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ABREVIATURAS 

 

 

ABZ Albendazol 
APC Célula Presentadora de Antígeno 
C Macrófagos control cultivados sin estímulo  
CDNB 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 
FCS  Fluido cerebroespinal  
FITC Isotiocianato de fluoresceína 
GSH Glutatión Reducido 
GST Glutatión transferasa 
LLGP´s Lectin lectina 
LPS  Lipopolisacárido de E. coli 
M1 Macrófago clásicamente activado  
M2 Macrófago alternativamente activado 
M(LPS) Macrófago estimulado con LPS 
M(SGSTF) Macrófagos estimulados con la SGSTF 
M(Tc-8w) Macrófagos extraídos de peritoneo de ratones infectados con T. crassiceps 

durante 8 semanas 
NC Neurocisticercosis 
N-IgG Inmunoglobulina G normal 
OVA323-339 Péptido de la Ovoalbúmina 
PBS Amortiguador de fosfatos 
PEC Células de exudado peritoneal 
RT-PCR Transcriptasa reversa acoplada a la reacción en cadena de la polimerasa 
SGSTF  Fracción de Glutatión Transferasa de Taenia solium. 
SDS Dodecil sulfato de sodio 
SSI Solución salina isotónica 
TAC Tomografía axial computarizada 
TcES Extractos solubles de T. crassiceps 
TLRs Receptores Toll-like  
TSA Antígenos solubles de T. crassiceps 
Ts25GST Glutatión Transferasa de T. solium de 25.5 kDa 
Ts26GST Glutatión Transferasa de T. solium de 26.5 kDa 
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RESUMEN 

 

Taenia solium posee un sistema de desintoxicación que le permite defenderse del 

ataque del hospedero, así como del efecto de los xenobióticos. La principal enzima 

de este sistema es la Glutatión transferasa (GST) que existe en tres formas en este 

parásito. En nuestro laboratorio se han aislado dos formas citosólicas de esta 

enzima como una fracción (SGSTF) compuesta por dos enzimas de 25.5 (Ts25GST) 

y de 26.5 kDa (Ts26GST). En experimentos de inmunización dicha SGSTF 

disminuyó la carga parasitaria en el modelo murino de cisticercosis peritoneal, sin 

embargo, los mecanismos inmunológicos de esta protección no se han estudiado. 

En este trabajo se investigó el efecto que la SGSTF tiene sobre los macrófagos y 

linfocitos estimulándolos in vitro. En macrófagos se observó un aumento en los 

marcadores Nos2, TNF e IL-12 así como de IL-10 y CD86, mientras que no se 

encontró expresión de moléculas como Chil3 o CD206. Por microscopía confocal se 

observó que los macrófagos internalizan a la SGSTF y que esta co-localizó con el 

MHCII en la membrana a los 60 min. Además, los macrófagos estimulados con la 

SGSTF en co-cultivo con linfocitos T CD4+ pre activados con anti-CD3 promovieron 

una alta secreción de IFN-γ y una elevada expresión de CD25 y CD69. En ensayos 

similares, pero usando células T CD4+ de ratones transgénicos en el TCR para la 

ovoalbúmina también aumentó la proliferación y la secreción de INF-γ. También 

mediante análisis de comparación de secuencia de aminoácidos 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 Th1. 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 

macrófagos que a su vez activan a los linfocitos T cooperadores hacia una 

respuesta tipo Th1, respuesta que es protectora para el hospedero. 
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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-γ secretion and elevated the 

expression of CD25 and CD69. Similar assay using T CD4+ cells from DO11.10 

mice and ovalbumin (OVA323-339) peptide plus SGSTF as stimuli, showed enhanced 

cell proliferation and OVA-specific IFN-γ 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 Th1 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 Th1-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. 
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INTRODUCCIÓN 

La neurocisticercosis (NC) es la forma más grave de las enfermedades causadas 

por el parásito Tenia solium, es una parasitosis relacionada a condiciones de 

pobreza y es endémica en muchos países de América Latina, África y Asia, también 

es una enfermedad presente en países industrializados que anteriormente se 

consideraban libres de esta enfermedad (Del Brutto, 2012; Garcia, Nash, y Del 

Brutto, 2014; Laranjo-González et al., 2017). En Estados Unidos, por ejemplo, han 

resurgido casos de esta infección y se ha observado que la presencia de NC es 

debida más a la migración de personas provenientes de países endémicos que a la 

transmisión local de la infección, lo que nos demuestra que dicha parasitosis ha 

cambiado su dinámica conforme se dan fenómenos 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 día 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 

diagnósticas sensibles y accesibles, además de que esta enfermedad la mayoría de 

las veces sigue un curso benigno e incluso pasa desapercibida por el enfermo 

(Sciutto et al., 2000; Sistema Único de Información, 2019). 

 

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

adulto se aloja en el intestino delgado del hospedero definitivo fijándose a través de 

un escólex formado por un rostelo, una corona de ganchos y cuatro ventosas. El 

cuerpo de este parásito, denominado estróbilo está formado por segmentos o 

proglótidos unidos que en su exterior están recubiertos por un tegumento. Estos se 

dividen en inmaduros, maduros y grávidos siendo los primeros los que parten del 

cuello del helminto, le siguen los proglótidos maduros que son los que poseen los 

órganos sexuales diferenciados y por último los proglótidos grávidos que se 

encuentran llenos de huevos en la parte más distal del parásito y que se desprenden 

espontáneamente del estróbilo siendo expulsados frecuentemente en las heces y 

liberando así los huevos. Los huevos contienen un embrión hexacanto protegido 

dentro de varias capas, la más cercana al embrión es la membrana oncosferal, le 

sigue el embrióforo formado por material proteínico cementante que le confiere 

protección al embrión y le da la apariencia estriada, y por último la capa más externa 

formada por un sincicio que es el vitelo (Fig. 2B). Cuando el humano o el cerdo 

ingieren los huevos las enzimas gástricas del hospedero liberan a la oncósfera que 

es capaz de atravesar las paredes intestinales para llegar a la sangre y así 

distribuirse en tejidos como el subcutáneo y el muscular o en órganos como los ojos 

y el cerebro, una vez ahí se instala para convertirse en cisticerco. Cuando el cerdo 

ingiere los huevos de T. solium se convierte en el hospedero intermediario, 

cerrándose el ciclo cuando el humano ingiere la carne de un cerdo con cisticercosis. 

Así mismo el humano puede desarrollar la cisticercosis cuando ingiere los huevos 

del parásito convirtiéndose en hospedero accidental, dicha ingesta de huevos 

ocurre principalmente por la vía fecal-oral y está relacionada al contacto estrecho 

con un portador del parásito 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 parásito desarrolla la cisticercosis. El ciclo se cierra cuando el 

humano, hospedero definitivo, ingiere la carne de cerdo infectada y desarrolla el parásito adulto en 

el intestino. El humano puede desarrollar cisticercosis cuando ingiere de manera accidental huevos 

del parásito adulto debido a malas prácticas de higiene (Modificado de 

www.aafp.org/afp/2007/0701/afp20070701p91-f1.jpg). B) El huevo de Taenia solium contiene un 

embrión hexacanto que al ser ingerido por el cerdo y alojarse en tejidos como el músculo se convierte 

en el cisticerco que es una vesícula ovalada que contiene invaginado el escólex. Una vez que el 

cisticerco es ingerido, el escólex se fija a las paredes intestinales y comienzan a formarse los 

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

Neurocisticercosis 

La forma más 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 lesión granulomatosa que se calcifica o 

desaparece eventualmente, por el contrario, la NC extraparenquimal puede 

evolucionar de formas diferentes dependiendo de la localización de los cisticercos. 

B) 

A) 
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Por ejemplo, los cisticercos que se alojan en el compartimento ventricular bloquean 

la circulación del líquido cefalorraquídeo provocando hidrocefalia obstructiva e 

hipertensión intracraneal. Las manifestaciones clínicas más frecuentes de la NC son 

las convulsiones, la epilepsia, la hipertensión intracraneal, las deficiencias 

neurológicas focales y las alteraciones cognitivas (Gonzales, Rivera, y Garcia, 2016; 

Marcin Sierra et al., 2017; Nash, Bustos, y Garcia, 2017).  

El mejor diagnóstico de la NC requiere del uso de técnicas de imagenología como 

la Tomografía axial computarizada (TAC) y la Resonancia magnética que proveen 

información sobre la localización, el número y el tamaño del parásito, 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 económico. Así mismo, estas técnicas se 

complementan con la técnica de inmunoelectrotransferencia que detecta en el suero 

anticuerpos contra antígenos glicoprotéicos de una fracción obtenida pasando un 

extracto crudo del cisticerco por una cromatografía con la Lectin lectina, 

denominada LLGP´s (Garcıá y Del Brutto, 2003; Scheel et al., 2005). 

El tratamiento contra la cisticercosis está basado en el uso de fármacos 

antiparasitarios y antiinflamatorios siendo los de elección albendazol (ABZ), y 

praziquantel junto con la dexametasona en diferentes combinaciones y dosis 

dependiendo del número de cisticercos, de su viabilidad y de su localización (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 

resolución total de las lesiones. El albendazol es un fármaco anti-helmíntico de 

amplio espectro que inhibe de manera selectiva la polimerización de los 

microtúbulos de las células de los parásitos e inhibe a las enzimas fumarato 

reductasa y superóxido dismutasa de Cu/Zn, ocasionando la pérdida de 

funcionalidad, la alteración de la cadena respiratoria, el daño por estrés oxidante y 

la lisis celular sin afectar el tejido normal del huésped (Castellanos-González, 

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 

fármaco que aumenta la permeabilidad de la membrana favoreciendo el influjo de 
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calcio en el parásito y provocando la contracción masiva y parálisis. En dosis altas 

produce la vacuolización y daño al tegumento lo que expone antígenos que la 

respuesta inmune reconocerá atacando al parásito (Cupit y Cunningham, 2015). 

Respuesta inmune contra la neurocisticercosis 

Las manifestaciones clínicas de la cisticercosis en humanos dependen de factores 

como la localización, el número 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 dañadas y con 

apariencia coagulada) o calcificados; esta diversidad de formas está relacionada a 

los eventos inmunológicos ocurridos durante la infección (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 

asintomática. Por el contrario, cuando los cisticercos se ubican en el espacio 

subaracnoideo o en los ventrículos aumenta la cantidad de células en el FCS, se 

puede presentar hipertensión intracraneal y el aumento en la inflamación puede 

cursar con aracnoiditis dejando secuelas severas (Saénz et al., 2006; Singhi y 

Singhi, 2004). En la NC sintomática citocinas pro-inflamatorias como la IL-5 y la IL-

6 así como la presencia de linfocitos B, T CD8+ y T CD69+ están incrementados, 

sin embargo en formas más severas de la enfermedad como en la cisticercosis 

subaracnoidea también se ha encontrado un aumento en la concentración de TNF 

e IL-1β en el FCS. Así mismo en muestras histológicas obtenidas de necropsias, la 

IL-10 se encuentra en altos niveles, probablemente interviniendo en la regulación 

de la respuesta inflamatoria y promoviendo la producción de linfocitos T reguladores 

(Sciutto, Chavarria, Fragoso, Fleury, y Larralde, 2007). Se ha observado que los 

linfocitos T reguladores (Treg) están incrementados tanto en la sangre periférica 

como en el FCS de pacientes con NC que muestran una respuesta linfoproliferativa 

específica y no específica disminuida. Dichos linfocitos expresan PD-1 y CTLA-4 

moléculas que están involucradas en el efecto supresor de los Treg, además se ha 

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



 
 

9 
 

respuesta predominante en esta enfermedad es reguladora y favorece al parásito 

(Adalid-Peralta et al., 2012; Arce-Sillas et al., 2016). 

Modelo experimental de cisticercosis 

Mucho del conocimiento existente sobre la inmunología 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 cánidos 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 alojarán más de 3000 cisticercos. Dichos cisticercos se pueden 

mantener a través del pase del peritoneo de un ratón a otro. Utilizando este modelo 

se han identificado moléculas antihelmínticas y sus mecanismos de acción, se ha 

caracterizado la respuesta inmune temprana y tardía, se han estudiado moléculas 

importantes en la relación hospedero-parásito y se han realizado estudios de 

vacunación. 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 útil para realizar 

estudios de la relación hospedero-parásito en la cisticercosis (Gómez-García, 

Rivera-Montoya, Rodríguez-Sosa, y Terrazas, 2006; Sciutto et al., 2013; Willms y 

Zurabian, 2010). 

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

crassiceps 

Existe una relación importante entre la respuesta T cooperadora y el combate o el 

establecimiento de la cisticercosis peritoneal por T. crassiceps. Al inicio de la 

infección en la primera y segunda semana post inoculación cuando el número de 

parásitos en la cavidad peritoneal es baja, la respuesta inmune es de tipo Th1 con 

predominancia de INF-γ, NO e IgG2a. Conforme la infección avanza y el número de 

parásitos aumenta, la respuesta cambia del perfil Th1 al Th2 con un aumento de IL-

4 e IL-13 que se mantiene además de promover la anergia de las células T 
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cooperadoras a través del contacto macrófago-célula T y la vía PD-1/PDL´s,  

haciendo permisivo al hospedero (Terrazas, Bojalil, Govezensky, y Larralde, 

1998;Terrazas, Montero, Terrazas, Reyes, y Rodríguez-Sosa, 2005). Se ha 

demostrado que, si la respuesta T cooperadora se modifica, por ejemplo, 

administrando INF-γ recombinante a los ratones infectados de manera que el perfil 

Th1 se mantenga, el establecimiento de la infección no ocurre y se obtienen cargas 

parasitarias bajas (Terrazas et al., 1999). Por el contrario, si la respuesta Th1 es 

bloqueada como en el caso de los ratones STAT4-/-, los parásitos se establecen 

rápidamente favoreciendo una respuesta Th2 e induciendo la presencia de IgG1, 

IgE, IL-4, IL-10 e IL13 (Rodriguez-Sosa et al., 2004). Esta relación entre la respuesta 

de los linfocitos T cooperadores y el establecimiento o no de la infección está a su 

vez dirigida principalmente por los macrófagos y las células dendríticas. Se ha 

observado que las células dendríticas expuestas a los antígenos de T. crassiceps 

desarrollan respuestas alteradas frente a la estimulación a través de TLRs con baja 

secreción de citocinas proinflamatorias como IL-12 y TNF además de permanecer 

en estado de inmadurez y promover la respuesta Th2 cuando se usan como células 

presentadoras de antígeno (Terrazas, Alcántara-Hernández, Bonifaz, Terrazas, y 

Satoskar, 2013). Así mismo, a la octava semana post infección cuando la respuesta 

es de tipo Th2 y la carga parasitaria es mayor, los macrófagos extraídos del 

peritoneo secretan bajas concentraciones de IL-12, IL-1β y NO y muestran 

disminución de la expresión de CD80 y CD86, por el contrario expresan altos niveles 

de marcadores de activación 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-

4Rα) además de los ligandos de muerte programada PD-L1 y PD-L2 (Rodríguez-

Sosa et al., 2002; Terrazas et al., 2005). Estos macrófagos promueven la 

diferenciación de los linfocitos T hacia el perfil Th2 además 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, González, 

Ledesma-Soto, Satoskar, y Terrazas, 2011; Terrazas et al., 2005). En conjunto la 

presencia de macrófagos predominantemente antiinflamatorios en las etapas 

tardías de la infección 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 

macrófagos en las primeras semanas post inoculación, éstos presentan marcadores 

de activación clásica o proinflamatoria como la producción de NO, TNF e IL-12, en 

esta etapa el número de cisticercos en la cavidad peritoneal es muy baja. Además, 

se ha demostrado que la resistencia o susceptibilidad de ciertas cepas de ratones 

está determinada por el perfil de activación de los macrófagos, de manera que los 

macrófagos obtenidos de ratones resistentes C57BL/6 mantienen la secreción de 

TNF, IL-12 y de óxido nítrico durante toda la infección, mientras que los macrófagos 

obtenidos de ratones BALB/c a la semana 2 muestran un fenotipo inflamatorio 

cambiando hacia la activación alternativa conforme aumentan los parásitos en la 

cavidad peritoneal (Reyes, Terrazas, Vera-Arias, y Terrazas, 2009). 

Moléculas moduladoras de la respuesta inmune en Taenia 

Se ha identificado en diversos helmintos que la desregulación o supresión de la 

respuesta inmune es provocada por la actividad misma del parásito como una 

estrategia de evasión ante el ataque del hospedero. Los extractos solubles, así 

como las moléculas obtenidas de los medios de cultivo donde los parásitos se 

mantuvieron y moléculas aisladas directamente de las larvas, los huevos o los 

parásitos adultos se han utilizado para conocer el efecto de éstos en la regulación 

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 inhibición de la proliferación de 

linfocitos T siendo las glicoproteínas encontradas en dichos extractos las moléculas 

que inducen un fenotipo inmaduro en las células dendríticas que a su vez producen 

la diferenciación hacia la respuesta Th2 (Gómez-García, Rivera-Montoya, 

Rodríguez-Sosa, y Terrazas, 2006). Un efecto similar se encontró al usar antígenos 

de excreción/secreción para estimular a las mismas células. Éstas se volvieron 

incapaces de responder ante la estimulación por TLRs y produjeron la diferenciación 

de linfocitos T CD4+ naïve 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, Gómez-García, y Terrazas, 2010). Debido a su potencial para 
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provocar respuestas anti-inflamatorias Th2 los TcES han sido probados como 

moduladores de la respuesta inmune en patologías donde la respuesta pro-

inflamatoria crónica genera daños severos como en el caso de la Encefalomielitis 

autoinmune (modelo experimental en ratón de la Esclerosis múltiple) o en la colitis 

experimental (Ledesma-Soto et al., 2015; Peón et al., 2017). Sin embargo, en la 

mayoría de los estudios realizados sobre inmunomodulación se han utilizado 

antígenos totales solubles y sólo de algunas moléculas aisladas se conoce su efecto 

sobre el sistema inmune del hospedero. Por ejemplo, la estimulación de células de 

exudado peritoneal (PEC) de ratón BALB/c con la proteína p66, aumentó la 

secreción de IFN-γ, NO e IL-10, así mismo favoreció la proliferación y la producción 

de IFN-γ e IL-10 en linfocitos T (Spolski, Thomas, See, Mooney, y Kuhn, 2002). Otro 

ejemplo son los antígenos KETc de T. crassiceps que inducen la proliferación de 

células TCD8+ y TCD4+ produciendo un aumento en los niveles de IFN-γ e IL-2, 

efecto que está relacionado a la protección que producen en el modelo murino de 

ratón cuando son administrados de manera conjunta o separada (Toledo et al., 

2001). Dentro de estos antígenos, GK-1 un péptido que forma parte de KETc 7 y 

que ha sido probado como antígeno vacunal, es capaz de producir altos títulos de 

anticuerpos y disminuir la carga parasitaria en ratones y en cisticercos de T. solium 

produce la muerte de las larvas debido al daño causado por la fijación de 

complemento (Núñez et al., 2018; Toledo et al., 1999). Otras moléculas aisladas 

que ha sido probada como antígeno vacunal es la Fracción glutatión transferasa 

(SGSTF) de T. solium, que compone el sistema desintoxicante del parásito, sistema 

que le otorga protección frente al ataque del hospedero. 
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Figura 3. Antígenos de Taenia crassiceps identificados como inductores de la respuesta Th2 y de 

macrófagos alternativamente activados (AAMs). Estos macrófagos expresan marcadores como 

Arginasa-1, Quitinasa-1, CD206 y ligandos de muerte programada PDL-1 y PDL-2 que promueven 

la diferenciación de los linfocitos T cooperadores hacia Th2 además de tener otros efectos como la 

anergia de las células. P66 es una de las pocas moléculas inductoras de la secreción de IFN-γ en 

los linfocitos T (Modificado de  Peón et. al., 2018). 

Proteínas de sistema desintoxicante en T. solium 

Taenia solium posee un sistema desintoxicante que le protege del ataque del 

sistema inmune del hospedero, así como de la acción de los xenobióticos, los 

fármacos antiparasitarios y las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, además 

de mantener el equilibrio de las especies reactivas de oxígeno (ROS) producidas 

dentro y fuera del parásito. Dentro de este sistema las familias de enzimas más 

importantes de este parásito son las Súperóxido dismutasas (SOD), la 2-Cys 

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

Las Superóxido dismutasas son metaloenzimas que catalizan la dismutación del 

anión superóxido (O2
.-) en H2O2 y O2. En los helmintos se han identificado dos tipos 

de SODs: las MnSOD ubicadas en la matriz mitocondrial y las Cu,Zn SOD 

citosólicas y de secreción (Fridovich, 1995). En T. taeniaeformis y en T. solium 

dichas enzimas forman dímeros o tetrámeros 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 así como el albendazol son capaces de inhibir su actividad 

(Castellanos-González et al., 2002; González R, Mendoza-Hernández, y Plancarte, 

2002; Leid y Suquet, 1986) 

Las Peroxirredoxinas catalizan la reducción de peróxidos de hidrógeno y de 

peroxinitritos para formar agua, así como de los hidroperóxidos en alcoholes y agua. 

Estas enzimas están clasificadas con base en la presencia y localización o ausencia 

de la cisteína de resolución (CR) en tres subfamilias: 2-Cys Peroxirredinas, 2-Cys 

Peroxirredoxinas atípicas y las 1-Cys Peroxirredoxinas. Se caracterizan por utilizar 

una o dos cisteínas para la catálisis y por desempeñar su actividad mediante la 

interacción con otras proteínas reduciendo grupos disulfuro además de ser 

proteínas que participan en la transducción de señales (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 Glutatión 

peroxidasa que tienen los helmintos (Henkle-Dührsen y Kampkötter, 2001; Wang et 

al., 2018). En T. solium se ha caracterizado una 2-CysPrx típica que se localiza en 

el tegumento y se expresa en todos los estadios del parásito, los anticuerpos 

producidos contra esta reconocen también a la enzima de T. saginata y de T. 

crassiceps (Molina-López, Jiménez, Ochoa-Sánchez, y Landa, 2006).  

Glutatión transferasas 

Las Glutatión transferasas (GST) son enzimas que conjugan el glutatión a 

compuestos electrofílicos (xenobióticos). En humanos se han descrito una gran 

variedad de patologías en las que las GST están involucradas, como en el cáncer, 

enfermedades bucales, infertilidad, preeclampsia entre otras (Dong et al., 2018; 

Kolesnikova et al., 2017; Sljivancanin Jakovljevic et al., 2019).  

Las GST son proteínas diméricas que están clasificadas en 3 superfamilias: las GST 

mitocondirales, las GST microsomales o MAPEG (Proteínas asociadas a membrana 

involucradas en el metabolismo de icosanoides y de glutatión) y las GST citosólicas. 

Las primeras tienen actividad de peroxidasa y están involucradas en la β-oxidación 
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de ácidos grasos, las segundas participan en la síntesis de leucotrienos y en la 

activación de lipoxigenasas mientras que las GST citosólicas tienen como principal 

función la de transferasas. A su vez las GST se agrupan, con base en sus 

características bioquímicas, estructurales, inmunológicas, genéticas y su origen 

especie-específico, en clases. Las clases lambda, fi y tau se han identificado en 

plantas, la beta en procariontes, la nu en nemátodos, 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 citosólicas 

participan en el metabolismo de xenobióticos y se les ha relacionado a fenómenos 

de resistencia a quimioterapias contra el cáncer, a insecticidas y herbicidas, así 

como a antibióticos (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 aminoácidos que forman 

ya sea homodímeros o heterodímeros unidos de manera no covalente con 

subunidades homólogas o heterólogas. Presentan dos dominios: el dominio G, con 

plegamiento parecido al de las tioredoxinas (β-α-β-α-β-β-α) altamente conservado 

entre especies y localizado en el amino terminal, donde se encuentra el sitio de 

unión y de activación del glutatión reducido; y el dominio H, únicamente formado por 

hélices α que varían en número dependiendo de la clase, ubicado en el carboxilo 

terminal y altamente variable (lo que explica el amplio rango de compuestos que las 

GST citosólicas pueden usar como sustratos) es el sitio de unión del substrato. Cada 

monómero contiene ambos dominios (Sheehan, Meade, Foley, y Dowd, 2001) (Fig. 

4). 

 

 

 

Figura 4. Estructura de una GST alfa-1 citosólica (GSTA-1) típica. Dímero donde las hélices-alfa del 

amino terminal se muestran en azul y las del carboxilo terminal en verde. Las láminas-beta se 

muestra en magenta. 
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Se ha encontrado que las GST participan en otros procesos que no dependen de 

su actividad enzimática como en la síntesis de prostaglandinas, en vías de 

señalización celular donde interacciona con moléculas como JNK o ASK1 o en la 

formación y regulación de canales de Ca2+ del retículo sarcoplásmico (RyR) de la 

célula muscular (Board y Menon, 2013). 

En helmintos, la fase I del sistema desintoxicante muestra muy baja actividad 

enzimática por lo que las GST son las principales enzimas de defensa contra 

fármacos antiparasitarios, por lo que han sido propuestas como blancos 

farmacológicos o vacunales. En Schistosoma se ha observado que cuando las 

GSTs son inhibidas con anticuerpos disminuye la fertilidad del parásito (Remoué et 

al., 2000). 

Respuesta inmune frente a las GSTs de parásitos 

Debido a la importancia de las GST para la supervivencia de los parásitos estas 

proteínas han sido probadas como antígenos vacunales o como moléculas 

moduladoras del sistema inmune (Tabla 1). De las más estudiadas, las GST de 

Schistosoma están involucradas en la defensa contra fármacos, en la síntesis de 

prostaglandina PGD2, en la fertilidad de dicho trematodo y en la modulación de la 

respuesta inmune del hospedero hacia un perfil Th2 (Capron, Riveau, Capron, y 

Trottein, 2005). En estudios de vacunación la GST28 de S. mansoni (SmGST28) ha 

demostrado disminuir la producción y viabilidad de huevos teniendo una efectividad 

del 75%-80% en primates y 85%-94% en terneros, dicha disminución está 

relacionada al aumento de IgG3 e IgA que actúan inhibiendo a la GST (Boulanger 

et al., 1999; C. B. Xu et al., 1993). Así mismo en S. japonicum se han identificado 

péptidos promotores de la respuesta Th1, el péptido P6 induce proliferación de 

linfocitos T y la secreción de IFN-γ e IL-2 (Li et al., 2005).  
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Tabla 1. GST de algunos parásitos y su efecto como antígenos. 

De la misma forma, en ensayos de inmunización con la GST de E. granulosus 

(EgGST) en ratones, se ha observado la disminución de quistes y aumento en la 

secreción de IL-4, IL-10 e IFN-γ así como de anticuerpos IgG1, IgG2a e IgG3. 

Además, epítopes de EgGST han demostrado potenciar la respuesta Th1 protectora 

en ratones C57BL/6 cuando se inmuniza junto con otras proteínas que, 

administradas de manera aislada, inducen baja protección (Esmaelizad et al., 2013; 

Zhu et al., 2015).  

En contraste, la GST recuperada de productos de excreción/secreción (GST-ESA) 

de F. hepática ha demostrado tener propiedades antiinflamatorias y supresoras de 

la respuesta Th1; en cultivo con esplenocitos de rata disminuyó la respuesta 

linfoproliferativa así como la producción de NO en macrófagos peritoneales. En 

modelos de sepsis en ratones C57BL/6 la GST citosólica de parásitos adultos 

suprimió la producción de TNF e IL-1β en macrófagos y aumentó la supervivencia 

de dichos ratones. Sin embargo, en ovejas inmunizadas con esta proteína la carga 

parasitaria disminuyó en un 78% (Aguayo et al., 2019; Cervi, Rossi, y Masih, 1999; 

Sexton et al., 1990). 

GST Efecto  Respuesta inmune Dosis 

SmGST28 
(vacunación) 

Disminución de 
viabilidad, disminución 
de la carga parasitaria 

IgA, IgG3 50 µg 

Sj28GST (epítopes 
linfocitos T, 
vacunación e in vitro) 

Disminución de la 
carga parasitaria 

INF-γ, IL-2 
Proliferación T CD4+ 

100 µg 

EgGST (vacunación) Reducción quistes 
hidatídicos 

IgG2a, INF-γ, IL-2 50 µg 
10 µg 

Tc52 (in vitro 
macrófagos) 

Desconocido IL-1α, IL-10, IL-12 5 µg 

GST-ESA Fasciola 
hepática 
(esplenocitos, 
macrófagos) 

Disminución leve de la 
carga parasitaria 

Disminución NO, 
Antiproliferativa 

esplenocito 

10,20 y 30 µg 

nFhGST Disminución de la 
carga parasitaria  

Humoral 
 

Regulación de NFkB 
Anti-inflamatoria (ratones) 

20 µg 
 

100 µg 



 
 

18 
 

Glutatión transferasas en Taenia solium 

En T. solium se han aislado tres Glutatión transferasas citosólicas, 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 proteína soluble total del cisticerco y se 

obtienen de extractos crudos de cisticercos pasados por cromatografía de afinidad 

a GSH, lo que se ha denominado como la fracción de glutatión Transferasa (SGSTF) 

(Vibanco-Pérez, Jiménez, Merchant, y Landa, 1999). Ambas enzimas son diméricas 

y cada monómero contiene el sitio G y H característico de las GSTs además de 

motivos SNAIL/TRAIL que definen a las GST. Dichas proteínas se localizan en el 

tegumento, parénquima y en el citoplasma de células protonefridiales y 

subtegumentales y forman un gradiente de concentración hacia la superficie del 

tegumento (Fig.5). La SGSTF además de su función desintoxicante ha demostrado 

ser un antígeno vacunal eficaz disminuyendo en un 90% la carga parasitaria a las 4 

semanas post-infección y 85% a las 8 semanas en el modelo murino de 

cisticercosis. De igual manera la administración temprana de la Ts26GST purificada 

disminuyó en un 74% el número de parásitos mientras que la Ts25GST únicamente 

tuvo un 25%. Los anticuerpos IgG2a específicos contra las GSTs fueron los 

predominantes. Además, 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 hígado de 

ratón, conejo y cerdo (Torres-Rivera y Landa, 2008; Vibanco-Pérez, Jiménez, 

Mendoza-Hernández, y Landa, 2002).  
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Fig.5. Localización 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 
fracción SGSTF marcados con isotiocianato de fluorescencia.  
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HIPÓTESIS 

La SGTSF al activar a los macrófagos hacia un fenotipo pro-inflamatoro, inducirá en 

los linfocitos T CD4+ una respuesta Th1 en co-cultivos “in vitro”.   
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OBJETIVO GENERAL 

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

respuesta T cooperadora hacia un fenotipo Th1. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Determinar el efecto de la SGSTF sobre la expresión de marcadores de 

activación en macrófagos peritoneales. 

• Investigar si la exposición a la SGSTF provoca su internalización y 

presentación en los macrófagos peritoneales. 

• Determinar si la SGSTF es capaz de dirigir la activación y polarización de los 

linfocitos T CD4+ pre-activados de manera inespecífica y en los linfocitos T 

CD4+ estimulados con un antígeno específico (OVA).  
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MATERIALES Y MÉTODOS. 

Estrategia experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Material biológico 

Los cisticercos de Taenia solium fueron colectados del músculo 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 patógenos 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 dejó transcurrir 

la infección 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 ratón) en la cavidad peritoneal de ratones BALB/c naïve. Se dejó 

transcurrir la nueva infección durante 8 semanas para la obtención de macrófagos 

peritoneales y bazos de dichos ratones. 
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El protocolo usado fue aprobado por el Comité de Ética Animal de la misma facultad 

y está en concordancia con la NOM-062-ZOO-1999. 

Purificación de la fracción GST (SGSTF) 

Los cisticercos (10 g) de T. solium fueron homogenizados en un Sonics vibracell 

con 50 mL de amortiguador de extracción (PBS, Tritón 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, 4ºC), filtrado y pasado por una columna de GSH-

Sepharose 4B (GE-Healthcare). Las proteínas unidas a la columna fueron eluidas 

con 5 mM de GSH. El eluido con la proteína pura se dializó y concentró usando un 

filtro Amicon Ultra (Millipore). La concentración fue determinada por el método de 

Lowry y la pureza en un PAGE-SDS al 12% teñido con azul de Coomassie (Vibanco-

Pérez et al. 1999). La fracción obtenida mostró 2 bandas de ~25 y ~26 kDa y a ésta 

se le denominó fracción de Glutatión 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 determinó usando el E-toxate kit (Sigma) y en la SGSTF pura fue 

menor a 0.2 EU/µg. La SGSTF fue conservada en alícuotas a -20ºC. 

Obtención de macrófagos peritoneales 

Se administró intraperitonealmente medio tioglicolato al 3% estéril (Sigma-Aldrich) 

y conservado por 3 meses en ratones BALB/c naïve. Tres días después los ratones 

fueron sacrificados y los macrófagos obtenidos por inyección intraperitoneal con 10 

ml de solución salina isotónica estéril (SSI, PISA) fría dando un masaje en el 

abdomen para después recuperar la suspensión celular de la cavidad peritoneal. 

Esta suspensión se centrifugó a 1000 g durante 10 min y posteriormente se volvió 

a suspender en 1 ml de medio RPMI. Se realizó el conteo de células en una cámara 

de Neubauer y se determinó la viabilidad con azul tripano. 

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

de infección con T. crassiceps.  
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Cultivo y estimulación de macrófagos 

Las células peritoneales obtenidas como se describió anteriormente fueron 

sembradas (3x106) en placas para cultivo celular de 24 pozos con fondo plano 

(Costar, Corning Inc.) en medio RPMI-1640 (Sigma) suplementado con antibióticos 

(100 U/ml penicilina y 100 mg/mL estreptomicina (Sigma)) y suero fetal bovino 

(Gibco) y se incubaron durante 2 h a 37º C, 5% de CO2. Pasado este tiempo se 

lavaron 3 veces los pozos con SSI a 37º C con la finalidad de remover las células 

no adherentes. Las células adherentes (75-85% macrófagos identificados por 

citometría de flujo) fueron puestas en medio RPMI suplementado y estimuladas con: 

10 μg/mL de la fracción SGSTF purificada o con 1 μg/mL de LPS de E. coli (Sigma) 

o sin estímulo durante 24h a 37º C y 5% de CO2; así mismo las células adherentes 

obtenidas del peritoneo de ratones infectados durante 8 semas se cultivaron sin 

estímulo en las mismas condiciones. A los macrófagos cultivados en presencia de 

la SGSTF se les denominó M(SGSTF), a los cultivados con LPS se les indica como 

M(LPS) y a los macrófagos alternativamente activados provenientes de ratones 

infectados se les nombró M(Tc-8w). Los macrófagos sin estimular se indican con la 

letra c. 

 Extracción de RNA y RT-PCR 

Se removió el medio de cultivo de las células en pozo y se lavaron con solución 

salina isotónica (SSI) a 37º C, posteriormente se agregaron 500 μL de TRIzol 

(Invitrogen) por pozo y mediante agitación con pipeta se disgregaron las células, se 

pasaron a un tubo Eppendorf y se agregó 100 μL de cloroformo, se agitó y se dejó 

actuar durante 5 min para posteriormente centrifugar a 12000 g por 10 min. En un 

tubo estéril, se colectó el sobrenadante del centrifugado anterior y se adicionaron 

500 μL de isopropanol frío, se agitó suavemente y se dejó reposar durante 15 min 

a -20°C. Se centrifugó de nuevo a 12000 g por 10 min y el precipitado obtenido se 

lavó dos veces con etanol frío al 75% y se centrifugaron a 7500 g por 5 min, se 

descartó el sobrenadante y la pastilla se dejó secar para luego conservarla en 50 

μL de agua tratada con DEPC al 0.1%. Se cuantificó el RNA, se verificó su integridad 
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en un gel de agarosa teñido con Bromuro de Etidio y se preservó a -70°C hasta su 

utilización. 

La técnica de la transcriptasa reversa acoplada a la reacción en cadena de la 

polimerasa (RT-PCR) y 2 oligonucleótidos específicos para cada gen de interés, se 

utilizaron para amplificar una región de cada marcador de activación de macrófagos: 

Gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa (Gapdh) (Renshaw et al., 2002), arginasa-

1 (Arg1), quitinasa lectina (Ym1) (Nair et al. 2003) y óxido nítrico sintasa inducible 

(Nos2) (Yoshida et al. 2000). Como primera parte, para el RT-PCR se sintetizó el 

DNA complementario a partir de 1 µg de RNA total, para cada reacción se 

adicionaron los oligonucleótidos específicos (50 pM) para cada gen y se siguieron 

las instrucciones sugeridas en el estuche de SuperScript One-Step (Invitrogen). La 

mezcla se incubó a 45ºC por 30 min e inmediatamente se empezó la PCR utilizando 

para todos los genes (excepto para Nos2 la Tm usada fue 62oC) el siguiente 

programa: 1 ciclo (94°C por 2 min), 30 ciclos de (94oC por 30 seg, 56°C 1 min, 72°C 

por 30 seg de polimerización) 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 transcripción relativa se cuantificó por 

densitometría de las bandas observadas en los genes utilizando el software ImageJ, 

los valores se expresaron en unidades arbitrarias. 

Co-cultivo de macrófagos 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 dislocación cervical previa sedación y los bazos fueron removidos 

en condiciones de esterilidad. Los linfocitos fueron obtenidos por perfusión de los 

bazos, se colectaron en tubos Falcon de 15 mL y se centrifugaron a 10000 g durante 

10 min. El sobrenadante se descartó y se agregó solución de Boyle estéril para 

eliminar los eritrocitos presentes, posteriormente se centrifugó y este paso se repitió 

dos veces hasta tener una suspensión linfocitaria libre de residuos eritrocitarios. Se 

eliminaron los residuos de la solución de lisis, se colocaron las células en medio 

RPMI completo, se determinó la viabilidad y se realizó el conteo de células con azul 
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tripano en cámara de Neubauer. Las células T CD4+ se aislaron usando el sistema 

de separación magnética MACS acoplado a anticuerpos anti-CD4+ (Miltenyi Biotec) 

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante y por citometría de flujo se 

verificó la purificación. Los macrófagos se obtuvieron del peritoneo de ratones naïve 

por extracción de la cavidad con SSI fría siguiendo el procedimiento descrito en 

“Obtención de macrófagos peritoneales”. Los co-cultivos se realizaron adicionando 

los macrófagos sin estímulo, 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 OVA323-339 (Sigma) en relación 1:4 y 

se incubaron a 37ºC y 5% de CO2 durante 72 h. A las 18 horas previas al término 

del experimento se agregó timidina tritiada (0.5 μCi, 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 

microβ-plate (Trilux). Los valores se representan como cuentas/min (CPM). 

Análisis de moléculas de membrana por citometría de flujo 

Los macrófagos estimulados como se indica en “Obtención de macrófagos 

peritoneales” y en “Cultivo y estimulación de macrófagos” fueron colectados de las 

placas en cultivo agregando PBS con EDTA 5 mM estéril frío 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 4ºC 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 tiñeron, según 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 citómetro FACsCalibur (BD Biosciences) con los programas 

CellQuest y FlowJo.  

Para los experimentos descritos en la sección “Co-cultivo de macrófagos 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, según se indica, con anticuerpos anti-

CD4, anti-CD25 y anti-CD69 (Biolegend). Estas células se analizaron en un 

citómetro AtuneX el FACsCalibur (BD Biosciences) con los programas CellQuest y 

FlowJo.  

Microscopía confocal 

Macrófagos peritoneales extraídos como se indica en “Obtención de macrófagos 

peritoneales” fueron cultivados sobre cubreobjetos estériles cubiertos de poli-L-

lisina (Neuvitro) en medio RPMI a 37ºC y 5% de CO2. A las 2 horas de cultivo, las 

células no adherentes fueron removidas a través de lavados con SSI estéril a 37ºC. 

A Las células que permanecieron en el cubreobjetos se les agregó el estímulo de 

SGSTF (10 μg/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 paraformaldehído 

al 4% en PBS, posteriormente se agregó el anticuerpo IgG de conejo anti SGSTF 

(1:200) y se dejaron incubando a 4ºC toda la noche. Después se agregó el 

anticuerpo secundario anti-IgG de conejo acoplado al fluorocromo FITC (1:100, 

Santa Cruz Biotech) durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido este 

tiempo se lavó con PBS para continuar con la doble tinción agregando anticuerpo 

IgG de rata anti-IA-IE (1:100, Biolegend) 4ºC toda la noche. Al siguiente día se 

agregó el anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo TexasRed (1:100, Santa 

Cruz Biotech) y se incubó 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 imágenes se analizaron con los softwares Zen Zeiss e ImageJ. En 

los ensayos de inhibición de la internalización se trató a los macrófagos con 

citocalasina D (10 µM, Sigma-Aldrich) y se incubaron durante 30 min a 37ºC, según 

lo descrito por Roy et., al., 2014. Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS 

y se incubó con 10 µg la SGSTF durante 30 min. Al cabo de este tiempo se realizó 

la doble inmunofluorescencia como se indica arriba. Macrófagos no tratados con 

citocalasina D y estimulados igualmente con la SGSTF en el mismo tiempo se 

usaron como control. Las imágenes ortogonales se tomaron en proyecciones de 17-
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18 secciones secuenciales, escaneadas de 5 a 7 veces cada una (10.5 µm de 

grosor) y capturadas con un objetivo de inmersión 63x y un zoom de 1.5 en un 

microscopio Leica DMi8 SP8 y procesado con el software correspondiente. 

Determinación de citocinas por ELISA 

En los sobrenadantes de todos los cultivos se determinó por el método de ELISA la 

concentración de las interleucinas IL-12, IL-10 y TNF en el caso de macrófagos y 

en los co-cultivos se determinó IL-12, INF-γ e IL-4 siguiendo las instrucciones del 

fabricante (ELISA Development Kit, Peprotech). En placas para ELISA (nunc 

MaxiSorp, Apogent) se agregó el anticuerpo de captura correspondiente a la 

interleucina a medir en la concentración que nos indica el fabricante y se dejaron 

sensibilizar durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente se lavó la placa, se bloqueó 

con BSA 1% en PBS y se agregó el sobrenadante a probar. Después de desechar 

los sobrenadantes y lavar la placa, se agregó el anticuerpo de detección 

correspondiente a la interleucina que se determinó y se continuó el protocolo 

indicado por el fabricante de los estuches utilizados. Se incubó 2 horas a 37º C y 

luego se reveló por medio de la reacción del anticuerpo biotinilado con avidina, 

agregándose posteriormente ABTS/ H2O2. La concentración se determinó por medio 

de la absorbancia a 405 nm en un lector de placas para ELISA Multiscan Ascent 

(Termolab system). 

Análisis de la secuencia primaria de la SGSTF 

Se realizó un alineamiento de las secuencias primarias de los tres péptidos Th1 de 

la 28GST de S. japonicum P1, P5 y P6 con la Ts25GST y Ts26GST usando el 

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

Análisis estadístico 

Se calcularon los promedios y errores estándar, así como se realizó la prueba One-

way ANOVA con Bonferroni post-tests para el análisis estadístico en el programa 

GraphPad Prism. Se consideró p<0.05 como significativamente diferente, con 

intervalo de confianza del 99%. 

http://www.ebi.ac.uk/clustalw
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B) 

RESULTADOS 

Macrófagos estimulados con la fracción GST de Taenia solium expresan 

marcadores M1 

Para saber si la SGSTF es capaz de activar a las células del sistema inmune innato 

se realizaron cultivos in vitro de macrófagos peritoneales de ratón reclutados con 

tioglicolato en presencia de la GST y se determinaron algunos de los marcadores 

de activación M1 y M2 más usados. Se realizó una curva de dosis-respuesta donde 

se encontró que las dosis de 10 μg/mL y 20 μg/mL indujeron la expresión del gen 

Nos2, y la secreción de TNF (Fig.6 A y C) por lo que se eligió la dosis de 10 μg/mL 

para realizar todos los experimentos siguientes. La misma respuesta se encontró 

utilizando una SGSTF desnaturalizada por calor con la dosis seleccionada (B) 

indicando que la actividad de la enzima no está relacionada con su efecto en los 

macrófagos. 

 

Fig.6. Ensayo de dosis respuesta de macrófagos estimulados in vitro por 24h con 2, 5, 10 y 20 μg/mL de SGSTF 

y con 10 μg/mL de SGSTF desnaturalizada por calor (SGSTFh). A) y B) Expresión de Arg1 y Nos2 detectadas 

por RT-PCR B) Secreción de citocinas TNF e IL-10 medidas por ELISA. Se muestran gráficos 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. 

C) 

A) 
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Cabe mencionar que, aunque los macrófagos fueron extraídos utilizando tioglicolato 

estéril al 3%, en ninguno de los ensayos realizados se encontró expresión 

significativa de ningún marcador.   

Una vez seleccionada la dosis a usar de la SGSTF (10 μg/mL) se realizaron los 

cultivos por 24h de macrófagos en presencia de la proteína (M(SGSTF)) o de 

lipopolisacárido (M(LPS)) además de los macrófagos alternativamente activados 

provenientes de ratones infectados (M(Tc-8w)). Como control de macrófagos sin 

ninguna activación se cultivaron macrófagos únicamente en medio RPMI en las 

mismas condiciones (c). Como se había observado en la curva dosis-respuesta, el 

único marcador que en el RT-PCR mostró un aumento significativo al estímulo con 

la SGSTF fue el gen Nos2 (Fig. 7A y B) contrario a lo observado para los macrófagos 

(M(Tc-8w) que aumentaron la expresión de Arg-1 y Chil3. Por otro lado, los 

macrófagos (M(LPS) también expresaron Nos2 además de Arg-1 y Chil3. Además, 

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 macrófagos M(Tc-8w) mientras que solamente aumentó la IL-12 con respecto 

a los macrófagos M(LPS). La producción de IL-10 se mantuvo por encima del control 

pero sin cambios en los tres grupos. En los ensayos de citometría de flujo (Fig. 7D) 

los macrófagos expuestos a la SGSTF mostraron baja expresión de PD-L1 que no 

fue significativa con respecto al control y no se detectó la presencia de PD-L2 y 

CD206, de manera similar los macrófagos M(LPS) únicamente expresaron PD-L1 y 

no PD-L2 ni CD206. Por el contrario, los macrófagos M(Tc-8w) mostraron una alta 

expresión de PD-L1, PD-L2 y CD206.  
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C) 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.7. Efecto sobre la expresión de marcadores de activación en macrófagos peritoneales estimulados in vitro 

con la SGSTF. A) Determinación de los niveles de transcrito de Gapdh, Arg1, Nos2 y Chil3 por RT-PCR. B) 

Transcripción relativa en unidades arbitrarias. C) Determinación de citocinas (IL-12, TNF e IL-10) en los 

sobrenadantes de los cultivos por ELISA. D) Citometría de flujo para detectar PD-L1, PD-L2 y CD206 en la 

membrana de los macrófagos de todos los grupos. En (c) control de macrófagos cultivados sin estímulo, con 10 

µg/mL de la SGSTF. Macrófagos M(Tc-8w) y M(LPS) fueron usados como control de activación alternativa y 

clásica 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). 

A) 

D) 

B) 
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Expresión de moléculas co-estimuladoras y MHC-II en los macrófagos 

expuestos a la SGSTF 

Además de los marcadores de activación se buscó la presencia de CD80, CD86 y 

MHCII por citometría de flujo en los macrófagos cultivados en presencia de la 

SGSTF durante 24 horas. La expresión de CD80 fue constante en los macrófagos 

M(Tc-8w), en los macrófagos estimulados con la SGSTF y en los macrófagos control 

sin mostrar diferencias significativas. Para esta molécula únicamente los 

macrófagos M(LPS) mostraron una ligera disminución en la expresión con respecto 

a las células en presencia de la SGSTF. Las células positivas para CD86 

aumentaron en todos los grupos con respecto a los macrófagos control incluyendo 

los macrófagos M(SGSTF) mientras que para MHC-II no se encontraron diferencias 

significativas en estos macrófagos al igual que en los M(LPS). Sin embargo, los 

macrófagos M(Tc-8w) mostraron la más alta expresión de este marcador (Fig. 8A y 

B). 
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Fig.8. Citometría de flujo para detectar la expresión de CD80, CD86 y MHCII en la membrana de macrófagos 

peritoneales estimulados con SGSTF. A) Dot-plots de la expresión de dichos marcadores. B) Porcentaje de 

células dobles positivas para F4/80 y CD80, CD86 o MHC-II. En (c) control de macrófagos cultivados sin 

estímulo, macrófagos estimulados con 10 µg/mL de la SGSTF. Macrófagos M(Tc-8w) yM(LPS) fueron usados 

como control de activación alternativa y clásica respectivamente. 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).  
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Internalización de la SGSTF por los macrófagos 

Usando microscopía confocal se observó la internalización en macrófagos de la 

SGSTF en ensayos a los 15, 30 y 60 min in vitro (Fig.9A). A los 15 min se observó 

a la SGSTF, marcada en verde (anti-SGSTF) dispersa en el citoplasma de los 

macrófagos y la señal del MHCII (rojo, anti-IA-IE) no se detectó. A los 30 min, la 

mayoría de la señal de la SGSTF se encontró concentrada en motas en el 

citoplasma, aunque alguna todavía apareció dispersa. En este tiempo la señal de 

MHCII comenzó a aparecer en el citoplasma también, aunque en la imagen 

superpuesta (Merge) de los tres canales se observó una mínima superposición. A 

los 60 min la mayoría de la SGSTF se observó localizada hacia la membrana de los 

macrófagos al igual que la señal de MHCII que a este tiempo se mostró más intensa. 

En la imagen superpuesta ambas señales co-localizaron en la mayoría de los 

macrófagos (amarillo) sin embargo algunas células mostraron sólo la señal de 

SGSTF y otras sólo MHCII. Como control se utilizaron células estimuladas por 60 

min con la SGSTF en las que se realizó la inmunofluorescencia usando IgG 

normales (N-IgG) y no se observó ninguna señal en estas. Imágenes ortogonales 

de macrófagos 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 

observó señal de la SGSTF dentro de los macrófagos y la presencia de MHCII se 

observó muy disminuida. Por el contrario, las células cultivadas sin citocalasina-D 

mostraron el mismo patrón observado en los experimentos anteriores a 30 min de 

incubación. 
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Fig.9. Observación por microscopía confocal de la internalización de la SGSTF de Taenia solium por 

los macrófagos peritoneales. A) Los macrófagos 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 núcleos fueron teñidos con DAPI. Se ilustran las imágenes superpuestas de 

los tres canales adquiridos (Merge) y ampliaciones digitales de las células marcadas con una flecha 

en los campos mostrados (una célula). B) Imágenes ortogonales (plano Z simple) de macrófagos 

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.  

Macrófagos expuestos a la SGSTF favorecen la producción de IFN-γ en las 

células T CD4+ 

Posteriormente se investigó la habilidad de los macrófagos estimulados con la 

SGSTF de modular la respuesta de los linfocitos T cooperadores, las principales 

células involucradas en la resistencia o susceptibilidad en la cisticercosis 

experimental. En la figura 10A se observa la influencia de los macrófagos 

estimulados sobre la proliferación de los linfocitos T CD4+ pre-activados con anti-

CD3. En el grupo de células expuestas a la SGSTF dicha proliferación aumentó de 

manera significativa con respecto al control de células T CD4+ co-cultivadas con 

macrófagos sin estimular e incluso con respecto a los co-cultivos con macrófagos 

M(LPS). Por el contrario, los co-cultivos con macrófagos M(Tc-8w) inhibieron la 

proliferación a niveles basales. Los co-cultivos basales fueron los co-cultivos 

realizados con macrófagos sin estimular y con linfocitos T CD4+ sin pre-activar con 

el anti-CD3. Además de la proliferación se buscó la presencia de marcadores de 

B) 
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activación en la membrana de los linfocitos T en co-cultivo así como la secreción de 

citocinas de tipo Th1 y Th2 (Fig.10 B y C), de acuerdo con lo observado en la 

proliferación, los co-cultivos con macrófagos M(SGSTF) también aumentaron los 

linfocitos dobles positivos para CD25 y CD69 y estos tuvieron una mayor producción 

de IFN-γ y baja de IL-4 con respecto a los demás grupos. Los co-cultivos con 

macrófagos M(Tc-8w) también mostraron células CD25+CD69+ sin embargo la 

producción de IFN-γ fue menor con respecto a los co-cultivos con M(SGSTF) y 

M(LPS) mientras que la secreción 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 macrófagos 

estimulados con SGSTF por 72 h: A) Proliferación B) Expresión de CD69 y CD25, y C) Expresión de las citocinas 

secretadas (IFN-γ, IL-4 and IL-12). En co-cultivos no estimulados (c), en co-cultivos estimulados con la GSTSF 

(SGSTF, 10 μg/mL); co-cultivos realizados con macrófagos alternativamente activados y con macrófagos 

clásicamente 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 

C) 

A) 

B) 

D) 
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En estudios previos se ha demostrado que los antígenos de Taenia son capaces de 

inhibir la respuesta de los linfocitos T hacia los estímulos policlonales y hacia otros 

antígenos como en el caso de la respuesta frente a la OVA. (Spolski, Alexander-

Miller, y Kuhn, 2002; L. I. Terrazas, Montero, Terrazas, Reyes, y Rodríguez-Sosa, 

2005). En modelos in vitro, antígenos como los extractos solubles de T. crassiceps 

inhiben la activación de las células T CD4+ transgénicas en el TCR para la OVA, 

aún cuando la OVA está presente, a través de la promoción de macrófagos 

alternativamente activados. Con el fin de confirmar si la SGSTF es capaz de mostrar 

un efecto contrario a estos antígenos de manera que los macrófagos promuevan y 

mantengan una respuesta Th1 cuando un antígeno no relacionado como la OVA 

está 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 macrófagos y el péptido OVA323-339 además del estímulo 

correspondiente. Los co-cultivos realizados con macrófagos M(SGSTF) más el 

péptido OVA323-339 mostraron una mayor proliferación que los estimulados 

únicamente con dicho péptido (c) y que los co-cultivos con M(LPS); por el contrario, 

los co-cultivos realizados con macrófagos M(Tc-8w) inhibieron la proliferación 

inducida por el péptido OVA323-339 (Fig.11 A). La expresión de CD25 y CD69 se 

mantuvo sin diferencias significativas entre los co-cultivos probados exceptuando al 

que se realizó con los macrófagos M(Tc-8w) que mostró una muy baja presencia de 

linfocitos CD25+CD69+ inhibiendo también el efecto de la estimulación con OVA323-

339 sobre estos marcadores (Fig.11 B y C). Interesantemente, los co-cultivos 

estimulados sólo con la SGSTF sin OVA323-339 que se usaron como control 

(M(SGSTF)), mostraron un incremento significativo en la expresión de estas 

moléculas con respecto al control de expresión basal. El co-cultivo basal fue el que 

se realizó sin agregar OVA323-339 ni ningún otro estímulo. Por otro lado, en los 

sobrenadantes obtenidos se midieron las cantidades de IFN-γ e IL-4. Los co-cultivos 

en presencia de OVA323-339 y los co-cultivos con macrófagos M(SGSTF) más 

OVA323-339 mostraron alta producción de IFN-γ por encima de los co-cultivos con 

macrófagos M(LPS)+OVA mientras que los cultivados con macrófagos M(Tc-

8w)+OVA tuvieron la más baja secreción de esta interleucina. 
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Así mismo, se detectó presencia de CD25 y CD69 en los co-culitvos con SGSTF sin 

OVA323-339, también hubo secreción de IFN-γ por encima del basal y del co-cultivo 

con macrófagos M(Tc-8w). Respecto a la IL-4, todos los co-cultivos secretaron 

concentraciones por debajo de los 300 pg/mL y sólo se encontró un pequeño 

aumento en los co-cultivos con macrófagos M(Tc-8w). 
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Fig.11. Respuesta de células T CD4+ transgénicas DO11.10 co-culitvadas con macrófagos 

estimulados con la SGSTF M(SGSTF) a los que se agregó el péptido OVA323-339 (M(SGSTF)+OVA) 

por 72 h. En A) Proliferación de las células. B) y C) Expresión de CD25 y CD69 en las células T 

CD4+ en cultivo y en D) Secreción 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 

Epítopes de la SGSTF promotores de la respuesta Th1 

Además de observar el efecto de la SGSTF, se buscaron epítopes en las TsGSTs 

que estuvieran relacionados con dicho efecto. En la 28GST de S. japonicum se han 

A) 

B) 

C) 

D) 
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relacionado los péptidos P1, P5 y P6 en la promoción de la respuesta Th1, por lo 

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

GSTs incluidas en la SGSTF para buscar si existía una homología. El análisis del 

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

una homología del 64.31, 71.42 y 77.77% con la Ts25GST y la Ts26GST.  

 

 

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 homología se muestra en letras blancas con fondo negro, marcados dentro de un 

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

helmintos (Torres-Rivera y Landa, 2008). 
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DISCUSIÓN 

Se sabe que los parásitos liberan moléculas que modulan la respuesta inmune 

generada contra ellos permitiéndoles evadir el ataque del hospedero. Algunas de 

ellas funcionan como homólogos de citocinas, moléculas inhibidoras de proteasas, 

o factores de crecimiento y su producción favorece el establecimiento, reproducción 

y permanencia de los parásitos durante largos periodos de tiempo. En el modelo de 

cisticercosis experimental los macrófagos y las células T cooperadoras son 

importantes para establecer la resistencia o susceptibilidad en esta infección debido 

a que modulan el balance de las respuestas Th1/Th2 (Rodriguez-Sosa et al., 2002; 

Villa y Kuhn, 1996). La activación de macrófagos durante la infección es crucial para 

el aumento o disminución de la carga parasitaria. Se ha demostrado que la remoción 

de los macrófagos alternativamente activados en etapas tempranas de la infección 

favorece el ambiente Th1 y disminuye el número de parásitos; así mismo, en los 

ratones C57BL/6 los cuales son resistentes a esta infección, la activación clásica de 

macrófagos se mantiene en el tiempo restringiendo el crecimiento de los cisticercos 

(Reyes et al., 2010, 2009). Se ha encontrado que los extractos de 

excreción/secreción y los extractos solubles T. crassiceps pueden dirigir la 

respuesta Th2 ayudando a la proliferación de los cisticercos(Gómez-García et al., 

2006; Terrazas et al., 2010) mientras que muy pocas moléculas se han detectado 

como promotoras de una respuesta Th1 resistente. 

Previamente se demostró que la inmunización con 5-10 µg de la SGSTF disminuye 

de manera eficaz el número de cisticercos en los ratones; sin embargo, los 

mecanismos inmunológicos asociados a esta protección no se han investigado. 

Para probar si la SGSTF es capaz de modificar la respuesta inmunológica de 

manera favorecedora para el hospedero, primero se realizaron ensayos de 

estimulación in vitro de macrófagos peritoneales. De los marcadores de activación 

clásica y alternativa más comunes solamente se encontraron Nos2, TNF e IL-12, 

mientras que no hubo presencia de marcadores de activación alternativa, lo que 

sugirió la inducción de un fenotipo proinflamatorio en los macrófagos, no obstante, 

estos macrófagos también secretaron IL-10, citocina que promueve la homeostasis, 
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suprime la inflamación y limita el daño (Xu W. et al., 2006; Xu X.et al., 2016) lo que 

podría indicar un fenotipo intermedio. Sin embargo, la proporción IL-12/IL-10 se ha 

usado anteriormente para clasificar de una mejor manera la activación de los 

macrófagos de forma que la predominancia de la IL-12 sobre la IL-10 se considera 

una activación clásica (Ma et al., 2016; Mantovani et al., 2004). Los resultados 

mostraron que los macrófagos M(SGSTF) tuvieron una mayor secreción de IL-12 

sobre IL-10 lo que parece estar favoreciendo el fenotipo clásicamente activado y 

que la IL-10 producida no es suficiente para inhibir la respuesta Th1. 

Recientemente se demostró que los macrófagos M(Tc-8w) de etapas tardías de la 

infección (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 infección. Así mismo anteriormente se demostró que 

los macrófagos extraídos del peritoneo de ratones en las primeras semanas de 

infección, semanas determinantes para la resolución de la infección, expresan TNF 

e IL-12 y no muestran ningún marcador de activación alternativa (Rodriguez-Sosa 

et al., 2002) de la misma manera que los macrófagos M(SGSTF) obtenidos en este 

trabajo.  

Además, los macrófagos M(SGSTF) incrementaron la expresión de CD86 mientras 

que mantuvieron niveles constantes de CD80, moléculas de co-estimulación 

esenciales para la activación tanto de la APC como de los linfocitos T, células en 

las que a través de CD28 promueven la supervivencia y la secreción de citocinas 

que están relacionadas a la diferenciación Th1/Th2 (Chen y Flies, 2013; Okano et 

al., 2001). Se ha encontrado una mayor relación entre CD86 y el inicio de la 

respuesta T proliferativa en presencia de anti-CD3 o aloantígenos así como se le 

ha relacionado con la regulación de la secreción de IL-10 y la estimulación de la 

producción 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 relación 

entre la presencia o ausencia de CD80 o CD86 o de ambas moléculas en la 

diferenciación hacia algún perfil Th parece depender de la patología y el modelo 

estudiados. Por ejemplo, CD80 y CD86 se han considerado igualmente importantes 

para la proliferación de los linfocitos T pre-activados in vitro con dosis bajas de PHA 
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o 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 atópica bronquial en las cuales CD86 

tiene un papel preponderante en la producción de IL-4 e IFN-γ (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 inflamación 

(Nolan et al, 2009;). En ratones susceptibles a T. crassiceps se ha observado una 

disminución importante de CD80 y CD86 en los macrófagos alternativos obtenidos 

de 8 semanas de infección que podría estar relacionado con el aumento de la IL-4 

y la anergia observada en las células T a esos mismos tiempos de infección, por lo 

que el aumento de CD86 en los macrófagos activados con la SGSTF podría ser 

importante para la activación tanto de los macrófagos como de la célula T CD4+ y 

la promoción de una respuesta Th1 protectora. Cabe mencionar que, aunque los 

macrófagos utilizados para este ensayo fueron obtenidos utilizando medio 

tioglicolato estéril al 3%, los macrófagos sin estimular usados como control en todos 

los ensayos y obtenidos de la misma forma no mostraron expresión basal de 

marcadores como Nos2, Arg-1 ni ninguno de los marcadores de membrana 

medidos. Sin embargo, en los ensayos de ELISA sí se detectaron cantidades bajas 

de citocinas como TNF e IL-12 y sí hubo expresión 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 macrófagos 

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 estimulación con SGSTF en macrófagos peritoneales naïve deben 

realizarse para confirmar si la forma de obtención tuvo un efecto significativo en la 

respuesta observada. 

Usando microscopía confocal se evidenció la interacción de la SGSTF con los 

macrófagos también en experimentos in vitro donde a través del tiempo (15, 30 y 60 

min) se buscó a la SGSTF. A los 15 minutos la proteína se observó en el citoplasma 

de los macrófagos e interesantemente, a los 30 min de estimulación comenzó a 
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detectarse el MHCII y a los 60 min se encontró co-localización de la SGSTF con 

dicha molécula. Por el contrario, cuando se impidió el reordenamiento de la actina 

usando citocalasina D no se detectó SGSTF en los macrófagos ni se observó la 

presencia de MHCII. Lo anterior sugiere primero, que la estimulación con la proteína 

induce un aumento en su expresión en etapas tempranas (dado que a 24 h se buscó 

por citometría esta molécula y no se encontró aumentada de manera significativa) 

y segundo, que la SGSTF pudiera internalizarse por macropinocitosis (ya que no se 

conoce algún receptor para la SGSTF) y al ser células presentadoras de antígenos 

pudieran presentarla en el contexto del MHCII, sin embargo es necesario realizar 

más estudios para conocer el mecanismo exacto de la entrada de la SGSTF.  

Los resultados anteriores indican que la SGSTF activa a los macrófagos induciendo 

la expresión de marcadores de activación clásica como Nos2, IL-12 y TNF así como 

moléculas involucradas en la presentación de antígenos y la estimulación de la 

respuesta T cooperadora. 

Una vez demostrado lo anterior, se probó en experimentos in vitro si la activación 

de los macrófagos podría tener un efecto sobre la proliferación y diferenciación de 

las células T CD4+ hacia el fenotipo Th1. Los co-cultivos realizados con macrófagos 

M(SGSTF) promovieron la proliferación y la expresión de CD25 y CD69 así como 

la secreción de IFN-γ en los linfocitos T CD4+ pre-activados con anti-CD3 mientras 

que en los co-cultivos en presencia de OVA323-339 y macrófagos M(SGSTF) 

aumentó la proliferación y se mantuvieron las células CD25+CD69+ y la producción 

de IFN-γ, contrario a lo observado en los co-cultivos con macrófagos M(Tc-8w) que 

inhibieron la proliferación y la expresión de CD25 y CD69 incluso en presencia de 

la OVA323-339. CD25 y CD69 se expresan en la membrana de las células activas y 

son cruciales en la amplificación de la señal de IL-2, en la generación de una óptima 

respuesta T, en la secreción de TNF y en la generación de respuestas Th1 y Th17 

(de la Fuente et al., 2014; Létourneau, Krieg, Pantaleo, y Boyman, 2009; Marzio, 

Mauël, y Betz-Corradin, 1999). La presencia de IFN-γ durante la cisticercosis 

murina impide el establecimiento del parásito y se ha observado que la 

administración de IFN-γ recombinante tiene un efecto protector en los ratones. Si 
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por el contrario ocurre una anergia de las células Th1 y predominan las Th2, la 

carga parasitaria aumenta (Terrazas et al., 1999) por lo que la promoción de la 

proliferación y la secreción de IFN-γ en las células T CD4+ inducida por los 

macrófagos M(SGSTF) podrían ser uno de los mecanismos protectores de esta 

proteína. Resultaría interesante realizar más estudios donde a través de citometría 

de flujo se detectara intracelularmente el origen de citocinas como el IFN-γ , IL-2, 

IL-12, IL-4 e IL-10 para poder conocer cuáles células en el co-cultivo son las células 

blanco y cuáles las productoras, además de que se sabe que las poblaciones de 

linfocitos T CD4+ naïve son heterogéneas de forma intrínseca e interaccionan de 

manera dinámica con las APC´s (Hurez et al., 2003; Itoh y Germain, 1997) lo que 

pudo provocar que no se observara una marcada producción 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 epítopes Th1 de la GST28 de S. 

japonicum mostró que las Ts25GST y Ts26GST poseen epítopes Th1 homólogos 

principalmente en el péptido P6 que en experimentos in vitro provocaron una fuerte 

respuesta Th1 contra S. japonicum y que se ha propuesto como candidato para la 

realización 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 mamíferos (Torres-Rivera y Landa, 2008). Este 

hallazgo junto con lo observado en la microscopía confocal y la producción de 

anticuerpos IgG2a previamente descrita además de no haberse encontrado 

diferencia en la expresión de Nos2 y citocinas al haberse estimulado a los 

macrófagos con la SGSTF desnaturalizada por calor, sugieren que el efecto de la 

SGSTF está más relacionado con el procesamiento y presentación de los epítopes 

de la proteína que con otros posibles efectos derivados de su actividad como 

enzima como en la regulación del balance de glutatión importante para células 

como los macrófagos o de su participación en otras funciones celulares como en la 

unión a proteínas como ASK1 o JNK (Fraternale et al., 2010; Pajaud, Kumar, 

Rauch, Morel, y Aninat, 2012), sin embargo más estudios deben realizarse para 

comprobar el mecanismo de acción.  
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Así mismo los resultados indican que la SGSTF en conjunto con otros péptidos 

podría usarse para desarrollar una vacuna anti-helmíntica 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 

además de promover la producción de anticuerpos modulara la respuesta 

manteniendo el perfil Th1 para evitar el establecimiento y desarrollo del parásito en 

cualquier estadio. Se sabe que cuando el cisticerco se encuentra viable, 

metabólicamente activo e íntegro los antígenos que secreta son favorecedores para 

él por lo que la SGSTF, que se encuentra en la pared vesicular del cisticerco, podría 

ser uno de los antígenos promotores de la respuesta inflamatoria que se da cuando 

el cisticerco es dañado por fármacos o por la respuesta inmune del hospedero 

contribuyendo de manera importante a la destrucción del parásito. 

 Además, moléculas moduladoras de parásitos se han utilizado para tratar 

patologías relacionadas con el desbalance de la respuesta Th1/Th2 principalmente 

en autoinmunidad administrándose para promover la respuesta Th2 y disminuir el 

daño provocado. En el caso de la SGSTF se podría utilizar para promover la 

diferenciación de macrófagos al fenotipo clásicamente activado y respuesta Th1 en 

enfermedades como el cáncer donde los macrófagos M2-reparadores 

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

No se sabe con exactitud qué moléculas y cuáles mecanismos modulan el balance 

Th1/Th2 en la cisticercosis murina ni en la neurocisticercosis donde incluso otro tipo 

celular está involucrado, las células Treg; sin embargo, el descubrimiento de 

nuevos factores y sus efectos sobre los macrófagos son importantes para entender 

los mecanismos moduladores de la respuesta Th1/Th2, por lo que este trabajo 

aporta nuevo conocimiento sobre una de las proteínas más importantes para la 

supervivencia no sólo de T. solium si no de una gran variedad de parásitos, sobre 

la inmunología de esta proteína y sobre las interacciones hospedero-parásito que 

pueden determinar el curso de un infección 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 macrófagos y linfocitos T in vitro hacia un 

fenotipo protector para el hospedero. Los macrófagos internalizan a la SGSTF y aumentan la 

expresión de Nos2 y CD86 además de secretar TNF, IL-12 e IL-10. La SGSTF podría ser procesada 

y presentada por estas células en el contexto del MHC-II y junto con las citocinas producidas, inducir 

la proliferación y activación de los linfocitos T CD4+ secretores de IFN-γ. Estos linfocitos favorecerían 

el establecimiento de una respuesta Th1 provocando la producción de IgG2a lo que impediría la 

multiplicación de los parásitos protegiendo al hospedero. En el modelo de vacunación la producción 

de la respuesta Th1 por la SGSTF podría ser un mecanismo de la protección descrita en estudios 

previos y en condiciones de la infección, la acción de fármacos o de la propia respuesta del 

hospedero al dañar al cisticerco podría estar exponiendo a la SGSTF y así contribuir a generar la 

respuesta proinflamatoria observada en pacientes. 
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CONCLUSIONES 

▪ La SGSTF activa a los macrófagos produciendo la expresión de Nos2, TNF, 

IL-12, IL-10 y CD86 sin promover la expresión de marcadores de activación 

alternativa lo que indica un fenotipo predominantemente inflamatorio propio 

de la estimulación con la SGSTF. 

▪ La SGSTF induce la expresión de moléculas importantes en la sinapsis 

inmunológica y en la activación del linfocito T CD4+, como el CD86 y el 

MHCII.  

▪ La SGSTF es internalizada por los macrófagos 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 macrófagos estimulados con la SGSTF promovieron la proliferación, la 

expresión de CD25, CD69 y la secreción de IFN-γ de los linfocitos T CD4+. 

▪ Los macrófagos estimulados con la SGSTF promovieron la proliferación y 

mantuvieron la respuesta Th1 en presencia del péptido OVA. 

▪ Los péptidos homólogos de P1, P5 y P6 en la SGSTF son importantes para 

el efecto de la proteína. 

▪ La SGSTF podría ser usada junto con otros antígenos para realizar una 

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

 

• Confirmar el procesamiento y el mecanismo de activación de la SGSTF en 

los macrófagos  

• 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 infección por 

T. crassiceps o en cerdos infectados con T. solium. 

• Caracterizar la respuesta inmune en ensayos de vacunación con SGSTF. 

• Probar el efecto modulador de los M(SGSTF) en alguna patología o modelo 

de respuesta inmune Th2. 
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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) 

and interferon-γ (IFN-γ), and proliferation of T CD4+ cells. As the infection progresses, the macrophages 

exhibit an 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 (Arg1), likewise programmed 
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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. To test 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-γ (IFN-γ) 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-γ 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 Th1 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 Th1-type response. 

ANEXO 
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