria de la sefial de la SGSTF se encontré concentrada en motas en el
citoplasma, aunque alguna todavia apareci6 dispersa. En este tiempo la sefial de
MHCII comenz6 a aparecer en el citoplasma también, aunque en la imagen
superpuesta (Merge) de los tres canales se observé una minima superposicion. A
los 60 min la mayoria de la SGSTF se observé localizada hacia la membrana de los
macréfagos al igual que la sefial de MHCII que a este tiempo se mostré mas intensa.
En la imagen superpuesta ambas sefales co-localizaron en la mayoria de los
macrofagos (amarillo) sin embargo algunas células mostraron sélo la sefial de
SGSTF y otras s6lo MHCII. Como control se utilizaron células estimuladas por 60
min con la SGSTF en las que se realiz6 la inmunofluorescencia usando IgG
normales (N-IgG) y no se observo ninguna sefial en estas. Imagenes ortogonales
de macroéfagos incubados durante 30 min con la SGSTF con y sin Citocalasina-D
fueron tomadas y analizadas (Fig.9B). En presencia de la Citocalasina-D no se
observo sefal de la SGSTF dentro de los macréfagos y la presencia de MHCII se
observo muy disminuida. Por el contrario, las células cultivadas sin citocalasina-D
mostraron el mismo patron observado en los experimentos anteriores a 30 min de

incubacion.
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Fig.9. Observacién por microscopia confocal de la internalizacion de la SGSTF de Taenia solium por
los macréfagos peritoneales. A) Los macréfagos fueron estimulados durante 15, 30 y 60 min con la
SGSTF y posteriormente tratados con IgG normales o con anticuerpos contra la SGSTF (anti-
SGSTF) o anti-IA-IE (MCHII) y con anticuerpos secundarios conjugados a FITC y Texas Red
respectivamente. Los nlcleos fueron tefiidos con DAPI. Se ilustran las imagenes superpuestas de
los tres canales adquiridos (Merge) y ampliaciones digitales de las células marcadas con una flecha
en los campos mostrados (una célula). B) Imagenes ortogonales (plano Z simple) de macréfagos
incubados durante 30 min con la SGSTF con y sin Citocalasina-D y tratados de la misma manera

arriba mencionada. La barra blanca que se encuentra en cada foto equivale a 20 micras.

Macrofagos expuestos a la SGSTF favorecen la produccion de IFN-y en las
células T CD4+

Posteriormente se investigo la habilidad de los macréfagos estimulados con la
SGSTF de modular la respuesta de los linfocitos T cooperadores, las principales
células involucradas en la resistencia o0 susceptibilidad en la cisticercosis
experimental. En la figura 10A se observa la influencia de los macrofagos
estimulados sobre la proliferacion de los linfocitos T CD4+ pre-activados con anti-
CDa3. En el grupo de células expuestas a la SGSTF dicha proliferacion aument6 de
manera significativa con respecto al control de células T CD4+ co-cultivadas con
macréfagos sin estimular e incluso con respecto a los co-cultivos con macréfagos
M(LPS). Por el contrario, los co-cultivos con macréfagos M(Tc-8w) inhibieron la
proliferacion a niveles basales. Los co-cultivos basales fueron los co-cultivos
realizados con macréfagos sin estimular y con linfocitos T CD4+ sin pre-activar con
el anti-CD3. Ademés de la proliferacion se busco la presencia de marcadores de
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activacion en la membrana de los linfocitos T en co-cultivo asi como la secrecion de
citocinas de tipo Thl y Th2 (Fig.10 B y C), de acuerdo con lo observado en la
proliferacion, los co-cultivos con macréfagos M(SGSTF) también aumentaron los
linfocitos dobles positivos para CD25 y CD69 y estos tuvieron una mayor produccion
de IFN-y y baja de IL-4 con respecto a los demas grupos. Los co-cultivos con
macréfagos M(Tc-8w) también mostraron células CD25+CD69+ sin embargo la
produccion de IFN-y fue menor con respecto a los co-cultivos con M(SGSTF) y

M(LPS) mientras que la secrecion de IL-4 fue mayor.
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Fig.10. Respuesta de los linfocitos T CD4+ tratados con anticuerpos anti-CD3 en co-cultivo con macrofagos

estimulados con SGSTF por 72 h: A) Proliferacion B) Expresion de CD69 y CD25, y C) Expresion de las citocinas
secretadas (IFN-y, IL-4 and IL-12). En co-cultivos no estimulados (c), en co-cultivos estimulados con la GSTSF
(SGSTF, 10 pg/mL); co-cultivos realizados con macréfagos alternativamente activados y con macréfagos
clasicamente activados respectivamente. Linfocitos T CD4+ co-cultivados sin tratamiento y sin anti-CD3 se
usaron como controles de respuesta basal. Datos expresados como + SD (n=3) de un experimento

representativo de tres experimentos independientes **p<0.05 ***p<0.005 ****p<0.0001
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En estudios previos se ha demostrado que los antigenos de Taenia son capaces de
inhibir la respuesta de los linfocitos T hacia los estimulos policlonales y hacia otros
antigenos como en el caso de la respuesta frente a la OVA. (Spolski, Alexander-
Miller, y Kuhn, 2002; L. I. Terrazas, Montero, Terrazas, Reyes, y Rodriguez-Sosa,
2005). En modelos in vitro, antigenos como los extractos solubles de T. crassiceps
inhiben la activacion de las células T CD4+ transgénicas en el TCR para la OVA,
aun cuando la OVA esta presente, a través de la promociéon de macréfagos
alternativamente activados. Con el fin de confirmar sila SGSTF es capaz de mostrar
un efecto contrario a estos antigenos de manera que los macréfagos promuevan y
mantengan una respuesta Th1l cuando un antigeno no relacionado como la OVA
esta presente se realizaron experimentos similares a los arriba descritos (Fig. 10)
pero usando linfocitos T CD4+ obtenidos de ratones transgénicos DO11.10 a los
cuales se les agregaron los macréfagos y el péptido OVAs23-339 ademas del estimulo
correspondiente. Los co-cultivos realizados con macréfagos M(SGSTF) més el
péptido OVAsz3339 mostraron una mayor proliferacion que los estimulados
Gnicamente con dicho péptido (c) y que los co-cultivos con M(LPS); por el contrario,
los co-cultivos realizados con macréfagos M(Tc-8w) inhibieron la proliferacion
inducida por el péptido OVAs23-339 (Fig.11 A). La expresion de CD25 y CD69 se
mantuvo sin diferencias significativas entre los co-cultivos probados exceptuando al
gue se realiz6 con los macrofagos M(Tc-8w) que mostré una muy baja presencia de
linfocitos CD25+CD69+ inhibiendo también el efecto de la estimulacion con OVAszs-
339 sobre estos marcadores (Fig.11 B y C). Interesantemente, los co-cultivos
estimulados so6lo con la SGSTF sin OVAszs33z9 que se usaron como control
(M(SGSTF)), mostraron un incremento significativo en la expresion de estas
moléculas con respecto al control de expresion basal. El co-cultivo basal fue el que
se realiz6 sin agregar OVAs23-339 ni ningun otro estimulo. Por otro lado, en los
sobrenadantes obtenidos se midieron las cantidades de IFN-y e IL-4. Los co-cultivos
en presencia de OVAsz3339 y los co-cultivos con macréfagos M(SGSTF) mas
OVA323-339 mostraron alta produccion de IFN-y por encima de los co-cultivos con
macrofagos M(LPS)+OVA mientras que los cultivados con macrofagos M(Tc-

8w)+OVA tuvieron la mas baja secrecion de esta interleucina.
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Asi mismo, se detectd presencia de CD25 y CD69 en los co-culitvos con SGSTF sin
OVA323-339, también hubo secrecion de IFN-y por encima del basal y del co-cultivo
con macrofagos M(Tc-8w). Respecto a la IL-4, todos los co-cultivos secretaron
concentraciones por debajo de los 300 pg/mL y solo se encontré un pequefo

aumento en los co-cultivos con macroéfagos M(Tc-8w).
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Fig.11. Respuesta de células T CD4+ transgénicas DO11.10 co-culitvadas con macrofagos
estimulados con la SGSTF M(SGSTF) a los que se agreg6 el péptido OVAs23 330 (M(SGSTF)+0OVA)
por 72 h. En A) Proliferacion de las células. B) y C) Expresion de CD25 y CD69 en las células T
CD4+ en cultivo y en D) Secrecion de IFN e IL-4. Datos expresados como + SD (n=3) de un experimento
representativo de tres experimentos independientes *p<0.05 **p<0.005 ***p<0.0005 **** p<0.0001

Epitopes de la SGSTF promotores de larespuesta Thl

Ademas de observar el efecto de la SGSTF, se buscaron epitopes en las TsGSTs

gue estuvieran relacionados con dicho efecto. En la 28GST de S. japonicum se han
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relacionado los péptidos P1, P5 y P6 en la promocién de la respuesta Thl, por lo

que se realizd un alineamiento de las secuencias primarias de la 28GST con las

GSTs incluidas en la SGSTF para buscar si existia una homologia. El analisis del

alineamiento indicé que los tres péptidos de la 28GST de S. japonicum comparten

una homologia del 64.31, 71.42y 77.77% con la Ts25GST y la Ts26GST.
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Fig.12. Alineamiento de la secuencia primaria de los péptidos P1, P5 y P6 de la 28GST de S.
japonicum (Sj28GST; P26624) con las GSTs de T. solium (Ts25GST; AAM64054) y la (Ts26GST,;

AAX19694). La homologia se muestra en letras blancas con fondo negro, marcados dentro de un

recuadro se muestran los aminoacidos que forman el motivo consenso SNAIL/TRAIL de las GST de

helmintos (Torres-Rivera y Landa, 2008).

42



DISCUSION

Se sabe que los parasitos liberan moléculas que modulan la respuesta inmune
generada contra ellos permitiéndoles evadir el ataque del hospedero. Algunas de
ellas funcionan como homdlogos de citocinas, moléculas inhibidoras de proteasas,
o factores de crecimiento y su produccién favorece el establecimiento, reproduccién
y permanencia de los parasitos durante largos periodos de tiempo. En el modelo de
cisticercosis experimental los macrofagos y las células T cooperadoras son
importantes para establecer la resistencia o susceptibilidad en esta infeccion debido
a que modulan el balance de las respuestas Th1/Th2 (Rodriguez-Sosa et al., 2002;
Villay Kuhn, 1996). La activacion de macréfagos durante la infeccién es crucial para
el aumento o disminucién de la carga parasitaria. Se ha demostrado que la remocién
de los macroéfagos alternativamente activados en etapas tempranas de la infeccion
favorece el ambiente Thl y disminuye el nimero de parasitos; asi mismo, en los
ratones C57BL/6 los cuales son resistentes a esta infeccion, la activacion clasica de
macréfagos se mantiene en el tiempo restringiendo el crecimiento de los cisticercos
(Reyes et al., 2010, 2009). Se ha encontrado que los extractos de
excrecidén/secrecion y los extractos solubles T. crassiceps pueden dirigir la
respuesta Th2 ayudando a la proliferacion de los cisticercos(Gémez-Garcia et al.,
2006; Terrazas et al., 2010) mientras que muy pocas moléculas se han detectado

como promotoras de una respuesta Thl resistente.

Previamente se demostré que la inmunizacion con 5-10 ug de la SGSTF disminuye
de manera eficaz el namero de cisticercos en los ratones; sin embargo, los
mecanismos inmunologicos asociados a esta proteccion no se han investigado.
Para probar si la SGSTF es capaz de modificar la respuesta inmunolégica de
manera favorecedora para el hospedero, primero se realizaron ensayos de
estimulacién in vitro de macréfagos peritoneales. De los marcadores de activacion
clasica y alternativa mas comunes solamente se encontraron Nos2, TNF e IL-12,
mientras que no hubo presencia de marcadores de activacion alternativa, lo que
sugirio la induccion de un fenotipo proinflamatorio en los macrofagos, no obstante,

estos macrofagos también secretaron IL-10, citocina que promueve la homeostasis,
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suprime la inflamacion y limita el dafio (Xu W. et al., 2006; Xu X.et al., 2016) lo que
podria indicar un fenotipo intermedio. Sin embargo, la proporcion IL-12/IL-10 se ha
usado anteriormente para clasificar de una mejor manera la activacion de los
macrofagos de forma que la predominancia de la IL-12 sobre la IL-10 se considera
una activacion clasica (Ma et al., 2016; Mantovani et al., 2004). Los resultados
mostraron que los macréfagos M(SGSTF) tuvieron una mayor secrecion de 1L-12
sobre IL-10 lo que parece estar favoreciendo el fenotipo clasicamente activado y
gue la IL-10 producida no es suficiente para inhibir la respuesta Thl.
Recientemente se demostré que los macrofagos M(Tc-8w) de etapas tardias de la
infeccion (alternativamente activados) son predominantemente PD-L2+ IL-10- (C.
Terrazas et al., 2017) lo que muestra que la IL-10 no es determinante para el
desarrollo de la Th2 en esta infeccidon. Asi mismo anteriormente se demostré que
los macrofagos extraidos del peritoneo de ratones en las primeras semanas de
infeccion, semanas determinantes para la resolucion de la infeccién, expresan TNF
e IL-12 y no muestran ningun marcador de activacion alternativa (Rodriguez-Sosa
et al., 2002) de la misma manera que los macréfagos M(SGSTF) obtenidos en este

trabajo.

Ademas, los macréfagos M(SGSTF) incrementaron la expresion de CD86 mientras
gue mantuvieron niveles constantes de CD80, moléculas de co-estimulacion
esenciales para la activacion tanto de la APC como de los linfocitos T, células en
las que a través de CD28 promueven la supervivencia y la secrecion de citocinas
gue estan relacionadas a la diferenciaciéon Th1/Th2 (Chen y Flies, 2013; Okano et
al., 2001). Se ha encontrado una mayor relacion entre CD86 y el inicio de la
respuesta T proliferativa en presencia de anti-CD3 o aloantigenos asi como se le
ha relacionado con la regulacién de la secrecion de IL-10 y la estimulacion de la
produccion de IL-4 e IL-10 por los linfocitos T CD4+ favoreciendo a Th2 (Han, Shen,
Zhu, y Qiu, 2017; Nakajima, 1997; Newton et al., 2004). Sin embargo, esta relacion
entre la presencia o ausencia de CD80 o CD86 o de ambas moléculas en la
diferenciacion hacia algun perfil Th parece depender de la patologia y el modelo
estudiados. Por ejemplo, CD80 y CD86 se han considerado igualmente importantes

para la proliferacion de los linfocitos T pre-activados in vitro con dosis bajas de PHA
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0 con anti-CD3 dado que en ausencia de alguno de los dos la respuesta se
mantiene (Liebert, Vasilevko, Ghochikyan, y Holterman, 2002). Diferente efecto se
observa en células de pacientes con asma atopica bronquial en las cuales CD86
tiene un papel preponderante en la produccion de IL-4 e IFN-y (Rutkowski et al.,
2003; Tsuyuki et al.,1997) mientras que en modelos de sepsis el aumento de CD80
se ha relacionado con una mayor severidad del shock séptico y de la inflamacion
(Nolan et al, 2009;). En ratones susceptibles a T. crassiceps se ha observado una
disminucién importante de CD80 y CD86 en los macrofagos alternativos obtenidos
de 8 semanas de infeccion que podria estar relacionado con el aumento de la IL-4
y la anergia observada en las células T a esos mismos tiempos de infeccion, por lo
gue el aumento de CD86 en los macréfagos activados con la SGSTF podria ser
importante para la activacion tanto de los macréfagos como de la célula T CD4+ y
la promocion de una respuesta Thl protectora. Cabe mencionar que, aunque los
macréfagos utilizados para este ensayo fueron obtenidos utilizando medio
tioglicolato estéril al 3%, los macréfagos sin estimular usados como control en todos
los ensayos y obtenidos de la misma forma no mostraron expresiéon basal de
marcadores como Nos2, Arg-1 ni ninguno de los marcadores de membrana
medidos. Sin embargo, en los ensayos de ELISA si se detectaron cantidades bajas
de citocinas como TNF e IL-12 y si hubo expresiéon basal de moléculas co-
estimuladoras como MHC-II por lo que es posible que el efecto de la SGSTF se
haya visto aumentado por este fenotipo “pre-activado” producido por la forma de
reclutamiento, fenotipo que ha sido reportado previamente en macréfagos
obtenidos por esta forma (Cook, Braine, y Hamilton, 2003; Ghosn et al., 2010; Leijh,
Van Zwet, Ter Kuile, y Van Furth, 1984; Li, Baviello, Vlassara, y Mitsuhashi, 1997).
Ensayos de estimulacion con SGSTF en macrofagos peritoneales naive deben
realizarse para confirmar si la forma de obtencion tuvo un efecto significativo en la

respuesta observada.

Usando microscopia confocal se evidencio la interaccion de la SGSTF con los
macrofagos también en experimentos in vitro donde a través del tiempo (15, 30y 60
min) se busco ala SGSTF. A los 15 minutos la proteina se observé en el citoplasma

de los macrofagos e interesantemente, a los 30 min de estimulacion comenzé a
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detectarse el MHCIl y a los 60 min se encontré co-localizacion de la SGSTF con
dicha molécula. Por el contrario, cuando se impidi6 el reordenamiento de la actina
usando citocalasina D no se detecto SGSTF en los macréfagos ni se observo la
presencia de MHCII. Lo anterior sugiere primero, que la estimulacion con la proteina
induce un aumento en su expresion en etapas tempranas (dado que a 24 h se buscé
por citometria esta molécula y no se encontr6 aumentada de manera significativa)
y segundo, que la SGSTF pudiera internalizarse por macropinocitosis (ya que no se
conoce algun receptor para la SGSTF) y al ser células presentadoras de antigenos
pudieran presentarla en el contexto del MHCII, sin embargo es necesario realizar
mas estudios para conocer el mecanismo exacto de la entrada de la SGSTF.

Los resultados anteriores indican que la SGSTF activa a los macréfagos induciendo
la expresion de marcadores de activacion clasica como Nos2, IL-12 y TNF asi como
moléculas involucradas en la presentacion de antigenos y la estimulacion de la

respuesta T cooperadora.

Una vez demostrado lo anterior, se prob6 en experimentos in vitro si la activacion
de los macréfagos podria tener un efecto sobre la proliferacion y diferenciacion de
las células T CD4+ hacia el fenotipo Thl. Los co-cultivos realizados con macréfagos
M(SGSTF) promovieron la proliferacion y la expresion de CD25 y CD69 asi como
la secrecion de IFN-y en los linfocitos T CD4+ pre-activados con anti-CD3 mientras
que en los co-cultivos en presencia de OVAszsz339 Y macrofagos M(SGSTF)
aumento la proliferacién y se mantuvieron las células CD25+CD69+ y la produccion
de IFN-y, contrario a lo observado en los co-cultivos con macrofagos M(Tc-8w) que
inhibieron la proliferacion y la expresion de CD25 y CD69 incluso en presencia de
la OVAs23-339. CD25 y CD69 se expresan en la membrana de las células activas y
son cruciales en la amplificacion de la sefial de IL-2, en la generacion de una 6ptima
respuesta T, en la secrecion de TNF y en la generacion de respuestas Thly Thl7
(de la Fuente et al., 2014; Létourneau, Krieg, Pantaleo, y Boyman, 2009; Marzio,
Mauél, y Betz-Corradin, 1999). La presencia de IFN-y durante la cisticercosis
murina impide el establecimiento del parasito y se ha observado que la

administracion de IFN-y recombinante tiene un efecto protector en los ratones. Si
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por el contrario ocurre una anergia de las células Thl y predominan las Th2, la
carga parasitaria aumenta (Terrazas et al., 1999) por lo que la promocién de la
proliferacion y la secrecion de IFN-y en las células T CD4+ inducida por los
macrofagos M(SGSTF) podrian ser uno de los mecanismos protectores de esta
proteina. Resultaria interesante realizar mas estudios donde a través de citometria
de flujo se detectara intracelularmente el origen de citocinas como el IFN-y , IL-2,
IL-12, IL-4 e IL-10 para poder conocer cudles células en el co-cultivo son las células
blanco y cuales las productoras, ademas de que se sabe que las poblaciones de
linfocitos T CD4+ naive son heterogéneas de forma intrinseca e interaccionan de
manera dindmica con las APC’s (Hurez et al., 2003; Itoh y Germain, 1997) lo que
pudo provocar que no se observara una marcada produccion de IFN e IL-4 incluso

en los grupos con M(LPS) y M(Tc-8wk), respectivamente.

Por otro lado, el alineamiento de la SGSTF con epitopes Thl de la GST28 de S.
japonicum mostrd que las Ts25GST y Ts26GST poseen epitopes Thl homdlogos
principalmente en el péptido P6 que en experimentos in vitro provocaron una fuerte
respuesta Thl contra S. japonicum y que se ha propuesto como candidato para la
realizacion de vacunas (Li et al., 2005). Estos péptidos se encuentran localizados
dentro y alrededor del motivo consenso conservado SNAIL/TRAIL que distingue a
las GST de helmintos de las de mamiferos (Torres-Rivera y Landa, 2008). Este
hallazgo junto con lo observado en la microscopia confocal y la produccion de
anticuerpos 1gG2a previamente descrita ademas de no haberse encontrado
diferencia en la expresion de Nos2 y citocinas al haberse estimulado a los
macréfagos con la SGSTF desnaturalizada por calor, sugieren que el efecto de la
SGSTF estad mas relacionado con el procesamiento y presentacion de los epitopes
de la proteina que con otros posibles efectos derivados de su actividad como
enzima como en la regulacion del balance de glutation importante para células
como los macréfagos o de su participacion en otras funciones celulares como en la
unién a proteinas como ASK1 o JNK (Fraternale et al.,, 2010; Pajaud, Kumar,
Rauch, Morel, y Aninat, 2012), sin embargo mas estudios deben realizarse para

comprobar el mecanismo de accion.
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Asi mismo los resultados indican que la SGSTF en conjunto con otros péptidos
podria usarse para desarrollar una vacuna anti-helmintica polivalente o como una
vacuna contra T. solium al administrarse sola o junto con moléculas como p66, GK1
y GK2 (Garrido, Tato, y Molinari, 2001; Spolski et al., 2002; Toledo et al., 2001) que
ademas de promover la produccién de anticuerpos modulara la respuesta
manteniendo el perfil Th1l para evitar el establecimiento y desarrollo del parasito en
cualquier estadio. Se sabe que cuando el cisticerco se encuentra viable,
metabdlicamente activo e integro los antigenos que secreta son favorecedores para
él por lo que la SGSTF, que se encuentra en la pared vesicular del cisticerco, podria
ser uno de los antigenos promotores de la respuesta inflamatoria que se da cuando
el cisticerco es dafiado por farmacos o por la respuesta inmune del hospedero

contribuyendo de manera importante a la destruccion del parasito.

Ademas, moléculas moduladoras de parasitos se han utilizado para tratar
patologias relacionadas con el desbalance de la respuesta Th1/Th2 principalmente
en autoinmunidad administrandose para promover la respuesta Th2 y disminuir el
dafio provocado. En el caso de la SGSTF se podria utilizar para promover la
diferenciacion de macrofagos al fenotipo clasicamente activado y respuesta Thl en
enfermedades como el cancer donde los macréfagos M2-reparadores

indirectamente promueven el cancer (Mills, Lenz, y Harris, 2016).

No se sabe con exactitud qué moléculas y cuales mecanismos modulan el balance
Th1/Th2 en la cisticercosis murina ni en la neurocisticercosis donde incluso otro tipo
celular esta involucrado, las células Treg; sin embargo, el descubrimiento de
nuevos factores y sus efectos sobre los macrofagos son importantes para entender
los mecanismos moduladores de la respuesta Th1/Th2, por lo que este trabajo
aporta nuevo conocimiento sobre una de las proteinas mas importantes para la
supervivencia no solo de T. solium si no de una gran variedad de parasitos, sobre
la inmunologia de esta proteina y sobre las interacciones hospedero-parasito que
pueden determinar el curso de un infeccién y el curso de una respuesta inmune

local y sistémica.
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Fig. 13. La SGSTF purificada de T. solium activa a los macréfagos y linfocitos T in vitro hacia un
fenotipo protector para el hospedero. Los macréfagos internalizan a la SGSTF y aumentan la
expresion de Nos2 y CD86 ademas de secretar TNF, IL-12 e IL-10. La SGSTF podria ser procesada
y presentada por estas células en el contexto del MHC-II y junto con las citocinas producidas, inducir
la proliferacion y activacion de los linfocitos T CD4+ secretores de IFN-y. Estos linfocitos favorecerian
el establecimiento de una respuesta Thl provocando la produccion de IgG2a lo que impediria la
multiplicacion de los parasitos protegiendo al hospedero. En el modelo de vacunacion la produccion
de la respuesta Thl por la SGSTF podria ser un mecanismo de la proteccion descrita en estudios
previos y en condiciones de la infeccidn, la accion de farmacos o de la propia respuesta del
hospedero al dafiar al cisticerco podria estar exponiendo a la SGSTF y asi contribuir a generar la

respuesta proinflamatoria observada en pacientes.
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CONCLUSIONES

La SGSTF activa a los macréfagos produciendo la expresion de Nos2, TNF,
IL-12, IL-10 y CD86 sin promover la expresion de marcadores de activacion
alternativa lo que indica un fenotipo predominantemente inflamatorio propio

de la estimulacion con la SGSTF.

La SGSTF induce la expresiébn de moléculas importantes en la sinapsis
inmunoldgica y en la activacion del linfocito T CD4+, como el CD86 y el
MHCII.

La SGSTF es internalizada por los macrofagos y a los 60 minutos co-localiza
con MHCII. En presencia de Citocalasina D no se internaliza ni se expresa
MHCII lo que sugiere que es procesada y presentada en el contexto del
MHCII.

Los macréfagos estimulados con la SGSTF promovieron la proliferacion, la

expresion de CD25, CD69 y la secrecion de IFN-y de los linfocitos T CD4+.

Los macrofagos estimulados con la SGSTF promovieron la proliferacion y
mantuvieron la respuesta Thl en presencia del péptido OVA.

Los péptidos homadlogos de P1, P5y P6 en la SGSTF son importantes para

el efecto de la proteina.

La SGSTF podria ser usada junto con otros antigenos para realizar una

vacuna eficaz en contra de la T. solium que podria ser aplicada en el cerdo.
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PERSPECTIVAS

Confirmar el procesamiento y el mecanismo de activacion de la SGSTF en
los macrofagos

Probar el efecto de SGSTF en monocitos de cerdo y de humano.

Probar el efecto de SGSTF en un modelo in vivo ya sea en la infeccion por
T. crassiceps o0 en cerdos infectados con T. solium.

Caracterizar la respuesta inmune en ensayos de vacunacion con SGSTF.
Probar el efecto modulador de los M(SGSTF) en alguna patologia o0 modelo

de respuesta inmune Th2.
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Glutathione (GSH) transferase (GST) is an essential enzyme in cestodes for the detoxifica-
tion of xenobiotics. In Taenia solium, two GSTs (Ts25GST and Ts26GST kDa) were isolated
as a fraction (SGSTF) by GSH-Sepharose-4B. Both are located on the tegument. Immu-
nization assays with SGSTF reduced up to 90% of the parasitic load in a murine model of
cysticercosis. It prompted us to investigate how SGSTF induces this protective immune re-
sponse. Totest it, we exposed peritoneal macrophages to SGSTF for 24 h; such exposure
favored the production of IL-12, TNF, and IL-10 as well as the expression of nitric oxide
synthase 2 inducible (Nos2) and CD86, but did not induce the expression of chitinase-like 3
(Chil3). Confocal microscopy showed that the macrophages internalize the SGSTF which co-
localized after 1 h with MHC-II in their plasma membranes. Macrophages exposed to SGSTF
and co-cultured with anti-CD3 pre-activated T CD4* cells, enhanced the prolifera- tion of
CD4* cells, induced high interferon- ¢ (IFN- 7 ) secretion, and elevated the expression of
CD25 and CD69, molecules associated with cell activation. Similar assay using T CD4* cells
from DO11.10 mice and ovalbumin (OVA) peptide+SGSTF as stimuli, showed enhanced cell
proliferation and OVA-specific IFN- 1 secretion. These data are in-line with those indi- cating
that the P1, P5, and P6 peptides of Schistosoma japonicum 28GST highly promote T-cell
proliferation and Th1l response in vitro. We found that such peptides are also present on
Ts25GST and Ts26GST. It suggests that SGSTF activates peritoneal macrophages to a
classically activated-like phenotype, and that these macrophages induce the differentiation
of T CD4* cells toward a Thl-type response.

Introduction

Neurocysticercosis (NCC) is the most severe form of the diseases caused by Taenia solium, and re-
mains to be the major cause of epileptic seizures in developing countries such as México. WHO esti-
mates that approximately 2.56-8.30 million people suffer from NCC [1,2]. The early immune response
against cysticercosis has been less studied due to the nature of the evolution of the disease in humans
[3,4]. In contrast, it has been well characterized in a murine model of cysticercosis caused by Taenia cras-
siceps (ORF), where it is known that macrophage activation is an essential step in the development of
immune responses. During the first weeks following infection, the macrophages show a classically acti-
vated phenotype, and are accompanied with a high expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS)

andinterferon- ¢ (IFN- 1), and proliferation of T CD4* cells. Asthe infection progresses, the macrophages
exhibitan alternatively activated phenotype with the ability to block lymphocyte proliferative response and
express high levels of chitinase-like 3 (Chil3) type 1 (Ym1) and arginase 1 (Argl), likewise programmed
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death-ligands 1 and 2 (PD-L1 and PD-L2) [5,6]. On the other hand, it has been reported that the excreted/secreted
products of the cysticerci of T. crassiceps ('TcES) induce polarization toward Th2 responses in mice [7]. For example,
dendritic cells (DC) stimulated in vitro with TcES are unable to respond to LPS, and in co-culture with T CD4" cells
from DO11.10 mice suppress IFN-y secretion and induce IL-4 production in response to the class II (Kb)-restricted
peptide epitope of ovalbumin (OVA) [8]. The carbohydrates of T. crassiceps also promote a Th2 response through
receptors such as mannose (CD206), macrophage galactose lectin (MGL) and toll-like receptor 2 (TLR2) [9,10]. Nev-
ertheless most of the studies have been done using TcES and only few studies have been carried out with isolated
molecules in the murine cysticercosis model by T. crassiceps. A few such studies include: (i) the stimulation of peri-
toneal exudate cells (PECs) with T. crassiceps p66 which induces augmented NO, IFN-y, and IL-10 secretion as
well as the proliferation of lymphocytes [11]; (ii) studies with the F2 component of the T. solium metacestode factor
(MF), and the KETc1 and KETc12 peptides which induce the proliferation of T cells and the production of IFN-y. In
addition, the last two peptides protect against murine cysticercosis [12,13].

Glutathione (GSH) transferases (GSTs) are an enzyme family whose main role is to detoxify xenobiotics by re-
ducing GSH conjugation. Futhermore, they participate in several important processes such as the transportation of
molecules, signaling, transcription, prostaglandin synthesis, formation of ion channels, isomerization, susceptibil-
ity to asthma, and in allergic reactions [14,15]. Therefore, they have been proposed as a pharmacological target for
the development of anti-helminthic drugs [16]. Moreover, the GSTs used in vaccination assays have demonstrated a
high degree of protection to the host. A few such instances include the protection offered by T. solium GST fraction
(SGSTF) from T. crassiceps in mice, Schistosoma japonicum 28GST in sheep, and Schistosoma mansoni 28GST
in humans on which a phase II clinical trial has also been performed [17,18]. Similarly, the inhibition of the activ-
ity of GSTs from Schistosomes (Sm28GST, Sh28GST and Sj28GST) using specific antibodies demonstrated a partial
protective effect in animal models by affecting worm fecundity and egg viability [19,20]. In addition, studies with
recombinant Sh28GST have shown that it induces a Th2 immune response [21,22]; while studies with recombinant
of Echinococcus granulosus (EgGST) suggest that the protein induces a protective Th1-type response with the pro-
duction of IgG2 and IgG3 [23,24]. Cytosolic SGSTF exists as two isoenzymes, Ts25GST and Ts26GST, with the second
isoenzyme being the most abundant. Both are distributed in the cytoplasm of the parenchyma and the subtegumen-
tary cells of the cysticerci, and are able to conjugate GSH to several electrophilic compounds [25]. It has also been
observed that mice immunized with SGSTF show a decreased cysticerci burden of 90% and 85% at 4 and 8 weeks
post-infection respectively, and elevated levels of specific IgG2a. In addition, the mice immunized only with the
Ts26GST isoenzyme exhibited a reduced cysticerci burden of 74 and 44% at 4 and 8 weeks post-infection, respec-
tively [26]. However, little is known about the effect of GSTs on innate immune cells such as antigen presenting cells
(APCs).

In the present study, we demonstrate that in vitro SGSTF is capable of generating a classically activated-like phe-
notype in peritoneal macrophages, and these activated macrophages promote a Th1-type response in T CD4" cells.

Materials and methods

Parasites
Cysticerci of T. solium were collected from a naturally infected muscle pig, provided by Facultad de Medicina Vet-
erinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

Mice (Mus musculus)

Seven to ten weeks old female BALB/c mice were purchased from Harlan Laboratories, and maintained in a
pathogen-free environment at Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México according to the
government guidelines (Official Mexican Regulation NOM-062-ZO0-1999). The protocol used here was approved
by the Committee of the Ethics and Committee for Care and Management of Laboratory Animals (CICUAL) of Fac-
ultad de Medicina, UNAM.

Infection

Seven-week-old female BALB/c mice were intraperitoneally infected with 20 cysticerci of T. crassiceps (ORF strain).
Four months later, the cysticerci were retrieved from the peritoneal cavity, washed thrice with PBS, and immediately
injected into the peritoneal cavity of naive BALB/c mice.
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Purification of SGSTF

T. solium cysticerci (10 g) were homogenized, and SGSTF was separated by an affinity column of GSH-Sepharose-4B
(Pharma) using the method previously described [25]. The purified SGSTF was concentrated using Amicon Ultra
filter (Millipore), and its concentration and purity were tested on 12% SDS/PAGE. The SGSTF was aliquoted and
stored at -20°C until further use. All solutions and materials used in this method were LPS-free.

In vitro stimulation of peritoneal macrophages

PECs were elicited by thioglycollate administration into the peritoneum of BALB/c mice and collected by thorough
washing of the peritoneal cavity with sterile isotonic saline solution (SSI). After determination of viability by Trypan
Blue exclusion, the cells were counted and adjusted to a density of 3 x 10° cells/ml in RPMI medium (Sigma) sup-
plemented with 10% heat-inactivated FBS (Gibco) and antibiotics (100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin,
Sigma). They were then cultured on to 25-well plates at 37°C in an atmosphere of 5% CO,. After 2 h of incubation, the
non-adherent cells were removed by washing with warm sterile SSI. Flow cytometry assays revealed that 90% of the
adherent cells were F4/80+, and we denominated them peritoneal macrophages. Dose-response curves with 100, 500,
1000, and 1500 ng/ml were made to find the LPS doses where we could clearly observe the expression of activation
markers of peritoneal macrophages, this was also done for the SGSTF using 0.5, 1, 5,and 10 pg (data not shown), in ad-
dition these doses were previously used in vaccination assays [26]. Therefore, peritoneal macrophages were stimulated
with LPS (1 pg/ml, Sigma) or with 10 ptg/ml of SGSTF to obtain M(LPS) and M(SGSTF) macrophages, respectively.
Peritoneal macrophages from 8 weeks post-infection were obtained from T. crassiceps-infected mice M(Tc-8w) and
non-stimulated macrophages control (c) were cultivated only in RPMI medium. All macrophages were cultivated for
24 h under the same conditions. This macrophage activation nomenclature was made as recently described [27].

RNA extraction and reverse-transcription PCR

RNA was recovered from the cultured macrophages with TRIzol Reagent (Invitrogen) according to the manufac-
turer’s specifications. For reverse-transcription PCR (RT-PCR), 1 g of total RNA was retro-transcribed and amplified
with a couple of gen-specific primers at 50 pM using the SuperScript III One-Step RT-PCR System kit (Invitrogen).
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh) (housekeeping gene), Arg1, nitric oxide synthase 2 inducible
(Nos2), and Chil3 genes were amplified using the primers designed previously [28-30]. The amplicons were elec-
trophoresed on 1% agarose gel and stained with Ethidium Bromide. Gels were visualized and images captured in a
Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis System (EDAS) 120. The relative transcription of genes was de-
termined by densitometry quantitation of the bands observed for each group in the gels using Image]J software, values
are presented as arbitrary units.

Co-culture of peritoneal macrophages with T CD4* cells

Lymphocytes were obtained under sterile conditions from the spleens of naive or 8 weeks infected BALB/c mice by
perfusion, and the erythrocytes in the samples were lysed with Boyle’s solution. The T CD4" cells were specifically
extracted using a magnetic separation system MACS coupled to anti-CD4 antibodies (Miltenyi Biotec) according to
the manufacturer’s instructions. After determination of viability by Trypan Blue assay, the T CD4" cells were cultured
for 2 h in 96-well flat-bottomed culture plates (Costar) previously sensitized with anti-CD3 antibodies (Biolegend).
Then, non-stimulated (c), M(SGSTF), M(LPS), or M(Tc-8w) peritoneal macrophages were added in a 1:4 ratio. All
co-cultures were incubated for 72 h and then the lymphocytes and supernatants were collected from them. For the
proliferation assays, 0.5 UCi of tritiated thymidine (methyl-[*’H]-TDR, Amersham) was added and the cells were
incubated for a further 18 h. The cells were then harvested on a 96-well harvester (Tomtec), and finally counted using
a counter 1450 microf3-plate (Trilux). Values are represented as counts/min (CPM).

Co-culture of peritoneal macrophages with OVA-specific T CD4* cells

For co-cultures stimulated with OVA peptide (323-339, Sigma), the macrophages and T CD4" cells were ob-
tained from DO11.10 mice as described before. The macrophages M(SGSTF), M(LPS), or M(Tc-8w), as well as the
non-stimulated macrophages (c) were cultured with OVA peptide (5 pg/ml) for 2 h and then the T CD4" cells were
added in a 1:4 ratio and co-cultured for 96 h. The lymphocytes and supernatants were collected and allowed to pro-
liferate. ELISA and flow cytometry assays were performed as described below.
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Analysis of cell surface markers

The peritoneal macrophages treated as in the section, ‘In vitro stimulation of peritoneal macrophages’ were har-
vested from culture plates using a 5 mM cold PBS-EDTA mixture for 10 min, washed, and then re-suspended in
an FACS buffer (BD Biosciences). To avoid unspecific unions with antibodies, anti-mouse CD16/32 (93, dil. 2:100)
was added for 20 min at 4°C to block the Fc receptors on the cell surface of macrophages. Then cells were washed
with FACS buffer (BD Biosciences) and stained as indicated, with antibodies against F4/80 (BM8, 1:100), MHC-II
(M5/114.15.2, 1:100), CD206 (C068C2, 2:100), IL-4Rex (I015E8, 4:100), PD-L1 (B7-H1, 2:100), PD-L2 (TY-25, 2:100),
CD80 (16-10A1, 4:100), and CD86 (GL-1, 2:100) in staining buffer at 4°C and used according to manufacturer’s in-
structions (Biolegend). The stained cells were analyzed on a FACsCalibur flow cytometer (BD Biosciences) using Cell
Quest and Flow]Jo software. Parallel samples of the cells were stained with the corresponding isotype control. T CD4*
cells obtained from the section, ‘Co-culture of peritoneal macrophages with lymphocyte T cells’ were washed with
the FACS buffer (BD Biosciences), marked with anti-CD4 (GK1.5, 1:100), anti-CD25 (3C7, 1:100) and anti-CD69
(H1.2F3, 1:100) antibodies (Biolegend), and analyzed on Attune NxT flow cytometer (Thermo Fisher) using Flow]Jo
software.

Confocal microscopy

Peritoneal macrophages (2 x 10° cells/ml) were cultured on to a sterile slide cover treated with poly-L-lysine (Neu-
vitro) in 24-well plates (Costar) either without or stimulated with SGSTF (10 pug/ml) for 15, 30, and 60 min. Then, cells
were washed, fixed in 4% paraformaldehyde and treated with 0.1% Triton X-100 in PBS for 20 min and non-specific
background staining was blocked with 5% BSA (Sigma-Aldrich) diluted in 0.1 M PBS (pH 7.2). Subsequent incuba-
tion with primary antibodies against SGSTF (1:200) and IA-IE (1:100, MHC-II) (Biolegend) were performed at 4°C
overnight. Secondary antibodies coupled with FITC (1:100) and Texas Red (1:100) were used respectively (Santa Cruz
Biotechnology). Slides were mounted on to UltraCruz Hard-set mounting with DAPI medium (Santa Cruz Biotech-
nology) until observation. The samples were observed under an LMS 800 Zeiss microscope at 63 x and analyzed using
ZEN Zeiss and Image] software.

For experiments on no-SGSTF internalization, cytochalasin D treatment of macrophages was carried out as de-
scribed earlier [31]. Briefly, macrophages were incubated with cytochalasin D (10 uM, Sigma-Aldrich) for 30 min at
37°C. Cytochalasin D was removed by two washes with PBS, then was incubated with SGSTF for 30 min and follow-
ing the treatment described above. Macrophages without cytochalasin were used as control. The orthogonal images
were taken in projections of 17-18 sequential sections, were scanned five to seven times each, with a thickness of 10.5
pm and captured with the objective 63 x with immersion oil and a zoom of 1.5 in a Leica DMi8 SP8 microscope and
processed with their software.

Cytokine assays

Concentrations of IL-10, IL-12, IL-4, IFN-y and TNF were measured in the collected supernatants from all cultures
using the ELISA Development kit (PeproTech) in 96-well plates (NuncMaxiSorp) following the protocol described
by the manufacturer.

GSTs primary sequence analyses
Analignment of the primary sequences of the three peptides, P1, P5 and P6 from S. japonicum 28GST was performed

using the Clustal W program (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) with those of the T. solium 25GST and 26GST.

Statistical analysis
One-way ANOVA with Bonferroni’s test were used for the statistical analyses of collected data and P-values <0.05
were considered significant.

Results
Macrophages exposed to SGSTF express M1 activation markers

In order to determine whether SGSTF may directly activate peritoneal macrophages, we exposed them to SGSTF for
24 h and compared the expression of several markers to those obtained from the non-stimulated control (c), M(LPS),
and M(Tc-8w) macrophages. Figure 1A,B shows the results of the RT-PCR assay carried out to measure the expres-
sion levels of the classical and alternative activation gene markers. M(SGSTF) macrophages expressed Nos2, but did
not express Argl and Chil3. In contrast, the M(Tc-8w) macrophages expressed high levels of Argl and Chil3, but
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Figure 1. Effect on the expression of classically and alternative activation markers on peritoneal macrophages by the in
vitro stimulation for 24 h with SGSTF

(A) Determination of transcript levels of Gapdh, Arg1, Nos2, and Chil3 by RT-PCR. (B) Relative transcription in arbitrary units. (C)
Determination of cytokines (TNF, IL-12, IL-10) in the culture supernatants from all groups of macrophages by ELISA. (D) Flow
cytometry to determine PD-L2, PD-L1, and CD206 on macrophage membranes. In (C) control macrophages of non-stimulation,
in SGSTF macrophages stimulated with SGSTF (10 ng/ml) and in M(LPS) and M(Tc-8wk) macrophages controls of classically or
alternative activation respectively. The data shown are representative of three independent experiments (n=3) and are expressed as
mean + S D. One-way ANOVA with Bonferroni’s post hoc test were used for statistical analyses (*P<0.05, **P<0.005, ***P<0.0005,

***P<0.0001).
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did not express Nos2. In addition M(LPS) macrophages highly expressed Nos2 and showed moderate expression
of Argl and Chil3. The non-stimulated macrophages (c) did not express any of the genes tested. Gapdh gene was
used as a housekeeping gene and it presented a constant rate of expression in all macrophages groups. Moreover,
supernatants from the same cultures were tested for cytokine production. Figure 1C shows the determination of
the proinflammatory cytokines secreted by macrophages in culture by ELISA. Macrophages exposed to SGSTF dis-
played significantly higher production of IL-12 compared with the non-stimulated (c), to M(Tc-8w) and to M(LPS)
macrophages, while TNF production was higher in M(SGSTF) and M(LPS) macrophages than non-stimulated (c)
and M(Tc-8w) macrophages. Interestingly, secretion of IL-10 increased significantly in M(SGSTF) macrophages with
respect to non-stimulated macrophages (c) and there were no differences with respect to M(LPS) and M(Tc-8w). In
addition, flow cytometry assays showed that SGSTF-exposed macrophages expressed low levels of PD-L1 that was
no statistically significant and did not express PD-L2 or CD206 in a manner similar to M(LPS) macrophages (Figure
1D). As expected, M(Tc-8w) macrophages displayed a typically high expression of PD-L1, PD-L2, and CD206 [32]
and non-stimulated macrophages (c) did not express any of these markers.

Expression of co-stimulatory molecules and MHC-IlI on peritoneal
macrophages exposed to SGSTF for 24 h

Flow cytometry assays were performed using specific antibodies against CD80, CD86, and MHC-II molecules to de-
termine their expression in the macrophages after stimulation for 24 h (Figure 2A,B). CD80 was highly expressed in
the M(Tc-8w) macrophages followed by the SGSTF-stimulated macrophages and non-stimulated macrophages (c);
but they did not show significant differences. However, expression of CD80 in M(SGSTF) macrophages was signifi-
cantly higher than in M(LPS) macrophages, but M(SGSTF) macrophages did not show differences with respect to the
non-stimulated macrophages. Furthermore, CD86 expression was significantly higher in M(SGSTF) macrophages
with respect to non-stimulated macrophages (¢) and it was comparable with respect to M(Tc-8w), but it was less than
M(LPS) macrophages. In addition, MHC-II in M(SGSTF) macrophages showed no differences in expression with re-
spect to non-stimulated (c) and M(LPS) macrophages. In contrast, M(Tc-8w) macrophages showed higher MHC-II
expression with respect to others.

Uptake of SGSTF by macrophages

In order to determine whether SGSTF was being internalized by macrophages we performed a confocal microscopy
assay (Figure 3), where macrophages were exposed to SGSTF for 15, 30, and 60 min. At 15 min, a strong green sig-
nal (SGSTF) was found dispersed in the cytoplasm and MHC-II was detected as a weak red signal in some cells; the
merged image at this time point displayed only SGSTF in the cytoplasm. After 30 min, most of the SGSTF was con-
centrated in granules, although some was still dispersed in the cytoplasm. However, it is noteworthy to mention that
at this time point, MHC-II (red signal) started to appear in cytoplasm; the merged image at this time point displayed
a poor co-localization between SGSTF and MHC-II. At 60 min, a major part of the SGSTF appeared concentrated
closely to the membrane in most macrophages, and MHC-II increased in intensity and showed the same pattern as
SGSTE. The merge image at this time point showed a crescent-shaped co-localization between SGSTF and MHC-II
(yellow signal) in most of the macrophages. However, some cells only showed green (SGSTF) or red (MHC-II) signals
without any co-localization. This could be explained by the lack of synchronization amongst macrophages in culture.
Normal IgG (N-IgG) was used as a control; it showed non-unspecific recognition of the primary and secondary anti-
bodies and no signal was observed. Orthogonal images of experiments performed incubating macrophages without
and with cytochalasin D and after incubating for 30 min with SGSTF (Figure 3B). Macrophages without cytochalasin
D showed similar internalization of SGSTF as observed at the same time in Figure 3A (SGSTF 30 min) with green
signal on to cytoplasm and a weak red signal to MHC-IL In contrast, cytochalasin D treated macrophages decrease
the internalization of SGSTE. Noteworthy, we also observed the delay in the appearance of the MHC-II molecule in
macrophages treated with cytochalasin D. Orthogonal analysis of these experiments shown that the SGSTF is inside
macrophages.

Macrophages exposed to SGSTF favor IFN-y production in T CD4* cells

Then, we analyzed the ability of the SGSTF-stimulated macrophages to modulate T CD4" cell responses. Thus, we
performed different assays with anti-CD3 pre-activated CD4" cells that were co-cultured for 72 h with macrophages
exposed to different stimuli. Figure 4A shows the macrophages influence on T CD4" cell proliferation; the CD4"
cells co-cultured with SGSTF-exposed macrophages displayed a significantly higher proliferation compared with
co-cultures with non-stimulated (c) and M(LPS) macrophages. As expected by previous reports, the CD4" cells
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Figure 2. Flow cytometry assays to detect expression of CD80, CD86, and MHC-Il surface molecules in peritoneal
non-stimulated and SGSTF-stimulated macrophages

(A) Dot-plots show the expression of CD86 in non-stimulated control macrophages (c) and in SGSTF-stimulated macrophages.
M(Tc-8w) and M(LPS) peritoneal macrophages were used as controls for alternative or classical activation. (B) Bar graphs show the
percentage of double positive cells for CD80, CD86, or MHC-II accordingly. Data shown are representative of three independent
experiments and are expressed as mean + S.D. (n=3). One-way ANOVA with Bonferroni’s post hoc test were used for statistical
analyses ("P<0.05, **P<0.005, ***P<0.0005, ***P<0.0001).

co-cultured with M(Tc-8w) macrophages displayed a markedly inhibited cell proliferation, and the T CD4" cells
co-cultured without anti-CD3 antibodies showed no proliferation (basal). In addition, T CD4" cells from parallel
co-cultures were analyzed by flow cytometry to detect the expression of CD69 and CD25 molecules, which are as-
sociated with cell activation, SGSTF-exposed macrophages showed a pronounced augmented expression of CD69
and CD25 on CD4 cells (Figure 4B,C) compared with T CD4* cells co-cultured with non-stimulated (c) or M(LPS)
macrophages and no significant differences with respect to M(Tc-8w) macrophages were found. Finally, a basal ex-
pression of CD69 and CD25 was observed in co-cultures with T CD4" cells not treated with anti-CD3 and with
non-stimulated macrophages (basal).

Supernatants from these co-cultures were analyzed by ELISA for IFN-y and IL-4 production (Figure 4D).
Co-cultured T CD4" cells with SGSTF-exposed macrophages displayed a significant increase in IFN-y production
with respect to those co-cultured with non-stimulated macrophages (c) and this increment was also significant with
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Figure 3. Uptake of SGSTF by peritoneal macrophages as observed by confocal microscopy

(A) Macrophages stimulated with SGSTF (SGSTF) for 15, 30, and 60 min were initially incubated with N-IgG or antibodies against
SGSTF (anti-SGSTF) and against IA-IE (Anti-IA-IE). Secondary antibodies conjugated to FITC (green) and Texas Red (red) respec-
tively, were used to identify SGSTF and MHC-II. Nuclei from macrophages were stained with DAPI. We depict the merged images
and digital amplifications of a single cell (white arrow) to observe the three channels in detail. Scale bars in figures represent 20
um. (B) Orthogonal images (single Z-plane) from macrophages incubated without (—) and with (+) cytochalasin D and stimulated
with SGSTF for 30 min, and following the treatment mentioned above.

respect to M(LPS) and M(Tc-8w) macrophages. Interestingly, IL-4 secretion by T CD4" cells co-cultured with the
SGSTF-exposed macrophages was significantly lower compared with T CD4" cells co-cultured with M(Tc-8w) and
with M(LPS) macrophages and with non-stimulated macrophages (c). All the co-cultures with anti-CD3 pre-activated
T CD4" cells and different groups of macrophages showed IL-12 concentrations lesser than 300 pg/ml (data not
shown). Co-cultures with non-stimulated macrophages and no pre-CD3 activation showed the lowest concentration
of all measured cytokines (basal).
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Figure 4. Response of naive T CD4* cells pre-treated with anti-CD3 antibody co-cultured with (c) non-stimulated, M(SGSTF),
M(Tc-8w), and M(LPS) macrophages during 72 h
(A) Proliferation, (B,C) Expression of CD69 and CD25 in T CD4* cells. (D) Cytokines secreted (IFN-y and IL-4) by co-cultures. T
CD4* cells not treated with anti-CD3 and co-cultured with non-stimulated macrophages were used as basal control (basal). Data
shown are representative of three independent experiments and are expressed as mean + S.D. (h=3). One-way ANOVA with a
Bonferroni’s test were used for statistical analyses (**P<0.005, ***P<0.0005, ****P<0.0001).
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In order to demonstrate that the effect of SGSTF on macrophages may also be an antigen-specific response,
we performed similar experiments as described above, but using purified DO11.10 T CD4+ cells, which express
a TCR specific for OVA peptide 323-339. Co-cultures with SGSTF-stimulated macrophages showed a remark-
able and significantly higher proliferation rate of DO11.10 T CD4+ cells when OVA peptide was added to the
co-cultures (OVA+M(SGSTF)) compared with non-stimulated macrophages plus OVA peptide (OVA) and to M(LPS)
macrophages plus OVA peptide. In contrast, T CD4+ cells co-cultured with M(Tc-8w) macrophages displayed a
limited proliferation. No proliferation was observed in co-cultures with non-stimulated (basal) and M(SGSTF)
macrophages without OVA peptide (Figure 5A).

In addition, Figure 5B,C show the expression of CD69 and CD25 detected in the co-cultured DO11.10 T CD4* cells.
Co-cultures with SGSTF-stimulated macrophages plus OVA peptide (OVA+M(SGSTF)) showed no significant differ-
ences in CD69 and CD25 expression with respect to co-cultures with non-stimulated macrophages plus OVA peptide
(OVA), but it was significant with respect to the co-cultures with M(LPS) macrophages plus OVA (OVA+M(LPS).
In contrast, T CD4" cells co-cultured with M(Tc-8w) macrophages plus OVA peptide showed a decrease in the ex-
pression of these molecules with respect to SGSTF-stimulated macrophages plus OVA peptide (OVA+M(SGSTF)).
Interestingly, T CD4+ cells cultured with SGSTF-stimulated macrophages without OVA exhibited a higher expression
of these molecules than co-cultures without stimulus (basal) and with respect to M(Tc-8w) macrophage plus OVA
peptide. Furthermore, supernatants from all these co-cultures were analyzed for the production of IFN-y and IL-4.
As observed in Figure 5D, T CD4+ cells co-cultured with SGSTF-exposed macrophages plus OVA peptide showed
high production of IFN-y (OVA+SGSTF) which was higher than the co-cultures with M(LPS) macrophages, how-
ever, this level was not statistically different with respect to co-cultured T CD4+ cells only stimulated with OVA.
In contrast, T CD4+ cells co-cultured with M(Tc-8w) macrophages plus OVA showed no secretion of IFN-y com-
parable with T CD4+ cells co-cultured with non-stimulated macrophages and without OVA (basal). Interestingly,
co-cultures SGSTF-stimulated macrophages without OVA showed a IFN-y secretion (M(SGSTF)) that was signifi-
cant with respect to basal. In contrast, IL-4 secretion by T CD4+ cells were less than 300 pg/ml in all co-cultures and
only significantly differences were found amongst OVA+M(Tc-8wk) and M(SGSTF)+OVA co-cultures.

Search for Th1 epitopes’ localization in Taenia solium GST

To ascertain whether the peptides P1, P5, and P6 (Th1 epitopes) from S. japonicum 28GST were also localized on the
T. solium 25GST and 26GST [33], their primary sequences were aligned to find similarities (Figure 6). Our analysis
of the alignment indicated that the three peptides (P1, P5, and P6) of S. japonicum 28GST share a homology in the
range of 64.31, 71.42, and 77.77% with the T. solium 25GST and 26GST. Interestingly, these peptides are localized
either inside or around of the conserved motif (SNAIL/TRAIL) presented in all GSTs [34].

Discussion

The innate immune system is the first line of defense against various pathogens and is mediated by cells such as
macrophages and dendritic cells, which possess different classes of pattern recognition receptors (PRRs, such as
Toll-like receptors) to recognize pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). In murine (BALB/c) cysticercosis
caused by T. crassiceps, macrophages and T CD4" cells are the major players that modulate the Th1/Th2 balance and
the parasite growth [35,36]. It is known that the depletion of alternatively activated macrophages during early infec-
tion in this model decreases parasitic burden and restores the antigen-specific proliferative response in T lymphocytes
from late infections [6,32]. In contrast, using a C57BL/6-resistant mouse strain, which maintains the presence of clas-
sically activated macrophages and also a pro-inflammatory profile throughout the infection, restricts the growth of
this parasite [37]. These reports suggest that macrophages are important to develop Thl-responses to protect mice
from cysticercosis.

Previously, we have demonstrated that immunization with 5-10 pg of SGSTF induces a reduction in up to
90% in parasite burden in experimental cysticercosis [26]. However, immunological mechanism associated with
SGSTF protection was undefined. To test if SGSTF and macrophages may interact to modulate Th1/Th2 immune
responses in vitro, we exposed macrophages to SGSTF for 24 h. These macrophages expressed the Nos2 and fa-
vored TNF and IL-12 production but did not express alternatively activated macrophages’ markers such as the
Argl and Chil3, PD-L2, CD206, or IL-4Ra, suggesting that stimulation with SGSTF induces macrophages toward
a pro-inflammatory profile. These results are in agreement with observations that macrophages activated by LPS,
IFN-y, TNE or macrophages from early stages of infection in the murine model of T. crassiceps cysticercosis highly
express the same pro-inflammatory cytokines but not alternative activation markers and because of that are consid-
ered classically activated macrophages [36,38,39]. However, secretion of IL-10 was also detected in SGSTF-stimulated
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Figure 5. Response of transgenic T CD4* cells (DO11.10) in 72 h co-cultured with macrophages: non-stimulated without
OVA peptide (basal) and non-stimulated with OVA (OVA, 10 ug/ml)

M(SGSTF) macrophages and M(SGSTF) macrophages with OVA peptide (OVA+M(SGSTF)); M(Tc-8w) macrophages plus OVA
(OVA+M(Tc-8w)) and M(LPS) macrophages plus OVA (OVA+M(LPS)). (A) Proliferation; (B,C) expression of CD69 and CD25 in T
CD4+ cells. (D) Cytokines secreted (IFN-y, and IL-4) in co-culture supernatants were detected by ELISA. Data shown are represen-
tative of three3 independent experiments and are expressed as mean + S.D. (n=3). One-way ANOVA with Bonferroni were used
for statistical analyses (*P<0.05, **P<0.005, ***P<0.0005, ****P<0.0001).
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macrophages and it is known that alternatively activated macrophages are sources of IL-10, a cytokine that promotes
homeostasis, suppresses the pro-inflammatory response, limits the damage, and is involved in tissue remodeling and
the clearance of apoptotic cells [40,41]. The presence of IL-10 in SGSTF-stimulated macrophages could be indicating
that they are responding to SGSTF in a mixed way. Nevertheless SGSTF-stimulated macrophages secreted greatest
concentrations of IL-12 than IL-10 and the ratio of IL-12/IL-10 that has been used to determine the classical or alter-
native activation in macrophages [42,43] indicates that dominance of IL-12 over IL-10 in M(SGSTF) macrophages
favors the pro-inflammatory phenotype, thus SGSTF induces in this way an M1-like phenotype. In addition the evi-
dence of a recent report that demonstrated that M(Tc-8w) macrophages which arises from the late stages of infection
in the cysticercosis model by T. crassiceps are mostly PD-L2* and do not express IL-10 [44] showed that in this
infection, presence of IL-10 is not an alternative activation determinant, but membrane markers as PD-Ls and the di-
minished expression of pro-inflammatory cytokines markers are more relevant [37]. Furthermore, SGSTF-stimulated
macrophages showed a high and sustained expression of CD86, co-stimulatory signals through B7 molecules are cru-
cial for the activation of APCs and the proliferation and cytokine production of T cell; the absence of this signal
induces clonal anergy when TCR stimulation is present [45,46]. It is known that CD86 and CD80 are ligands for
CD28 and are related to the development of Th1 or Th2 responses when APCs prime naive T cells and have different
roles in various diseases [47,48]. In addition, the decreased levels of CD80 and CD86 in T. crassiceps-susceptible mice
[37], and the increment in CD86 levels in SGSTF-stimulated macrophages together suggest the importance of CD86
in the development of Thl response. Additionally, macrophages that uptake SGSTF in culture, show a co-localization
between MHC-II and SGSTF after 60 min; which suggests that an early expression of the MHC-II molecule is in-
volved in antigenic presentation to T cells. All these findings indicate that macrophages respond to SGSTF as an
inflammatory stimulus and express molecules that are considered markers for classically activated macrophages such
as Nos2, IL-12, and TNF and similarly the molecules involved in the antigen presentation to T CD4+ cells, such as
CD86, MHC-II, and MHC-II+SGSTF complex.

Having demonstrated that SGSTF exposure drives peritoneal macrophages toward an M1-like phenotype, our next
step was to analyze if such activation may impact the differentiation of naive T cells toward the Thl phenotype and
the expansion and survival of activated T cells [49,50]. Co-cultures with SGSTF-stimulated macrophages promoted
augmented proliferation of T CD4" cells and augmented expression of CD25 and CD69 molecules. It is known that
CD25 and CD69 on the surface of activated lymphocytes in humans and mice are crucial for the amplification of IL-2
signaling, for the secretion of TNF and to elicit Th1 and Th17 responses [51,52]. Co-cultures with SGSTF-stimulated
macrophages also showed an increase in the production of IFN-y and a decrease in IL-4 secretion with respect to
co-cultures with M(Tc-8w) macrophages that suppressed the proliferation of T CD4", even when expression of CD25
and CD69 is present. It has been observed that administration of rIFN-y in mice has a protective role in murine
cysticercosis model, on the contrary, anergy of Th1 cells and dominance of Th2-type response are permissive for this
parasite [53]. According to these previous data, the reported protective effect of SGSTF on experimental cysticercosis
[25,26] may be due to activating directly innate cells such as macrophages where an M1-like phenotype is induced
that in turn favors Th-1 polarization that is protective in this experimental infection. In contrast, if macrophages are
eliminated at an early stage of infection, a permissive Th2-type response is established with a high production of IL-4
and alow production of IFN-y, which favors the parasite growth [32,53]. The high production of [IFN-y together with
the expression of CD25 and CD69 by T CD4" cells and higher rates of proliferation induced by the SGSTF-stimulated

019 The Author(s). This is an open access article published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society and distributed under the Creative Commons Attribution

License 4.0 (CC BY).

63



Bioscience Reports (2019) 39 BSR20181132
https://doi.org/10.1042/BSR20181132

macrophages, support the idea that pro-inflammatory activation of macrophages by SGSTF is driving T CD4" cells
toward a Th1 phenotype. In addition, the production of IL-12 by the SGSTF-stimulated macrophages, is in agreement
with studies showing that IL-12 is an inductor of IEN-y secretion, and necessary to develop a Th1 response against
helminths, including T. crassiceps [54,55].

On the other hand, in a similar assay using T CD4" cells from DO11.10 mice and OVA+SGSTF peptide as stim-
uli, we detected enhanced cell proliferation and OVA-specific [FN-y secretion, but no significant differences in the
expression of CD25 and CD69 markers, which suggests that SGSTF favor the pro-inflammatory response to an unre-
lated antigen such as OVA. This is important because previous studies have demonstrated that T. crassiceps antigens
induce secretion of IL-4 and IL-10 and inhibited the proliferation and IFN-y response against OVA in DO11.1 T
CD4" cells [5,8,9] likewise similar effects were also demonstrated in other helminth antigens [56,57]. Furthermore,
SGSTF stimulus in co-cultures showed IFN-y secretion and activation markers in OVA-specific T CD4 cells, this
result supports the idea that SGSTF is acting as an adjuvant that drives macrophages to prime T CD4" cells to a
pro-inflammatory profile.

Recently, vaccination assays have demonstrated that nine Thl-type peptides of S. japonicum 28GST promote
T-cell proliferation and a Thl response in vitro. Peptide 6 strongly promotes a Thl response with a high produc-
tion of IFN-y and IL-2, and has been proposed as an antigen that can be targetted to develop a vaccine against S.
japonicum infection [33]. It is of note that these peptides (P1, P5, and P6) promote strong Th1 responses against
S. japonicum, are also presented in the T. solium 25GST and 26GST, and are localized in the consensus conserved
motif (SNAIL/TRIAL) that distinguishes GST parasites from mammalians [34]. In addition, these findings suggest
that SGSTF together with other GSTs could be used to develop a polyvalent vaccine against helminths or to develop
a Taenia vaccine alone or together with other molecules such as p66, F2 metacestode factor, GK1 and GK2 peptides
[11-13]. However, the mechanisms that induce T CD4" cells toward Thl or Th2 responses have not been solved yet
in cysticercosis, but discovery of new factors such as natural antigens and the mechanism of how antigen-producing
classically activated (M1) or alternatively activated (M2) macrophages function are important to understand the po-
larization of immune response.

In conclusion our data provide evidence that SGSTF is able to bind and activate macrophages to an M1-like pheno-
type with increased expression of co-stimulatory molecules as well as soluble factors (IL-12 and TNF) that are able to
promote in T CD4"* murine cells a Th1-type response in vitro, which may be associated with the conferred protection
against cysticercosis previously reported for this molecule.
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