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2. RESUMEN 

Las infecciones por helmintos inducen respuestas altamente polarizadas que se 
caracterizan por el dominio de citocinas tipo Th2 que resultan protectoras en muchos de 
los casos. Sin embargo, en algunas infecciones helmínticas persistentes como la causada 
por T. crassiceps se ha demostrado el desarrollo de una respuesta Th l inicial capaz de 
controlar el crecimiento del cisticerco que conforme se torna crónica se pierde y es 
sustituida por otra mediada por citocinas Th2. Esta última no solo no elimina al cisticerco 
sino que el hospedero se muestra más susceptible dando como resultado un aumento en la 
velocidad de reproducción del patógeno. Aun cuando la diferencia de la carga parasitaria 
observada en las distintas etapas de la cisticercosis por T. crassiceps pudiera explicarse por 
el ciclo biológico normal del parásito, muchos estudios han demostrado la influencia del 
sistema inmune en el desarrollo del cisticerco. En general, dichos trabajos habían buscado 
definir el papel de los anticuerpos y linfocitos T, sin embargo, las investigaciones 
relacionadas, recientemente han puesto especial atención en las células presentadoras de 
antígeno (CPAs}, en particular en los macrófagos por su capacidad de sintetizar gran parte 
de las cítocinas que definen el tipo de respuesta en las distintas etapas de la infección. La 
producción diferencial de estas citocinas por Jos macrófagos que se ha observado durante 
el curso normal de la cisticercosis crónica se atribuye principalmente a cambios en el 
estado de activación y/o a una activación diferencial como consecuencia de la influencia de 
citocinas presentes en el medio. Mediante Ja transferencia de macrófilgos obtenidos de 
distintas etapas de infección a ratones sanos e infectados con el mismo parásito y 
sacrificados a las ocho semanas de infección se demostró un efecto distinto en el número 
de parásitos presentes en la cavidad peritoneal de los diversos giupos de animales 
receptores, lo que indica claramente la influencia de los macrófagos transferidos en el 
desarrollo del cisticerco de T. crassiceps. Los animales que fueron transferidos con 
macrófagos provenientes de ratones con 6 y 8 semanas de infección resultaron ser los 
mayormente protegidos en comparación con los animales que fueron transferidos con 
macrófagos provenientes de otros momentos de la infección (0,2,4 y 12 semanas). El 
número parasitario mínimo observado en estos grupos se correlacionó con la producción 
más elevada de IFN-y y óxido nítrico en comparación con el grupo control de ocho 
semanas de infección y de los demás grupos transferidos. Ello indica una activación 
clásica de los macrófagos en estos grupos de animales para adquirir funciones citotóxicas 
responsables de la restricción y/o eliminación del cisticerco. Los grupos receptores que 
presentaron mayor carga parasitaria se relacionan más con una disminución significativa 
del IFN-y y por consiguiente de óxido nítrico que con el dominio de citocinas na. como 
Il..-4, IL-6 e Il-1 O. Estos resultados sugieren que la diferencia en Ja velocidad de 
crecimiento del cisticerco se debió a la presencia de macrófagos con distintas capacidades, 
entre las que podrían destacar la producción diferencial de cítocinas secretadas por dichos 
macrófagos y probablemente por el efecto de las citocinas presentes en el microambicntc 
sobre estos fagocitos. 
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3. JNTRODUCCIÓN 

3.1 RESPUESTA INMUNE MEDIADA POR CELULAS 

Gran parte de los microorganismos y moléculas ajenas que se introducen al cuerpo son 

rápidamente ingeridos y destruidos por las células fagocíticas quienes proveen una primera 

línea de defensa innata. Sin embargo, muchos patógenos han implementado estrategias 

para evadir su eliminación, por lo que en el transcurso de la evolución se han venido 

desarrollando mecanismos inmunológicos más eficientes como los que se presentan 

durante la respuesta inmune adaptativa. Esta última se ha dividido en humoral y celular 

dependiendo de los componentes del sistema inmune que intervengan en dicha respuesta. 

En la respuesta humoral el reconocimiento específico del antígeno está mediado por la 

unión de dicho antígeno a moléculas de anticuerpo secretadas, mientras que la inmunidad 

mediada por células se inicia con el reconocimiento específico del antígeno por las células 

T (Abbas et al., 1997). Los patógenos son accesibles a los anticuerpos sólo cuando están 

presentes en sangre y en espacios extracelulares, pero algunas bacterias, parásitos y todos 

los virus infectan y se replican dentro de las células donde no pueden ser detectados por 

estos. Por lo tanto, la eliminación de estos organismos la realizan los linfocitos T junto 

con los fagocitos, ambos responsables de la inmunidad celular. Esta diversidad de 

mecanismos inmunológicos es imponante puesto que permite al sistema inmune responder 

de manera específica a un amplio rango de antígenos y microorganismos presentes en el 

ambiente. 

Todas las respuestas inmunológicas inician con el reconocimiento de antígenos ajenos, lo 
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que conduce a la activación de los linfocitos que los identifican de manera específica y 

culminan en el desarrollo de mecanismos efectores destinados a su eliminación. Este 

reconocimiento consiste en la unión de los antígenos a receptores específicos presentes en 

los linfocitos maduros. Los linfocitos T expresan receptores alfa-beta/CD3 (TCR) que sólo 

reconocen secuencias peptídicas cortas expuestas en las superficies de otras células, por lo 

que son necesarias células accesorias como macrófagos, células dendríticas o linfocitos B 

consideradas todas ellas como las células presentadoras de antígeno (CPAs) profesionales 

capaces de capturar antígenos y digerirlos enzimáticamente. Los residuos peptídicos que 

resultan de esta digestión contienen los determinantes antigénicos o epítopes del antígeno, 

los cuales se unen a moléculas propias del complejo principal de histocompatibilidad 

(MHC) formando un complejo que se expone sobre su membrana para que posteriormente 

puedan ser reconocidos por las células T e iniciarse una respuesta inmune. Las moléculas 

del MHC clase I se unen a péptidos de proteínas de generación endógena como las 

proteínas virales y son reconocidas por los linfocitos T CDS+ Oinfocitos citotóxicos). Los 

antígenos exógenos como el material captado por una célula mediante endocitosis se 

procesan dentro de la célula y los péptidos resultantes son presentados por moléculas del 

MHC clase II reconocidos por los linfocitos T CD4+ Oinfocitos cooperadores) (Weir y 

Stewart., 1993). El reconocimiento del antígeno por las células T es el estímulo inicial 

para su activación, la cual no es completa si en dicha interacción no participan por un lado 

las moléculas CD4 y/o CDS que se encuentran presentes en la superficie de los linfocitos T 

y que reconocen a los antígenos del MHC clase II o de clase I respectivamente, y por el 

otro moléculas coestimuladoras como las B7 (COSO y CD86) también presentes en las 

CP As. Para que se genere una respuesta inmunológica, el antígeno no sólo debe ser 
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reconocido por linfocitos específicos, sino que dicho reconocimiento debe traducirse en 

señales bioquímicas intracelulares que conduzcan a la secreción de citocínas, a la 

prolif"eracíón y a la ejecución de funciones efectoras reguladoras o citolíticas por los 

linfocitos T (Paul, 1998). Existe además otra clase de moléculas accesorias presentes en 

la superficie de las células T que fortalecen las interacciones con las CP As (i.e. receptores 

LFA-1, CD2) e intervienen también en eventos de señalización necesarias para una 

eficiente activación linfocitaria. Muchas funciones efectoras también requieren de la 

participación de otras células no linfoides (i.e. neutrófilos) o de otras moléculas como las 

del sistema del complemento. Por lo general además de la señalización generada por el 

contacto de células mediante sus ligandos y receptores, se requiere de otra clase de señales 

para que una respuesta inmune se inicie, desarrolle y resulte eficiente logrando que las 

células involucradas del sistema funcionen de forma sincronizada. Esto último se logra 

cuando entre ellas se lleva a cabo alguna forma de comunicación mediante el envío y 

recepción de señales solubles como las citocinas (Abbas et al, 1997). 

A pesar de lo mucho que se conoce acerca del reconocimiento, procesamiento y 

presentación de antígenos así como de la proliferación celular, hasta ahora no han sido del 

todo aclarados los mecanismos reguladores que pueden encender, amplificar o apagar la 

respuesta inmune. La regulación de las respuestas inmunes específicas es un fenómeno 

complejo en el que el propio antígeno, las células accesorias y los linfocitos contribuyen de 

diversas maneras influyendo principalmente en la magnitud y naturaleza de dichas 

respuestas. 
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3.2 PAPEL DE LOS MACROFAGOS EN LA RESPUESTA INMUNE 

Los macrófagos participan de una manera muy activa en la inmunidad innata como células 

fagocíticas por excelencia eliminando células muertas, anormales o infectadas. Estas 

actividades contribuyen en la defensa contra microorganismos invasores, panículas ajenas 

y otros inrnunógenos que en muchos de los casos son fagocitados y destruidos de manera 

intracelular por la liberación de sustancias líticas directamente de Jos lisosomas mientras 

que en otros, el macrófago secreta productos tóxicos al medio para eliminarlos (Adams y 

Hamilton, 1988). 

La participación de Jos macrófagos en la inmunidad innata en la eliminación de patógenos 

se complementa con las respuestas adaptativas tanto humorales como celulares y en los 

procesos inflamatorios mediante tres funciones principales: 1) actuando en el 

reconocimiento y presentación de antígenos (CPAs), 2) interviniendo en la activación y 

regulación de linfocitos T y B mediante la producción de citocinas y metabolitos del ácido 

araquidónico Oeucotrienos, tromboxanos y prostaglandinas) y, 3) actuando como células 

efectoras y reguladoras de respuestas inmunológicas, liberando citocinas al medio con 

funciones autócrinas, parácrinas y endocrinas, y especies reactivas del oxígeno 

(superóxidos, peróxidos, radicales hidroxilo) y del nitrógeno (óxido nítrico) (Klebanoff, 

1998). 

Los macrófagos son células multipotenciales que se pueden activar por distintos estímulos 

y de ello dependerán las funciones que estos realicen. La activación de los fasocitos 

resulta en alteraciones cuantitativas en la síntesis de proteínas que le confieren la 
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capacidad de realizar distintas funciones, donde los agentes responsables de las 

modificaciones en la expresión génica son las citocinas solubles, productos ·de 

microorganismos como el lipopolisacárido (LPS) y moléculas de la matriz extracelular. 

Sin embargo, Jos requerimientos tanto bioquímicos como moleculares que activan muchas 

de las funciones de los macrófagos no están del todo aclarados a la fecha (Adams y 

Marino, 1984). 

Inflamación y fiebre 

IL-1, IL-6, IL-10 
IFN-f}, leucotrienos 
prostaglandinas, factores 
del complemento, etc. 

Activación linfocitaria 

Procesamiento del Ag 
Presentación del Ag 
IL-1- proliferación 

Reorganización tisular 

Factor angiogénico 
factor fibrogénico, 
elastasa, colagenasa 
hialuronidasa 

71 
Dafto tisular 

H2Ü%, hidrolasas 
ácidas, C3a 

Actividad Antimicrobiana 

Dependicnle del O, 

HA.O, 
.OH 

lndepcndiCllle del o, 
~ --.. 
Protcia.as auUlicu 
Lactofario 

Actividad tumoricida 

Citotoxicidad directa 
H2Ü%, C3a, 
Proteasa citolitica 
TNF. 

Esquem• l. Divel"Slls f"unciones que realmn los m•cróf•gos donante respuestas 
innat•s y ad•pt.tivu (Moreno, 1996}. 
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La habilidad de los fagocitos para presentar al antígeno eficientememe a los linfocitos T es 

una capacidad que depende de la eficiencia en la endocitosis y degradación de proteinas, 

del transpone de péptidos a la superficie y de su asociación con moléculas del MHC para 

poder expresarlos en la membrana plasmática, además de la expresión de moléculas 

coestimuladoras como B7 (CD80 y CD86) cuyo ligando llamado CD28 se encuentra en la 

superficie de los linfocitos T. La expresión de algunas de estas moléculas es inducida por 

algunas citocinas como el IFN-y y por el LPS ya que los macrófagos en reposo carecen de 

ellas o están presentes en cantidades mínimas pero que son cruciales durante las 

respuestas inmunes adaptativas (Janeway et al., 1999). 

Una vez activados los macrófagos son capaces de matar microorganismos. En la mayorfa 

de los casos esta capacidad microbicida suele ser eficiente solamente con el estímulo del 

IFN-y, sobre todo tratándose de bacterias. Los macrófagos de ratón tienen un segundo 

mecanismo microbicida importante pues e¡q>resan una sintetasa del óxido nítrico (NOS) 

que aumenta con el IFN-y así como con el LPS, TNF o IL-1 que contribuyen a Ja 

eliminación de un espectro mayor de patógenos pues es capaz de inhibir, por ejemplo, la 

replicación viral. Además de destruir inespecíficamente los microorganismos que 

fagocitan o aquellos que los han infectado y de actuar como CP As, los macrófagos tienen 

otras funciones importantes pues son fuente importante de citocinas y otras moléculas de 

secreción que participan en la respuesta inmune. Como consecuencia de la interacción de 

los ligandos con Jos receptores específicos presentes en su membrana, los fagocitos 

generan señales intracitoplasmáticas mediante segundos mensajeros que aumentan Ja 

síntesis de diversas proteínas y/o se inicia la producción de otras que son fundamentales en 

Ja activación, regulación, amplificación y polarización de la respuesta inmune. Pueden 
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entonces producir algunas sustancias inmunosupresoras como la IL-1 O, TGF-13 y PG~ que 

actúan como moduladores de Ja actividad de algunas células que participan durante una 

respuesta inmunológica. Por ejemplo, el TGF-13 suprime la producción de óxido nítrico y 

antagoniza Jos efectos de Ja Il..-I y TNF-a que producen Jos mismos macrófagos. Las 

prostaglandinas son un conjunto de ácidos grasos que actúan como moduladores de Ja 

respuesta. La PG~ por ejemplo, inhibe la estimulación del macrófago cuando es inducida 

por IFN-y y puede regular negativamente la respuesta proliferativa de Jos linfocitos B e 

inhibir la expresión de moléculas del MHC clase Il. La P~ también es responsable de 

estimular a los linfocitos Thl y promover la síntesis de GM-CSF y de otras citocinas y 

suprimir la respuesta proliferativa de los linfocitos T citotóxicos. Los macrófagos pueden 

además producir citocinas como la IL-12, IL-10 e IL-6 que intervienen en Ja diferenciación 

de linfocitos T CD4+ vírgenes hacia cualquiera de los fenotipos de células T cooperadoras 

(Thl o Th2) participando de esta manera en la polarización de respuestas inmunológicas y 

modulando la actividad del sistema inmune tras un reto antigénico lo cual es esencial para 

el desarrollo, resolución o persistencia de una enfennedad (García Tamayo, 1997). 
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3.3 BIOLOGIA DEL MACROFAGO 

Los macrófagos como las demás células sanguíneas se originan en Ja médula ósea por una 

célula madre pluripotencial comprometida a diferenciarse a una estirpe celular (linea 

monocítica). Ahí, diferentes citocinas promueven su proliferación y maduración. Los 

macrófagos se encuentran en todos los tejidos del organismo y por su localización han 

recibido distintos nombres: microglia en el sistema nervioso central, células de Kupffer en 

las paredes vasculares de sinusoides hepáticos, osteoclastos en tejido óseo etc. (Abbas et 

al., 1997). 

Los macrófagos son células fagociticas admirablemente equipadas que les pennite 

reconocer y eliminar inespecificamente a una amplia gama de agentes infecciosos tanto de 

origen procarionte como eucarionte (intracelulares y extacelulares) (Nelson 1972; Edelson 

1982). Presentan numerosos pseudópodos, un sólo núcleo lobulado reniforme, abundante 

citoplasma con gran cantidad de mitocondrias, Iisosomas, aparato de Golgi abundante y un 

citoesqueleto altamente organizado. Tanto Ja complejidad del citoplasma como de sus 

organelos se incrementan dependiendo del estado de maduración y activación en que se 

encuentren (Fedorko y Hirsch, 1970). Aún en estado de reposo, los macrófagos son 

metabólicamente muy activos con una elevada síntesis de proteínas que puede ser alterada 

de manera muy importante por Ja interacción ligando-receptor (Adams y Hamilton, 1984; 

Nathan y Cohn, 1980). Tienen una vida media larga (meses) en comparación con otras 

células del sistema inmune (García Tamayo, 1997). Su superficie presenta una gran 

variedad de proteínas como son las moléculas clase 1 y 11 del complejo principal de 
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histocompatibilidad (MHC), receptores importantes para la endocitosis que reconocen 

diversos isotipos de inmunoglobulinas, componentes de la cascada del complemento, 

carbohidratos, lipoproteínas y otras proteínas, receptores para moléculas mediadoras como 

CSF-1, interferones, agentes adrenérgicos y colinérgicos etc. Además presentan 

moléculas B7 y receptores para LPS que ayudan a la unión y digestión de sustancias 

antigénicas, a la presentación del antígeno y a la activación de Jos linfocitos T (Gordon, 

1986). 

Los macrófagos son células secretoras y se conocen actualmente por lo menos 80 de los 

productos que sintetizan y liberan al medio (Unanue, 1986). Los macrófagos al ser 

activados producen diversas citocinas como IL-1, IL-6, IL-12, IL-8 y TNF-a, componentes 

del complemento, factores de necrosis tumoral (TNF), así como interferones (1FN) que 

funcionan como mediadores de la respuesta inmune celular (Adams y Marino, 1984). La 

capacidad para secretar estos productos depende principalmente del lugar en que residan, 

de su activación, de su encuentro con productos microbianos como LPS y su exposición a 

otras citocinas y otras moléculas inmunoreguladoras del microambicnte. Los macrófagos 

pueden también producir varias sustancias inhibidoras con actividad autócrina o parácrina 

como la IL-1 O, TGF-j} y prostaglandinas. Algunos de estas proteínas son secretadas 

constitutivamente pero la mayoría son liberados tras la interacción con el receptor 

especifico (Unanue, 1986). Estos productos son secretados al medio por Ja fusión de 

vesículas o cuerpos residuales a la membrana. Los principales estímulos externos que 

activan a los macrófagos son los interferones, algunos factores estimulantes de colonias 

(i.e. CSF-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a). También son estimulados por 

algunas citocinas como la IL-2 e IL-3. Los macrófagos que han sido activados presentan 
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diferencias tanto en el número y tipo de proteínas expresadas en su membrana como a 

nivel del citoesqueleto adoptando diversas morfologías. También presentan diferencias en 

cuanto a la regulación del transporte, transducción, síntesis y expresión de proteínas, lo que 

permite definirles a estas células diversos estados de activación (Ada.'Jls y Marino., 1984). 

Una vez activados los macrófagos aumentan el metabolismo de sus mitocondrias, elevan 

su consumo de oxígeno, aumentan la oxidación de la glucosa, liberan grandes cantidades 

de metabolitos del oxígeno, multiplican el contenido de sus vacuolas lisosomales, 

aumentan la transcripción de los genes que codifican para los antígenos del l'dHC, de la 

expresión de algunas proteínas reguladoras y de la producción de enzimas proteolíticas. 

Sin embargo, para que el macrófago pueda desarrollar otra serie de funciones como la 

producción de óxido nítrico (potente microbicida), es necesaria una segunda señal como la 

proporcionada por el lípido A contenido en los lipopolisacáridos (LPS) o endotoxínas de 

las bacterias Gram negativas (Unanue, 1984). 

En respuesta a cambios tisulares locales y vasculares parcialmente inducidos por 

macrófagos residentes durante una inflamación o por diversos estímulos inmunológicos, 

los monocitos son capturados (en grandes cantidades) en sitios bien localizados. Mediante 

diapédesis estos monocitos salen de la circulación y se diferencian en macrófagos 

inmunológicamente activos. Estos últimos presentan alteraciones en sus propiedades de 

superficie, secretoras y citotóxicas debido a la influencia de citocinas e interacciones de 

superficie con células endoteliales, leucocitos y otras células locales. Sin embargo, este 

mecanismo prevalece en gran parte desconocido. La apoptosis y necrosis de macróf"agos y 

de otras células contribuyen en el equilibrio de su reclutamiento y proliferación durante 

una infección (Paul, 1998). 
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3.4 CITOCINAS 

Las citocinas son definidas como pequeñas proteínas solubles secretadas por diversos tipos 

celulares tanto de la línea linfoide como de la mieloide que afectan el comportamiento y 

propiedades de la misma célula que la secretó (función autócrina) o de otras células 

(función parácrina y endócrina) formando una compleja red de interacciones de 

comurücación celular. Intervienen en la fase inductora y efectora de las respuestas 

inmurütarias e inflamatorias mediando asi la inmunidad innata y la adquirida. Durante la 

inmurüdad adquirida (específica) gran parte de las citocinas son secretadas por Jos fagocitos 

mononucleares estimulados por microorgarüsmos y por las células T activadas. Su síntesis 

y liberación comienza con la activación de dichas células puesto que no se sintetizan de 

manera continua rü son almacenadas intracelularmente. Las citocinas normalmente 

influyen en la sintesis de otras citocinas produciendo cascadas bioquímicas e inclusive 

regulan los efectos biológicos de otras, iniciando su acción al urürse a receptores 

específicos en las superficies de las células diana. (Abbas et al., 1997). 

Las citocinas pueden tener multitud de efectos biológicos dif"erentes y sus efectos varian 

dependiendo de la célula blanco. (Janeway et al., 1999). Las citocinas secretadas por Jos 

macrófagos actúan como moduladores de la actividad del sistema inmune, provocan la 

síntesis y liberación de linfocinas y factores de crecimiento (Finkelman, 1995), estimulan 

la síntesis de otras proteínas inductoras de las reacciones inflamatorias y propician algunas 

interacciones entre los sistemas neuroendócrino e inmunitario (García Tamayo, l 997), 

estimulan a los linfocitos Thl y promueven la síntesis de GM-CSF y otras citocinas, 
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además suprimen Ja respuesta proliferativa de los linfocitos T citotóxicos. Ciertas 

citocinas secretadas por las células T cooperadoras promueven su proliferación lo que lleva 

a la expansión de clonas de linfocitos específicos, a la amplíficación de Ja respuesta 

protectora y a su diferenciación hacia células que activen a Jos macrófagos o hacia células 

que lisen directamente aquellas células que produzcan antígenos extraños (Finkelman, 

1995). Las citocinas también actúan como sustancias quimiotácticas que atraen y activan a 

otros leucocitos inflamatorios (i.e. neutrófilos y eosinófilos) proporcionando una 

importante conexión entre una respuesta inmune adquirida y la respuesta innata (Abbas et 

al., 1997). 

Todas las citocinas se han clasificado de acuerdo a su función principal en: citocinas pro­

inflamatorias (TNF, IL-1 e 11...-6), citocinas reguladoras de la activación, diferenciación y 

proliferación de linfocitos T y B (IL-2, IL-4, TGF-f3), citocinas que activan leucocitos 

inflamatorios (IFN-y, IL-10 e IL-12) y citocinas que estimulan la expansión y 

diferenciación de las células progenitoras de Ja médula ósea ( IL-3, IL-7, IL-9, IL-11 y el 

GM-CSF=factor estimulante de granulocitos y monocitos, M-CSF =factor estimulante de 

monocitos-macrófagos y G-CSF=factor estimulante de granulocitos) principalmente 

(Abbas et al., 1998) 
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3.5 OXIDO NITRICO 

El óxido nítrico (NO), como otros derivados e intennediarios resultantes de las reacciones 

del nitrógeno (RNis) y del oxígeno (ROls) son moléculas tóxicas del sistema inmune que 

contribuyen al control de patógenos (virus, bacterias, hongos, protozoarios, helmintos) y de 

tumores. Existen muchas evidencias de las funciones adicionales de estos metabolitos en la 

inmunidad innata y adquirida. Estas funciones incluyen la regulación de la respuesta de los 

linfocitos T, regulación de la apoptosis en las células del sistema inmune además de sus 

funciones citotóxícas (Abbas et al., 1997). 

El óxido nítrico es un gas producido de manera endógena por una variedad de células de 

mamíferos como los macrófagos. Es sintetizado por la oxidación de la L-arginina por una 

reacción compleja catalizada por la enzima óxido nítrico sintetasa (NOS). La NOS 

convierte al aminoácido L-arginina y al oxígeno molecular en L-citrulina y NO y requiere 

como cosubstratos y cofactores al NADPH, FAD, FMN y BH4 (tetratidrobiopterina) 

(Klebánoffet al., 1998). 

La NOS de los macrófagos (NOS2) es una isoforma inducible que está ausente en 

macrófagos en reposo y es fuertemente inducida y regulada por citocinas (IFN-y y TNF-a) 

y por otros estímulos inmunológicos como los productos microbianos. Existen otras 

citocinas que inhlben su síntesis como Il..-4, IL-10, IL-13 y TGF-13 alterando fuertemente el 

grado de expresión de esta enzima (MacMicking, et al., 1997). La regulación de la NOS 

puede ocurrir en múltiples niveles: - en la transcripción del gen que codifica para NOS2, en 

la estabilidad y transferencia del RNArn, en la disponibilidad de sustratos, cofactores y 

sustratos endógenos análogos que actúan como inhibidores y en la retroalimentación 
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negativa del NO como producto final. Más de 30 citocinas y factores similues han sido 

descritas para activar o inhibir la expresión de esta enzima en diferentes células oel sistema 

inmune (Munder et al.. 1998). Diversas investigaciones apoyan la idea de que ciertas 

citocinas como el IFN-a/j3, IL-4 e IL-1 O pueden tener efectos inhibidores y estimuladores 

en la producción de óxido nítrico por los macrófagos (Bogdan, 2000). El LPS es el 

principal ejemplo, el cual estimula la expresión de NOS en macrófagos de ratón. (Gao et 

al., 1998). El LPS usualmente sinergiza con el IFN-y para la inducción de NOS2, pero 

también puede tener efectos antagónicos, dependiendo de la concentración y de la 

secuencia de la estimulación. Así como el LPS, otras lipoproteinas o endotoxinas 

bacterianas inducen la expresión de NOS en macrófagos y en otros tipos celulares que en 

algunos casos su acción es dependiente de la presencia de LPS o del IFN-y (Braun et al .• 

1999; Flalc y Goldman, 1999). Los macrófagos tratados solamente con IFN-y son 

estimulados para producir NO y cuya producción es importantemente incrementada en 

combinación con otros agentes como el TNF-a, IL-2, etc .. (Mullet et al., 1997) pues éstos 

elevan la expresión de la enzima catalizadora. Las acciones microbicidas y citotóxicas del 

NO son incrementadas por otras moléculas producidas por los mismos macrófagos como 

son el glutation, cisteina, peróxido de hidrógeno o superóxidos. Existen algunos patógenos 

como Leishmania spp. y Gandida albicans que inhiben la expresión de NOS2 (Nandan et 

al.. 1999 ; Chinen et al., 1999). La actividad antimicrobiana de los RNis ha sido 

estudiada en ratones transgénicos y se ha demostrado que: 1) un amplio espectro de 

agentes infecciosos (desde virus hasta helmintos) son directa o indirectamente controlados 

in vivo por RNis y que, 2) la expresión de NOS no está restringida solamente a la 

inmunidad adquirida sino también en la inmunidad innata (Diefenbach, 1999). 
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El óxido nítrico regula una variedad importante de procesos biológicos incluyendo la 

neurotransmisión, citotoxicidad y transducción de señales (Fligger et al., 1999). 

Constituye uno de los principales mecanismos microbicidas de los macrófagos murinos 

(Panaro et al., 1999). El NO también inhibe la replicación viral por la intenupción del 

ciclo de vida de ciertos virus, además de ser un compuesto antiparasítico (Abbas et al, 

1997). Existen evidencias que sugieren que la producción de NO es un imponante 

mecanismo para la regulación de la función celular y para la comunicación ínter e 

intracelular (Moneada S., 1991). 

Junto con las prostaglandinas, la producción de NO es un mecanismo por el cual los 

macrófagos inhiben la respuesta proliferativa de los linfocitos T hacia antígenos y 

mitógenos. Ello también sirve para el control de procesos inflamatorios o para eliminar 

células T autoreactivas y para llevar a cabo funciones protectoras al hospedero (Bogdan, 

2000). A la fecha, se sabe que el NO también afecta la producción de más de 20 citocinas 

(i.e. II...-1, JL..6. II...-8, IL-12, IFN-y y TGF-f3) producidas por diferentes células del sistema 

inmune (macrófagos, linfocitos T, células NK) y por células endoteliales. Dependiendo de 

la concentración de NO, la producción de IL-12 por macrófagos se ha visto facilitada, 

inhibida o bien no afectada como lo sugieren diversos estudios (Huang et al., 1998). 

El NO es un compuesto regulador de muchas funciones biológicas incluyendo la relación 

del número de células ThlfTh2. El NO puede inducir o bloquear el proceso de apoptosis 

en muchos tipos celulares. Efectos pro-apoptóticos se han observado con altas 

concentraciones de NO exógeno. Un mecanismo por el cual el NO exógeno induce 

apoptosis incluye la regulación positiva del receptor Fas (CD95) o su ligando en la 

superficie celular. Actualmente no existe duda de que los RNis y ROis además de tener 
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efectos citotóxicos, son parte integral de Jos mecanismos de señalización inmunológica, 

regulan las respuestas a citocinas, y contribuyen también al daño tisular como se ha 

observado en enfermedades autoinmunes o en otras fomias de procesos inflamatorios 

crónicos. 
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3.6 POLARIZACJON DE LA RESPUESTA INMUNE 

En 1986, Mossmann y colaboradores comenzaron un nuevo concepto en inmunología 

dividiendo a las células T cooperadoras en dos subpoblaciones: Thl y Th2, con perfiles de 

citocinas bien definidos ante una repetida estimulación antigénica in vitro de células T 

CD4+ de ratón. Las células del subtipo Thl son aquellas que producen niveles altos de 

IL-2, IFN-y, IL-18 y linfotoxina (TNF-13) y son responsables junto con otros factores de la 

respuesta inmune mediada por células o fagocítico-dependiente, que generan activación de 

macrófagos y promueven reacciones de hipersensibilidad retardada (DTH), activación de 

células T CDS+ y activación de células NK (Mossman y Coffinan, 1989). Las células del 

subtipo Th2 secretan citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e Il..-13 que contribuyen a 

generar y mantener la respuesta inmune de tipo humoral o :fagocítico-independiente, con 

proliferación y diferenciación de linfocitos B, producción de anticuerpos principalmente de 

la clase JgGl e lgE, inmunidad de las mucosas por células cebadas, inducción de la 

diferenciación y proliferación de eosinófilos y facilitación de la producción de JgA 

(Mossman y Coffman. 1989; Doherty et al, 1993). Por otro lado existen citocinas como 

la IL-1, GM-CSF (:factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos) y TNF-

13 que son producidos por ambos subtipos celulares. Una vez expandidas ambas 

subpoblaciones celulares, tienden a regularse de manera negativa y parecen ser excluyentes 

una de la otra mediante la acción de las citocinas liberadas. Actualmente está bien 

establecido que algunas linfocinas producidas por ambos fenotipos pueden ejercer 

interacciones reguladoras recíprocas. En particular, la IL-4 e JFN-y, las principales 
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citocinas producidas por células Th2 y Thl respectivamente, se o¡xmen una a la otra. La 

IL-10 que es producida principalmente por células Th2 pero también por macrófagos y 

células B ejercen efectos reguladores negativos en algunas funciones de las células Thl 

(Fiorentino et al, 1991). Por el contrario, el IFN-y derivado de células Thl asl como la IL-

12 e IFN-a que no son producidas por células Thl pero que actúan como citocinas 

inductoras de éstas, regulan negativamente la función de las células Th2. El IFN-y 

producido por células Thl inhibe la proliferación de las células Th2 y la síntesis de algunas 

de sus citocinas (Mosmann y Sad, 1996). Otro ejemplo es el que se observa con la Il..-13 

que modula diversas funciones de los macrófagos, aumentando la expresión de integrinas y 

antígenos de MHC clase TI, diminuye la producción de óxido nítrico, disminuye la 

producción de citocinas como la Il..-1, IL-6, TNF-a, IL-12 e IFN-a y la producción de 

algunas quimiocinas. 

A través de diversas investigaciones, se sugiere que los fenotipos maduros Thl o Th2 no 

están presentes entre la población de células T CD4+ virgenes, sino que parecen 

diferenciarse de una misma célula precursora posterior a un primer evento de activación 

(Gajewski et al., 1994). No existe duda de que muchos clones de células T en respuestas 

inmunes in vivo muestran una dramática polarización hacia alguno de estos subtipos, y el 

hecho de que las células tipo Thl y Th2 se dif'erencien de un ancestro común da lugar a 

estudios enfocados a conocer los diferentes factores que afectan estos mecanismos de 

diferenciación. Algunos de estos factores permanecen hasta ahora desconocidos pero 

existen otros que actualmente están bien definidos como son: naturaleza del antígeno 

(Wraith et al, 1989; DeMagistris et al, 1992; Kumar et al, 1995), dosis antigénica 

(Valderrama, 1999), vía de entrada del antígeno (Van den Eetweg et al, 1992), células 
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presentadoras de antígeno (Gajewsky et al, 1991) y sus moléculas coestimuladoras (June 

et al, 1994; Lenschow et al, 1996) y el microambiente de citocinas (Afonso et al., 1994; 

Magram et al., 1996). 

A la fecha, no se ha esclarecido que es lo que condiciona el estado final de diferenciación 

de las células T CD4+ in vivo. A partir de los años noventa han sido publicados una serie 

de estudios que afirman que la proliferación de los tipos celulares Thl y Th2 está 

influenciado de manera muy importante por el tipo de célula que presenta el antígeno 

(Gajewski et al, 1991). Se ha demostrado que las células adherentes (macrófilgos y células 

dendríticas) inducen la proliferación de las células Thl pero no de las células Th2. Por el 

contrario, los linfocitos B inducen proliferación en células Th2 pero no en células Thl 

(William y Unanue, 1990). Los mecanismos por los cuales esto sucede no están del todo 

claros, pero podria ser posible que las distintas CPAs expresen cofactores especializados 

necesarios para la proliferación eficiente de un tipo celular, pero no para el otro. Es decir, 

que las células Thl y Th2 tengan distintos requerimientos para el reconocimiento de la 

señal de proliferación proveniente de las CP As. Sin embargo, también se reconoce que 

tanto los macrófagos, las células dendríticas y los linfocitos B, pueden inducir tanto una 

respuesta Thl o Th2, influenciada por el propio ambiente de citocinas (Finkelman, 1995). 

En particular, se ha puesto mucho énfasis en los macrófagos puesto que participan de 

diversas maneras en la activación y diferenciación de las células T, ya que funcionan 

como células accesorias necesarias para la presentación del antígeno por medio del 

complejo péptido-MHC expresado en su superficie para ser reconocido por el linfocito T 

por medio de su receptor TCR , por sus moléculas coestimuladoras presentes en su 
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membrana como B7-I y B7-2 con sus ligandos CD28/C1LA-4 en linfocitos T y por ser 

fuente importante de citocinas de ambos perfiles (Thl y Th2). Todas estas funciones 

pueden modificar el desarrollo de una respuesta inmune por diversos mecanismos. Por 

ejemplo, las moléculas coestimuladoras que más se han estudiado como posibles señales 

reguladoras son las moléculas B7/CD28/C1LA-4 (Gause et al., 1997). Diversas 

investigaciones sugieren que estas señales participan de manera importante en la 

regulación de estos eventos inmunológicos. Por tanto, el bloqueo de moléculas como 

B7-I y/o B7-2, afectan el curso de algunas enfermedades autoinmunes o bien modifican la 

susceptibilidad a algunas enfermedades e infecciones como consecuencia de la alteración 

del fenotipo de las células ThO hacia Thl o Th2 (Kuchroo et al, 1995, Lenschow et al 

1996). En 1994, Gajewsky y colaboradores proponen que de acuerdo a la transducción 

de la señal asociada al reconocimiento antigénico por el receptor de las células T y a la 

movilización de Ca++ intracelular es que la célula puede diferenciarse hacia Thl o Th2. 

Actualmente es ampliamente aceptada la idea de que las citocinas son el factor principal y 

detenninante para la polarización de la respuesta inmune. Se reconoce que las citocinas 

por si mismas determinan la diferenciación de las células T vírgenes y probablemente de 

las células T de memoria. De manera global, la presencia o ausencia de las citocinas 

como Il.,-2, Il.,-4, IL-10, Il...-12 e IFN-y en las distintas etapas de una infección es 

detenninante para inducir una respuesta ya sea de tipo Thl o Th2. Los macrófagos al ser 

activados secretan citocinas que afectan directamente esta diferenciación ya que son 

fuente importante de Il...-6, IL-10 e Il.,-12. A pesar de que son varias las citocinas 

involucradas en la respuesta inmune (Thl o Th2), existe la idea general tanto para 

modelos murinos como para humanos, que la IL-12 e Il.,-4 son la citocinas más 
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importantes en dirigir el desarrollo de células Thl y Th2 respectivamente. La presencia 

de la IL-12, la cual es sintetizada principalmente por células presentadoras de antígeno 

como macróf"agos y células dendríticas (Magram et al, 1996) promueve la diferenciación 

de las células ThO hacia el fenotipo Thl pues estimula la síntesis y secreción de IFN-y por 

las células T activadas e inhibe el desarrollo de células productoras de IL4. La presencia 

de la ~ induce la diferenciación hacia el fenotipo Th2 (Afonso et al. 1994) ya que 

regula de manera negativa la respuesta Th 1 de manera indirecta, dado que afecta la 

secreción de diversas citocinas por las CP As (Swain et al, 1990). A pesar de todo, tanto 

la Il..-12 como la IL-4 parecen ser las citocinas reguladoras más importantes de la 

diferenciación hacia alguno de los subtipos celulares, siempre y cuando estén presentes en 

etapas tempranas de la respuesta inmune (Nicholson y Kuchroo, 1996). 
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4. ANTECEDENTES 

Las enfermedades parasitarias provocan enormes problemas a sus hospederos pues tienden 

a ser prolongadas, con montajes variados y muchas veces no exitosos de respuestas 

inmunológicas. Todos los parásitos tienen ciclos de vida complicados que por sus distintas 

etapas o por sus diferentes sitios de ocupación difieren antigénicamente unos de otros. 

Por lo tanto, el desarrollo de una infección es un proceso dinámico que depende de 

factores derivados tanto del microorganismo como del propio hospedero. Las respuestas 

del hospedero contra las estructuras antigénicas complejas de los parásitos tienen diversas 

manifestaciones y juegan un papel crucial en Ja susceptibilidad o resistencia hacia el agente 

infeccioso, lo que se correlaciona no sólo con la persistencia o resolución de Ja infección 

sino con Ja magnitud y duración del padecimiento. Es decir, no siempre ocasionan una 

completa inmunidad protectora. Por ello resulta de gran imponancia estudiar Jos factores 

que controlan el desarrollo de dicha respuesta. 

Las infecciones por parásitos frecuentemente resultan en respuestas dependientes de 

células T altamente polarizadas caracterizadas por el dominio de alguno de los fenotipos 

con perfiles de citocinas ya sea Thl o Th2 (Jankovick y Gause, 2001). Durante Ja 

patología de algunas enfermedades parasitarias ya se han establecido algunas características 

generales de esta especificidad. Se ha concluido que para algunos virus y parásitos 

intracelulares como Leishmania. major (Reiner et al, 1994), Mycobocterium tuberculosis 

(Martín et al., 1995) y Plasmodium sp. (Stevenson y Tam, 1993), la respuesta inmune es 

dependiente de Thl, esencial para su eliminación (Gessner et al., 1993; Miralles, et al. 

1994; Kemp at al., 1993), mientras que una respuesta tipo Th2 es ineficiente y en 
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ocasiones facilitadora para el desarrollo del patógeno. En particular, L. major sobrevive 

dentro de los macrófagos y la resistencia del hospedero se asocia a la producción de IFN-y 

y 1NF por el subgrupo Thl, mientras que su diseminación se asocia a la estimulación de 

células Th2 con una producción elevada de IL-4. Otras infecciones como son las causadas 

por ciertas bacterias y algunos parásitos extracelulares como Trichuris muris, Triche//a 

spira/is (Else y Grencis, 1991), Trichinel/a spiralis y Necator americanus (Pritchard, 

1995), la respuesta inmune tipo Th2 generalmente confiere protección y la respuesta Thl 

se ha visto favorecedora para el desarrollo del parásito (Reiner et al., 1993). En el caso de 

las infecciones crónicas se observa diferente puesto que aunque se genera la respuesta 

adecuada al inicio de la infección, puede existir un cambio a una respuesta no adecuada al 

persistir el microorganismo. Un ejemplo de lo anterior es la infección causada por Taenia 

crassiceps, donde se tiene bien definido que en etapas iniciales de la infección se establece 

una respuesta tipo Thl restrictiva y en etapas avanzadas se genera un cambio a una 

respuesta tipo Th2 que favorece al cisticerco (Terrazas et al, 1998) haciendo mayormente 

susceptible al hospedero y el crecimiento parasitario se incrementa de manera importante. 

Este mismo patrón se ha descrito para infecciones causadas por Mycobacterium leprae 

(Roja et al., 1994) y Schistosoma mansoni (Fallon, 2000). 

El análisis de modelos murinos con enfermedades parasitarias que tienen una drástica 

polarización de la respuesta inmune ha ayudado a confirmar un gran número de conceptos 

relacionados con la diferenciación y función de los subgrupos de linfocitos T cooperadores 

(Thl y Th2), de los macrófagos y en particular el papel de las citocinas en ambos procesos. 

A la fecha poco se conoce acerca de los eventos iniciales que gobiernan la diferenciación 

de células Thl o Th2 durante una infección parasitaria in vivo, pero investigaciones 
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recientes sugieren que las funciones de las CPAs pueden ser importantes en estos procesos. 

La presencia de grandes cantidades de macrófagos en el sitio de la irüección en estos 

modelos experimentales ha implicado de manera importante a estas células en la 

eliminación de parásitos y como mediadoras en Ja regulación de Ja respuesta inmune. 

Considerables estudios in vitro sugieren que los macrófagos son efectivos en eliminar 

estados larvales de parásitos causantes de filariasis (Allen et al, 2001). Uno de los 

mecanismos por lo cuales los macrófagos son capaces de dañar a un organismo que no 

pueden fagocitar es mediante la liberación de metabolitos derivados de las reacciones del 

oxígeno y del nitrógeno al medio como se ha visto en estudios donde Brugia malayi puede 

ser eliminado directamente por macrófagos activados con IFN-y mediante la producción de 

NO (Thomas et al, 1994). 

Mientras que el papel de los linfocitos T cooperadores (Thl y Th2) ha sido bien aceptado 

y ampliamente considerado en la interpretación de las respuestas inmunológicas, 

recientemente la observación de que citocinas tienen efectos distintos en los macrófagos 

ha llamado la atención. Investigaciones relacionadas sostienen la existencia de dos tipos 

de activación de los macrófagos: la clásica y la alternativa. El IFN-y y el LPS han sido 

identificados como los principales mediadores de la activación clásica de estos fagocitos. 

Este tipo de activación también está promovida por los efectos del TNF-a e IL.-12. En 

contraste, la activación de macrófagos por agentes anti-inflamatorios como IL-4, IL.-10, 

IL.-13 y TGF-f3 se ha definido como una activación alternativa (Stein et al., 1992) e 

inhiben la expresión de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-o: por Jos 

macrófagos (Hart et al., 1989). Existen numerosas evidencias que demuestran que el 
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1FN-y y Ja IL-4 son los agentes que producen una amplia gama de efectos antagonistas en 

los macrófagos, como es la expresión de receptores Fcy (Becker y Daniel, J 990) inducida 

por el IFN-y pero inhibida por la IL-4, mientras que la expresión del receptor de manosa 

(Cowan et al. 1992) en los macrófagos y de la J 5-Iipooxigenasa (Conrad et al., 1992) son 

inducidas por IL-4 pero inhibidas por el IFN-y. Sin embargo, se ha observado que en 

algunos casos los efectos de ambas citocinas se sinergizan por tjemplo para la 

acumulación de CD23 citoplásmico o inhibición de la expresión de CDl4. 

Investigaciones recientes indican que los macrófagos alt~ativamente activados (AAmo.) 

expresan un grupo especial de moléculas como proteínas de alto peso molecular (MS-1-

HMWP) (Goerdt et al., 1993). La producción de NO por esta población de macrófagos 

es contrarrestada por el aumento en la expresión de la arginasa que compite con la NOS 

por la L-arginina como sustrato (Munder et al., 1998) y la producción de Ch se encuentra 

también suprimida (Becker y Daniel, 1990). Todo esto parece indicar que Jos macrófagos 

alternativamente activados son una primera línea de defensa que no necesita generar una 

respuesta inmune tipo Thl para funcionar. Además, estos macrófagos presentan un 

aumento en la expresión de moléculas del l\fiIC clase II lo que las hace eficientes en la 

presentación de antígenos. Parece que estas células pueden ser capaces de inducir la 

diferenciación de las células T virgenes a células Th antígeno-específicas, probablemente 

del tipo Th2 y de activar funciones efectoras asociadas a Th2 (Cua y Stohlman, 1997). 

Los macrófagos alternativamente activados se caracterizan por la expresión y síntesis de 

citocinas anti-inflamatorias como la IL-10 y receptor antagonista de II.,-1 y por la falta de 

expresión de citocinas proinflamatorias como IL-1, TNF-a. IL-6, II.,-12 (Bonder et al., 

1998). En contraste con la activación clásica con IFN-y que ocurre durante las fases 
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tempranas de inflamación (Topoll et al.. 1989) y que está altamente encendida en 

granulomas, los macrófagos alternativamente activados están asociados con un alto grado 

de vascularización. por lo que se propone participan en la remodelación de tejidos daiiados 

y en la regulación negativa de las respuestas inmunes como células supresoras de una 

respuesta tipo Thl. Las funciones supresoras de Jos macrófagos se han atnlmido en 

diversos modelos experimentales, a los efectos inhibidores de la IL-10, PG~ o bien por el 

NO (Mills, 1991). Se sabe que el IFN-y directamente inhibe Ja actividad supresora de Jos 

macrófagos (Boraschi et al 1984) y que el LPS se sinergiza con los ionóforos de Ca2++ 

para inducir Ja producción de TNF-a en macrófagos alveolares, indicando un cambio de 

diferenciación de macrófagos con activación alternativa a una clásica. P<>r lo que es 

posible que los ionóforos de calcio contrarrestre el desarrollo de la activación alternativa 

de los macrófagos. El concepto de una activación inmunológica alternativa de las CP As 

ha facilitado el entendimiento de muchos resultados confusos acerca de las muy variadas 

funciones de las CPAs en diversos modelos experimentales. Tanto los macrófagos como 

las células dendriticas son activados de manera alternativa Jo cual es muy imponante en la 

regulación de los procesos de inflamación e inmunidad. 

En estudios realizados con filariasis (Allen y Loke, 2001) se ha demostrado que los 

macrófagos clásicamente activados (CAmo.) por citocinas tipo Thl son capaces de 

producir NO, mientras que los alternativamente activados por citocinas tipo Th2 no lo 

producen como lo sugieren estudios con B. malayi. Consistente con la idea de que el NO 

es una molécula clave en la función de los macrófagos, la distinción más clara entre ambas 

categorias es el distinto mecanismo metabólico para Ja L-arginasa. donde los macrófagos 

clásicamente activados la utilizan como sustrato para la producción de NO mientras que 
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los alternativamente activados la utilizan para la formación de omitina y urea, Jo que 

implica competencia, participación y funciones distintas entre ambos subgrupos celulares. 

La actividad principal de los CAmo. parece asociarse a la eliminación microbiana, 

mientras que Ja de los AAmo. a la regulación de la respuesta inmune. Por lo tanto, parece 

ser que los macrófagos, de manera similar a las células T y células dendriticas, tienen una 

heterogeneidad en su función y en sus mecanismos de desarrollo que resultan dependientes 

del microambiente de citocinas. 

Además se sabe que los dos tipos de macrófagos suprimen por diversos mecanismos Ja 

proliforación de linfocitos T. Los macrófagos cocultivados con IL-4 y glucocorticoides in 

vitro suprimen la proliferación de células T por mecanismos independientes de NO, IL-10 

o prostaglandinas mientras que los CAmo. como Jo demuestran modelos con 

tripanosomiasis Jo inhiben vía NO y prostaglandinas. Goedt y Orf'anos ( 1993) 

demostraron que Jos macrófagos alternativamente activados (AAmo.), de manera similar a 

las células dendríticas tipo 2 (DC2) pueden inducir a los linfocitos T vírgenes a 

diferenciarse a células Th2. Los macrófagos clásicamente activados son comúnmente 

asociados con la inducción de respuestas tipo Thl, mientras que la producción de TGF-13 e 

IL-1 O por AAmo., ayudan a la generación y estabilización de respuestas tipo Th2 ya sea de 

manera directa o por la inhibición de la respuesta Thl asociada con la inhibición de IFN-y 

por células T, en Jugar de una inducción de células productoras de IL-4, dirigido 

principalmente por TGF-13 más que por la IL-10. Estas observaciones demuestran que los 

macrófagos pueden ser blanco de citocinas producidas por linfocitos T y actuar como 

reguladores en su diferenciación y en la polarización de las respuestas inmunológicas, así 

como agentes del cambio de una respuesta inicial a una final totalmente distinta. Es 
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decir, los macrófagos exhiben una complejidad de intervenciones funcionales y una vez 

que se establece una infección, el balance entre ambas .. subpoblaciones" de macrófagos 

puede determinar el curso de Ja enfermedad asociada a la infección. 

Por otro lado, en estudios con filariasis se ha demostrado que Jos AAmo. pueden ser 

generados por administraciones diarias de productos secretados por parásitos vivos adultos 

y no por la implantación de parásitos muertos. Taylor y colaboradores sugieren que 

parásitos muertos pueden causar Ja liberación de mediadores pro-inflamatorios por l 
1 

macrófagos. Sostienen que en parásitos muertos existe liberación de LPS dando lugar a la 

activación de CAmo cuyas citocinas llevan al desarrollo de Thl asi como a la inducción de 

daño por inflamación a Jos tejidos vecinos. En cambio, las respuestas Th2 inducidas y 

sostenidos por parásitos vivos lleva a un reclutamiento de AAmo. que pueden controlar 

dicha inflamación mientras se promueve de manera continua una respuesta tipo Tb2. 

Mientras más parásitos son eliminados, el balance puede ser eventualmente promovido 

hacia una Thl y los subsecuentes efectos inflamatorios darían lugar a una patología más 

severa asociada a una enfermedad crónica. Muchas respuestas inflamatorias inducidas 

por LPS son eficientes y relativamente rápidas en diversas infecciones en contraste con Jo 

observado por infecciones crónicas. Otras enfermedades presentan un exitoso balance que 

da lugar a AAmo. a controlar Jos efectos inflamatorios de los CAmo. Este escenario tiene 

considerable semejanza al patrón de respuesta inducida durante infecciones causadas por S. 

mansoni y T. crassiceps, donde la respuesta inicial es una pro-inflamatoria Thl y AAmo. 

aparecen disminuyendo la respuesta inflamatoria y promoviendo un encendido hacia una 

respuesta Tll2. Se propone entonces que las citocinas presentes durante una infección 

darán lugar a una determinada proporción entre anibos ''subgrupos" de macróf'agos 
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requerido para eliminación de la patología asociada a muchas enfermedades parasitarias, a 

su destrucción, o a la generación de una respuesta que permita al hospedero sobrevivir 

aunque el patógeno persista, como en el caso de la cisticercosis crónica por T. crassiceps. 
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S. JUSTIFICACION 

Durante Jos últimos años se han realizado gran cantidad de estudios destinados a aclarar 

algunos de los factores y mecanismos por los cuales una respuesta inmune puede 

polarizarse hacia una tipo Thl o tipo Th2, esencial para el desarrollo y curso de una 

infección. Dentro de estos :factores, se han propuesto a las células presentadoras de 

antígeno (CPAs) como factores participantes en la diferenciación y polarización de los 

linfocitos T CD4+ vírgenes (Gajeweski et al, 1997). En particular, los macrófagos resultan 

ser células interesantes que además de funcionar como CP As con una importante 

interacción con los linfocitos T, tienen la capacidad de secretar citocinas como IL-12, IL-6 

e IL-10 y citotóxicos (i.e. óxido nítrico) entre muchos otros :factores. El estado de 

activación de los macrófagos se ve modificado dependiendo del tiempo de la infección en 

que se encuentren, lo que se refleja no sólo en su morfología, sino en la presentación 

diforencial de marcadores de membrana y en la producción diferencial de las moléculas 

que sintetizan y liberan al medio (Calderón, 1 999). Los diferentes estados de activación 

pudieran ser una influencia importante que determine el curso de la respuesta inmune, 

incidiendo por consiguiente en el desaJrollo, crecimiento y establecimiento del agente 

inf'eccioso con efectos importantes en la susceptibilidad o resistencia hacia el mismo. 

Por lo tanto, utilizando un modelo murino de cisticercosis crónica causada por T. 

crassiceps donde se tiene bien definido que la respuesta inmune se polariza en etapas 

tempranas hacia una respuesta de tipo Thl que resulta restrictiva para el cisticerco y que 

durante etapas tardías existe un cambio hacia una respuesta de tipo Th2 favorecedora para 
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el establecimiento del panísito (Terrazas et al., 1998), resulta interesante estudiar por un 

lado, si las variaciones en el estado de activación de los macrófagos panicipan en el tipo de 

respuesta generada en las diferentes etapas de Ja cisticercosis y, por otro el otro si los 

macrófagos de distintos tiempos de infección modifican Ja susceptibilidad al cisticerco. 

6. MODELO EXPERIMENTAL 

Un modelo murino de cisticercosis causada por T. crassiceps permite evaluar hipótesis y 

realizar experimentos que en los seres humanos no serian viables, además de que presenta 

diversas ventajas que hacen posible el estudio de las respuestas inmunológicas y relaciones 

hospedero-parásito. Al igual que otras erüermedades parasitarias, la cisticercosis es una 

enfermedad crónica en donde el parásito permanece por largos periodos sin que se monte 

una respuesta inmunológica por parte del hospedero capaz de eliminarlo. El cisticerco 

tampoco parece hacer daño importante ni pone en riesgo la supervivencia de su hospedero 

debido a su baja capacidad patogénica (Bojalil, 1994). Este modelo ofrece la posibilidad 

de realizar un número importante y significativo de experimentos gracias a los ciclos 

biológicos de ambos organismos. La reproducción del ratón es elevada y rápida y la del 

parásito se lleva a cabo por gemación permitiendo un alto índice de crecimiento en la 

cavidad peritoneal del ratón (Larralde et al, 1989). 

Por ser · Taenia crassiceps un parásito macroscópico ofrece ventajas de manejo en el 

laboratorio y es un organismo seguro que no infecta al hombre pero que tiene una 

importante identidad antigénica con Taenia so/ium lo que hace posible extrapolar y aportar 
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conocimientos a la cisticercosis humana (Huerta et al, 1992). Este modelo facilita el 

estudio, análisis y medición de parámetros biológicos tanto in vivo como in vitro que 

participan en la inducción de susceptibilidad y resistencia (Cbemin, 1975). Permite 

además, obtener grandes cantidades de antígenos del parásito (Larralde et al., 1989, 1990; 

Sciutto et al, 1990) imprescindibles para el numeroso manejo de animales. La inoculación 

periódica de ratones con cisticercos de T. crassiceps por vía intraperitoneal permite el 

crecimiento y mantenimiento del parásito por medio de pases dentro del mismo laboratorio. 

T. crassiceps es un platelminto cuyo estado adulto se encuentra normalmente en el intestino 

de la zorra roja Europea y Noneamericana (Toledo et al., 1997). Su estado larval o de 

cisticerco (Cysticercus longicollis) se desarrolla en pequeiíos roedores quienes adquieren la 

infección por la ingestión de los huevecillos de las heces de las zorras. En los roedores los 

huevos se desarrollan a cisticercos multiplicándose asexualmente por gemación (Freernan, 

1962). El ciclo se completa al ser estos roedores infectados presa de otras z.orras. (Brusca 

y Brusca, 1990; Toledo, 1997 ). 

~t 
Zorro Huevecillos 

~ 

~J 
Roedor 

Esquema 2. Ciclo de vida de T. crassiceps. Tomado de Brusca y Brusca, 1990. 
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7. OBJETIVOS 

Objetivo General 

Demostrar si las variaciones en el estado de activación de los macróíagos participan en el 

tipo de respuesta observada en las diferentes etapas de una cisticercosis crónica y si los 

macrófagos de distintos tiempos de la infección modifican la susceptibilidad del hospedero 

al cisticerco de T. crassiceps. 

Objetivos Particulares 

Relacionar el perfil de citocinas producido por macrófagos peritoneales y el tipo de 

respuesta observada en distintos tiempos de una cisticercosis crónica causada por T. 

crassiceps. 

Determinar variaciones en el estado de activación de macrófagos peritoneales 

provenientes de distintos momentos de la cisticercosis mediante la producción 

diferencial de citocinas y óxido nítrico y su relación con la carga parasitaria. 

Determinar si la transferencia de macrófagos peritoneales provenientes de distintos 

tiempos de la cisticercosis influye en el desarrollo del cisticerco de T. crassiceps. 
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Contribuir a la definición de los mecanismos restrictivos o favorecedores que 

participan en la susceptibilidad al cisticerco de T. crassiceps. 

8. HIPOTESIS 

Los macrófagos como células presentadoras de antígeno y como células efectoras durante 

la respuesta inmune específica., pueden influir en la diferenciación de linfocitos T CD4+ 

virgenes hacia algunos de los fenotipos ya sea Thl o Th2 por cliversos mecanismos. 

Debido a la activación diferencial que sufren los macrófagos por las distintas citocinas del 

microambiente y/o por presentar modificaciones en su estado de activación dependiendo 

del tiempo de infección al que pertenezcan durante el transcurso de una cisticercosis 

crónica, contribuirán de manera importante en el desarrollo de respuestas inmunológicas 

distintas que favorezcan o restrinjan el establecimiento de un agente infeccioso 

determinado. Por lo tanto, si son transferidos macrófagos de diferentes momentos de 

infección y distintos estados de activación a ratones sanos y tras ocho semanas de 

infección con el mismo parásito, tendrán un efecto diferencial en la susceptibilidad o 

resistencia hacia dicho parásito modificando asi la carga parasitaria en Ja cavidad 

peritoneal de cada uno de los ratones. 
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9. MATERIAL Y METODOS 

Animales. Se utilizaron ratones hembras de la cepa Balb/c de 6 a 8 semanas de edad lo 

cuales se dividieron en 3 grupos experimentales: 1) ratones sanos como grupo control 

(N) 2) ratones infectados con cisticercos de T. crassiceps, y 3) ratones transferidos con 

macrófagos provenientes de distintos tiempos de infección (O, 2 ,4, 6, 8 y 12 semanas) e 

infectados posteriormente con el mismo parásito. 

Parásitos. Se utilizaron metacéstodos de T. crassiceps cepa ORF extraídos de la cavidad 

peritoneal de hembras Balb/c con 10 semanas de infección. Los cisticercos se lavaron 

cuatro veces en solución salina (PBS; 0.15 M NaCI, 0.01 M buffer de fosfatos, pH 7.2) y 

fueron seleccionados para la inoculación de los ratones. 

Infección por T. crassiceps. Los ratones del segundo grupo fueron inoculados con 25-30 

cisticercos de 2 mm. de tamaño y sin gemas, por vía intraperitoneal con jeringa de insulina 

de 1 mi usando 0.5 mi de PBS como vehículo. Los ratones del tercer grupo se inocularon 

de manera similar ocho días después de haber sido inyectados con macróf'agos de 

diferentes semanas de infección. Los tres grupos experimentales fueron mantenidos bajo 

las mismas condiciones de bioterio (temperatura, alimentación, luz etc.) 

41 



Obtención de macrófagos peritoneales. Se extrajeron los fagocitos de la cavidad 

peritoneal de los ratones infectados a distintos tiempos (0,2,4,6,8 y 12 semanas de 

infección), y de los ratones sanos. Brevemente, a1 grupo de ratones sanos destinados para 

Ja transferencia de macrófagos de O semanas de infección se les inyectaron 5 mJ de medio 

de tioglicolato al 3% estéril por vía intraperitoneal en dos sesiones: 5 dias y 24 h. antes 

de ser sacrificados para inducir la migración de los macrófagos hacia el peritoneo irritado 

por la inyección de este medio. Todos los ratones de los tres grupos experimentales se 

sacrificaron por dislocación cervical y se les administraron 5 mJ de PBS estéril a 

temperatura ambiente por vía intraperitoneal. Bajo condiciones de esterilidad (campana 

de flujo laminar), se introdujo una jeringa de 5 mi en la cavidad peritoneal sin daftar 

vísceras y se extrajeron los macróf"agos suspendidos en la solución anteriormente 

inyectada. Las muestras se colocaron en tubos de fondo cónico y se centrifugaron a 2500 

rpm durante 1 O minutos. Se desechó el sobrenadante y el botón celular se resuspendió en 

1 mJ de medio RPMI 1640 suplementado con 1 00/o de suero bovino fetal, 100 U de 

penicilina/estreptomicina, 2 mM de glutamina, 25 mM de buffer de HEPES y 1% de 

aminoácidos esenciales (GIBCO, BRL Grand Island, NY, USA). Las muestras se 

colocaron en cajas de Petri con 4 mJ adicionales de medio RPMI y se incubaron en estufo a 

37°C con 15% de C02 para permitir la adherencia de los macrófagos a la superficie 

plástica. A las 24 horas se lavaron los cultivos con medio RP:MI suplementado para la 

eliminación de las células no adherentes. Los macrófagos adheridos se obtuvieron por 

medio del raspado de la superficie de las cajas con un gendarme y se les añadió 1 mi del 

mismo medio. Parte de las muestras se utilizaron para la transferencia de rnacrófagos a 

ratones sanos con excepción de las células obtenidas de los ratones sanos (N) por lo que las 
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células se ajustaron a J x 106 ceVml mediante el conteo en cámara de Neubaeur. El resto 

de las muestras se cultivaron y fueron estimuladas con LPS para la determinación 

posterior de citocinas, incluyendo a los macrófagos obtenidos de ratones sanos. Este 

procedimiento se realizó de la misma manera con los ratones que fueron transferidos con 

macrófagos extraídos de distintos tiempos de la infección y las muestras obtenidas se 

utilizaron únicamente para la determinación de citocinas. 

Estimulación de macrófagos con LPS. Una vez ajustado el número de macrófagos (1 x 

106 ceVml) , en una placa para cultivo celular de 24 pozos (Costar) se colocaron 0.5 mJ del 

sobrenadante de cultivos de macrófagos de todos los grupos de ratones, y se les añadió 0.5 

mJ de LPS (lipopolisacárido) a una concentración de 2µg/ml. Se dejaron incubar durante 

48 h. y se cosecharon los sobrenadantes en tubos Eppendorf y se mantuvieron en 

congelación hasta su uso. Este proceso se realizó bajo condiciones de esterilidad. 

Transferencia de macrófagos. Cada vez que se fueron obteniendo los macrófagos 

peritoneales de ratones en distintos tiempos de infección (2,4,6,8 y 12 semanas), se les 

observó al microscopio para determinar su viabilidad y se les ajustó a l x 106 células en un 

mi de RPMl suplementado. Con jeringa de insulina, se tomó 1 mJ de la muestra de 

macrófagos y se transfirieron a ratones sanos por via intraperitoneal. Al cabo de una 

semana, estos mismos ratones fueron inoculados con 25-30 cisticercos de T. crassiceps y 

se dejó transcurrir la infección por 8 semanas. Posteriormente fueron sacrificados para Ja 

obtención de macrófilgos peritoneales. 
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Delenninación de citocinas en sobrenadantes (IL-6, IL-.12 e IL-.10): Se determinó la 

producción de citocinas en los sobrenadantes de los cultivos de macrófagos estimulados 

con LPS de los tres grupos experimentales. La medición se realizó mediante la técnica de 

ELISA-Sandwich. En placas de 96 pozos (High binding, Costar) se colocaron 50 µl por 

pozo del anticuerpo de captura (purified anti-mouse IL-10, IL-12 e IL-6) diluido en buffer 

de bicarbonato 0.1 M, pH 8.2, a una concentración de 2 µg/ml y se dejaron incubar por una 

noche a 4°C. Se lavaron dos veces con PBS Tween 0.05% y se bloquearon con SO µl de 

PBS-BSA (PBS con albúmina) al 3% a temperatura ambiente durante 2 h. Se lavaron 

nuevamente y se realizó la curva por duplicado con citocinas recombinantes 

(Phanningen). La curva se comenzó con una concentración de 4000 pg/ml y se hicieron 

ocho diluciones seriadas 1:1 hasta tener una concentración final de 15.6 pg/ml. Al resto de 

la placa se les colocaron 50 µl de PBSIBSA al 3% y 50 µI de cada muestra y se dejaron 

incubar toda la noche a 4ºC. Se lavaron y se agregaron 50 µl/pozo del anticuerpo 

biotilinado diluido en PBS/BSA a una concentración de 1 µg/ml, Se dejaron incubar 

durante 45 min. a temperatura ambiente y se agregaron 50 µl de estreptoavidina peroxidasa 

diluida 1: 1500 en PBS/BSA al 1 %. Se incubaron durante 30 min. y se lavaron. Las placas 

se revelaron con 50 µl de sustrato ABTS (revelador). Las placas fueron leidas a los 30, y 

60 min. a 405 nm en lector de ELISA (Metertech S. 960). 

Determinación de citocinas en sueros (IL-4 e IFN-y): Se obtuvo sangre periférica del 

plexo venoso retroorbital de todos los ratones. La sangre se dejó coagular durante 1 h. a 
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37ºC. Las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min. y se congeló el suero 

hasta su uso. La determinación de las citocinas se realizó mediante la técnica de ELISA­

Sandwich de igual manera como se describió para la detección de citocinas en los 

sobrenadantes de los cultivos celulares. 

Determinación de óxido nftrico por el método de Greiss : La detección de óxido nítrico 

se realizó en todos los sobrenadantes de los cultivos de macrófugos de todos los grupos 

experimentales y controles. Brevemente. se mezclaron volúmenes iguales de Solución A 

(0.1% dehidrocloruro de na.ftildietilenediamina en agua destilada) y Solución B (5% de 

sulfanílamida en H 2P04 al 5%) para obtener el reactivo de Greiss. En placas de 96 pozos 

(Costar) se realizó una primera curva de NaN~ (IM) con 1 O diluciones seriadas 1: 1 y una 

segunda curva de NaN02 (10 M) igualmente con 10 diluciones seriadas 1:1. Al resto de 

los pozos se les agregaron 100 µ1/pozo de las muestras y 70 µI del reactivo de Greiss. Las 

placas se dejaron incubar a temperatura ambiente por 10-15 min. 

colorimétrica se detectó a 550 nm en espectrofotómetro (Teclcnika). 

La reacción 

Determinación de la carga parasitaria: Se realizó el conteo del número de cisticercos 

presentes en la cavidad peritoneal de los ratones infectados a distintos tiempos de la 

infección (2,4,6,8 y 12 semanas) y de los ratones transferidos después de 8 semanas de 

infección con la finalidad de establecer la cinética del crecimiento parasitario. 

45 

- . .,,.,...--·-~-~-----...... -==...--------------'------~-.~ ----~ 



An6/isis Estadisrico: Las comparaciones entre los diferentes grupos considerados en este 

trabajo se llevaron a cabo mediante el uso de la prueba estadística de Ja U de Mann-

Whitney. Se consideraron estadísticamente significativas las comparaciones con valores 

dep<0.05. 
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10. RESULTADOS 

CINETICA DEL CRECIMIENTO PARASITARIO. Para poder definir el patrón de 

desarrollo del cisticerco de T. crassiceps durante el curso normal de una infección 

crónica, se determinó el número de parásitos presentes en la cavidad peritoneal de 

ratones sacrificados a distintos tiempos (2,4,6,8 y 12 semanas). Los resultados de la 

cinética (Fig. 1) mostraron a las dos semanas de la infección un total aproximado de 100 

cisticercos, incrementando cuatro veces el número de parásitos inoculados. La carga 

parasitaria aumentó de manera continua hasta la sexta semana de infección donde se 

encontró una media de 250 cisticercos. Después de dos semanas (semana 8) se observó 

un aumento estadísticamente significativo (p<0.05) en la tasa de crecimiento de modo 

que el número de parásitos se vio importantemente incrementado (aproximadamente 

800 cisticercos) en la cavidad peritoneal de los ratones. Hacia la doceava semana de 

infección se presentó otro incremento muy importante en el índice de crecimiento del 

cisticerco logrando un número promedio de hasta 2700 parásitos, de manera que en este 

tiempo se registró tres veces más la carga parasitaria que el encontrado en el grupo 

precedente. Por lo tanto, se observó sin lugar a dudas, un cambio en la velocidad de 

crecimiento o reproducción del parásito entre etapas iniciales y avanzadas de la 

infección. 
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Crecimiento parasitario en distintos tiempos de infección 
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CARACIERIZACION DE MACROFAGOS EN DISTINTOS 77EMPOS DE 

INFECCIÓN. Para determinar la existencia de modificaciones en el estado de 

activación de los macrófagos y establecer una relación con el desarrollo y tipo de respuesta 

generada en las distintas etapas de la cisticercosis crónica y su efecto en la susceptibilidad 

al parásito, se determinó la producción de citocinas sintetizadas por los macrófilgos 

peritoneales en los distintos tiempos de la infección. 
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Producción in vitro de citocin•s en sobren•d•ntes de cultivos celulares (IL-12, IL-6 

e IL-10). Como refiere la Fig. 2, Jos macrófagos peritoneales extraídos de ratones sin 

infección produjeron niveles medios de 500 pglml de Il.-12 al ser estimulados con LPS. 

Niveles similares se encontraron en cultivos de macrófagos extraídos de 2 y 4 semanas de 

infección. En los cultivos con macrófagos de 6 semanas se observó un descenso 

estadísticamente significativo (p<0.05) en la producción de esta citocina, de manera que 

sólo se detectó aproximadamente la mitad (250 pg/ml) de los niveles producidos por los 

fagocitos de semanas anteriores. Los niveles de Il.-12 continuaron descendiendo 

gradualmente conforme la infección se tomó crónica observando Jos niveles más bajos 

durante la semana 12 (150 pg/ml). 

Producción in vitro de IL-12 
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Lo anterior indica que conforme transcurre el tiempo de infección, los macrófagos pierden 

capacidad de producir IL-12, Jo que pudiera relacionarse con un aumento en la carga 

parasitaria según Jo muestra la Fig. l. 

Por otro lado, se observó que tanto Jos macrófagos extraidos de ratones sanos como Jos 

macrófagos obtenidos de las primeras dos semanas de infección no produjeron IL-6 aún en 

presencia de LPS. Sin embargo, esta citocina comenzó a detectarse en rnacrófilgos 

pertenecientes a la semana 4 de infección (1500 pg/ml aproximadamente), y sus niveles se 

incrementaron importantemente (p< 0.05) en macrófagos de seis semanas donde se 

registraron las concentraciones más elevadas con una media de 12000 pg/ml. Los 

macrófagos de las semanas 8 y 12 produjeron menores cantidades de IL-6 pero con 

respecto a los niveles producidos por macrófagos obtenidos de etapas tempranas continuó 
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siendo significativamente altas ( aproximadamente 9000 pg/ml en semana 12). En 

contraste con la II...-12, la Il..-6 solamente fue detectada por macrófagos obtenidos de 

etapas avanzadas de la infección cuya tasa de crecimiento parasitario se observó 

significativamente incrementada y el número de cisticercos se elevó de manera importante. 

Según indican los datos de la gráfica 4, se encontraron niveles de .IL-10 de hasta 50 pg/ml 

producidos por macrófagos de ratones sanos estimulados con LPS. Los macrófagos de 

dos semllll¡lS de infección aumentaron su capacidad para producir .IL-10 de manera 

significativa (aproximadamente 450 pg/ml) alcanzando concentraciones de hasta nueve 

veces mayores al valor anteriormente detectado por los macrófagos de animales sanos. 

Producción in vilTo de IL-10 
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Estas concentraciones se sostuvieron de manera similar por macrófagos de 4, 6 y 8 

semanas de infección. Sin embargo, aquellos fagocitos de 12 semanas fueron lo que 

produjeron los niveles máximos con una media de 700 pg/ml, logrando casi el doble de 

las concentraciones descritas tras ocho semanas de infección. Por lo tanto, la producción 

de IL-10 por los macrófagos peritoneales se estimuló desde el inicio de la infección y se 

mantuvo durante ocho semanas de la misma para aumentar a las 12 semanas. La IL-10 al 

igual que la IL-6 se produjo en mayor cantidad en macrófagos pertenecientes a etapas 

avanzadas de la infección. 

Determinación de citocinas en sueros (IL-4 e IFN-y). Debido a que las citocinas 

presentes en circulación tienen una influencia importante en la estimulación y 

activación de los macrófagos, se realizó la determinación de ITA e IFN-y mediante la 

técnica de ELISA- Sándwich en suero obtenido de sangre periférica del plexo 

retroorbital de ratones de diferentes momentos de la infección. Los datos de la Fig. 5 

A indican que durante las primeras semanas de infección (2 y 4 semanas) no se 

registraron niveles de IL-4, sin embargo comenzaron a existir concentraciones núnimas 

aproximadamente de 150 pg/ml a partir de la semana 6 de infección, aumentando 

significativamente (p< 0.05) y alcanzando los niveles más altos (750 pg/ml) hacia la 

semana 12. Se observó claramente que esta citocina no es producida durante etapas 

tempranas de la cisticercosis, mientras que durante etapas avanzadas la producción de 

IL-4 es significativa y se mantiene elevada hasta el final de la infección con tendencia a 
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A) Conceotnciones de IL-4 en suero 
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incrementar conforme se toma crónica la infección. 

A diferencia de la IL-4, se registraron concentraciones mínimas de IFN-y (Fig. S B) 

en ratones sanos de 200 pg/ml aproximadamente que aumentaron significativamente 

(p< O.OS) durante las dos primeras semanas de infección con valores cercanos a los 

500 pg/ml. Estos niveles se mantuvieron constantes hasta la semana 6 e 

incrementaron significativamente (p<0.05) durante la semana 8 (1800 pg/ml), 

logrando sus máximos niveles hacia la semana 12 de infección con una media de 3000 

pglml. 

PRODUCCION IN VITRO DE OXIDO NITRICO. Se determinó la producción de 

óxldo nítrico por macrófagos de ratones sanos y de distintos tiempos de la infección 

(2,4,6,8 y 12 semanas) mediante el reactivo de Greiss. Los cultivos celulares fueron 

estimulados durante 48 horas con LPS. La figura 6 muestra que los macróf11Bos 

obtenidos de ratones sanos al ser estimulados con LPS produjeron concentraciones de 

aproximadamente I µM, mientras que los ratones tratados con tioglicolato, con la 

finalidad de promover la migración de macrófagos a peritoneo, produjeron los niveles más 

altos registrando una concentración media de 5.0 µM. Ello sugiere que el LPS en 

presencia de dicho compuesto tuvo mayor capacidad de estimular la producción de NO 

que el LPS solamente. Los macrófagos de distintos tiempos de la infección aumentaron la 

producción de NO en presencia del patógeno. Los macrófilgos obtenidos de semanas 

54 

------~--~~-..;.;.,,.,.--"----...,..~------------~------~---- ·--~ --:._~·..:__.::_::..:.. 



tempranas produjeron aproximadamente el doble de la cantidad producida por los controles 

(N), mientras que los obtenidos de 6 y 8 semanas produjeron los niveles más altos de este 

citotóxico con respecto a Jos demás. Los macrófagos obtenidos de semanas más tardías 

{12 semanas) disminuyeron su producción logrando niveles similares a los observados por 

macrófagos de 2 y 4 semanas. 

Con estos resultados se confirma una producción diferencial de todas las citocinas 

determinadas tanto en sobrenadantes de cultivos de macrófagos como en sueros, 

distinguiendo por Jo tanto modificaciones en el estado de activación de los macrófagos 

dependiendo del momento de la infección al que pertenecieron. 

Producción In vitro de óxido nitrico 
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Por consiguiente, para conocer si estas variaciones pudieron influir de manera importante 

en los cambios de susceptibilidad que se describieron en la cinética parasitaria (Fig. 1) se 

realizó Ja transferencia de dichos macrófagos a ratones sanos desafiados posteriormente 

con el mismo parásito y se observó su efecto en la carga parasitaria. 

EVALUACIÓN DE LA C4RGA PARASITARIA EN RATONES TRANSFERIDOS. 

Según refieren los datos de la gráfica 7, en el grupo control (C ) de ocho semanas de 

infección y sin transferencia de macróragos se registró un total aproximado de 550 

cisticercos (dato congruente con el registrado en la Fig. 1) y similar al registrado en ratones 

transferidos con rnacrófagos provenientes de ratones sanos (O semanas). La 

susceptibilidad hacia el parásito prácticamente fue la misma en los animales transferidos 

con rnacrófagos provenientes de etapas iniciales de la infección donde el número de 

cisticercos disminuyó de manera no significativa a una media de 500 cisticercos en Jos 

animales transferidos con células obtenidas de 2 semanas de infección y a 450 cisticercos 

aproximadamente en ratones con rnacrófagos de 4 semanas. Sin embargo, en ratones 

transferidos con macrófagos provenientes de 6 semanas de infección, mostraron una 

disminución estadísticamente significativa (p< 0.05) en el número de parásitos (150 

cisticercos) y se observó mayormente restringido dicho crecimiento en los transferidos 

con macrófagos de 8 semanas, con un efecto protector evidente en estos grupos de 

animales. En contraste, los ratones receptores de macrófagos provenientes de 12 semanas 

de infección se mostraron más susceptibles hacia el parásito con respecto a los animales 
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transferidos con rnacrófagos de etapas intermedias de infección (6 y 8 semanas) de manera 

que se registró una media cercana a 400 cisticercos, que con respectO a los animales 

control y Jos transferidos de etapas iniciales (2 y 4 semanas) fue ligeramente menor, sin 

conferir protección. Estos datos muestran entonces que los macrófilgos de diferentes 

momentos de la infección influyen y participan de manera distinta e importante en el 

desarrollo del cisticerco de T. crassiceps. 

Crecimiento parasitario a las ocho semanas de infecci6u 
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DETERMINACION DE CITOCINAS EN SOBRENADANTES DE CULTIVOS 

CELULARES DE RATONES TRANSFERIDOS. Con la finalidad de establecer. 

una relación directa entre el número de parásitos y el perfil de citocioas secretadas y la 

producción de NO por rnacrófagos transferidos de distintos momentos de la infección, 2) 

el patrón de citocinas producidas y el tipo de respuesta observada en las distintas etapas de 

la infección y, 3) relación entre la producción de citocinas y NO durante el curso normal 

de una cisticercosis crónica y la producción de los mismos factores tras la transferencia de 

los macrófagos, se realizó la determinación de IL-12, IL-6 e lL-10 en sobrenadantes de 

cultivos celulares. Los resultados de la Fig. 8 indican que los niveles de IL-12 producidos 

por macrófagos de animales sin infección (N) (500 pg/ml) fueron mayores a los 

producidos por macrófagos de animales infectados y no transferidos (C ) (250 pg/ml ) 

tal como se observó durante el curso normal de la 

Producción de IL-12 a las ocho semanas de infección 
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cisticercosis crónica (Fig. 2), sugiriendo de nuevo que al cabo de ocho semanas de 

infección los macrófagos pierden parcialmente la capacidad de producir IL-12. Los 

macrófagos obtenidos de los demás ratones transferidos no produjeron concentraciones de 

IL-12, independientemente del tiempo de infección del que provinieron estos fagocitos. 

Por lo tanto, se observó claramente que la transferencia de dichas células abatió el nivel 

esperado de IL-12 al transcurrir ocho semanas la infección. 

En contraste con la IL-12, todos los grupos de ratones transferidos produjeron 

concentraciones de IL-6 con respecto al grupo control (N) una vez estimulados con LPS 

(Fig 9). Sin embargo, existió una disminución estadísticamente significativa en la 

producción de IL-6 en todos los grupos de ratones transferidos con respecto a los ratones 

control de ocho semanas de infección (C) donde se registró una concentración de hasta 

10000 pg/ml. En el grupo trans:ferido con macrófagos de dos semanas de infección se 

registró la mayor producción de IL-6 (5000 pg/ml) y fue disminuyendo gradualmente 

conforme los macrófagos provinieron de etapas más avanzadas, de manera que el grupo de 

ratones transferidos con macrófagos de 12 semanas de infección fue el que produjo menor 

cantidad de esta interleucina (2500 pg/ml) pero siguió siendo estadísticamente mayor con 

respecto a N, indicando que aún con la transferencia todos los macrófagos produjeron IL-6. 

No va por demás hacer notar que en el grupo de ratones transferidos con células de ratones 

sanos (O semanas) no se detectaron niveles de IL-6 a pesar que se esperaba produjeran 

concentraciones similares (10200 pg/ml) a los ratones in:fectados (C ) al cabo de ocho 

semanas de in:fección ( Fig. 3). 
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Producci6o de IL-6 a las ocho semanas de infecci6n 
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b=-p<O.OS con respecto al grupo ptteedente y c-p<O.OS coa reapectn a C. 

La figura 10 muestra la producción in vitro de IL-10 donde se registraron concentraciones 

significativamente más altas de esta citocina en todos los grupos transferidos, incluyendo 

los ratones transferidos con macrófagos provenientes de ratones no infectados (O semanas) 

con respecto a los ratones N. Esta producción incrementó conforme los macrófagos 

provinieron de etapas más avanzadas de la infección, de tal manera que los ratones 

transferidos con macrófagos de doce semanas de infección presentaron la producción más 

elevada de IL-10 (aproximadamente de 500 pg/ml). 
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Producción de ~10 a las ocho semanas de infección 
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Sin embargo se puede apreciar una disminución estadísticamente significativa {p< O.OS) en 

Ja producción de IL-1 O en aquellos ratones transferidos con macrófagos de O, 2 y 4 

semanas de infección con respecto a C lo que indica que los macrófagos transferidos de 

etapas tempranas abatieron parcialmente la producción de IL- I O mientras que en ratones 

transferidos con macrófagos de 8 y 12 semanas fueron similares o ligeramente mayores, 

respectivamente. 
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DETERMINACION DE CITOCINAS EN SUEROS DE RATONES TRANSFERIDOS. 

Con el objeto de establecer una relación entre la producción de citocinas sistémicas y su 

influencia sobre el crecimiento parasitario, se determinaron las concentraciones de Il.-4 e 

IFN-y en sueros de ratones transferidos con macrófagos provenientes de distintos tiempos 

de infección (0,2,4,6,8 y 12 semanas). Los datos de la figura 12 A muestran una 

disminución estadísticamente significativa en la producción de Il.-4 en todos los grupos de 

ratones transferidos con respecto a los ratones control C, en las que se registraron 

concentraciones cercanas a 700 pg/ml. Los macrófagos transferidos de O y 12 semanas 

disminuyeron tanto su producción que no hubo diferencia significativa a los ratones 

control (N). De los ratones transferidos, los macrófagos pertenecientes a la sexta semana 

fueron los que produjeron los niveles máximos de Il.-4. El grupo de ratones transferidos 

con macrófagos de ocho semanas de infección mostraron niveles menores a los observados 

en los ratones receptores de macrófagos del grupo precedente (semana 6) y con niveles 

similares a los receptores de células de 2 y 4 semanas. 

Como indican los datos de la gráfica 12 B, se observó que todos los grupos de animales 

transferidos produjeron IFN-y con respecto a los ratones no infectados (N). Sin embargo, 

solamente aquellos ratones transferidos con macrófagos obtenidos de 4, 6 y 8 semanas de 

infección presentaron un aumento estadísticamente significativo en la producción de IFN-y 

con respecto a los ratones control de ocho semanas de infección (C ). Se encontró que la 

mayor producción de IFN-y fue en los ratones receptores de macrófagos de 6 semanas de 

infección, logrando niveles de aproximadamente de 4000 pg/ml y duplicando los títulos 
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A) Concentración de llr4 a las ocho semanas de infección 
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B) Concentración de IFN-r a las ocho semanas de infección 
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logrados por los ratones e y que conforme los macrófagos provinieron de etapas más 

avanzadas de la infección (8 y 12 semanas) fueron disminuyendo gradualmente los niveles 

de IFN-y hasta alcanzar concentraciones similares a los ratones control C y transferidos de 

ratones sanos (O semanas). Como pudo notarse, la infección indujo un aumento escaso 

pero significativo de la producción de IFN-y, mientras que la transferencia de macrófilgos 

indujo una mucho mayor producción de esta citocina. 

PRODUCCION DE OXIDO NITRICO EN SOBRENADANTES DE RATONES 

TRANSFERIDOS. Con el propósito de detectar variaciones en la producción de óxido 

nítrico y su posible influencia en la carga parasitaria, se determinaron los niveles de este 

compuesto producido tanto por macrófagos peritoneales de ratones sanos y de ratones 

transferidos con macrófagos provenientes de distintos tiempos de infección (0,2,4,6,8 y 12 

semanas). Según los datos obtenidos en la figura 14 se observó que la producción de NO 

en todos los grupos de ratones transferidos fue significativamente (p<0.05) más elevada 

con respecto a los ratones sin infección (N) los cuales registraron niveles cercanos a 1.0 

µM. Con respecto a los ratones control C, donde se registraron concentraciones de 5.0 

µM, la producción de NO más elevada se observó en aquellos ratones transferidos con 

macrófagos de 6 a 8 semanas de infección (7 µM). lo que coincide con el menor número 

de parásitos en los grupos transferidos con macrófagos de 6 a 8 semanas de infección tal 

como lo demuestra la gráfica de la cinética de crecimiento parasitario. Sin embargo, los 
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ratones transf"eridos con macrófilgos provenientes de 12 semanas de infección tuvieron 

menor capacidad para producir NO que los grupos precedentes lo que se correlaciona con 

un aumento en el número de cisticercos. Ello demuestra entonces una relación directa 

entre los niveles de óxido nítrico encontrados con el número de parásito registrados a las 

ocho semanas de infección. 

Producción de óxido nítrico a las ocho semanas de infección 
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11. DISCUSIÓN 

Actualmente se tiene bien establecido que los patógenos son generalmente susceptibles de 

manera preferencial a un tipo de respuesta inmune que establece el hospedero una vez que 

ha sido infectado. En el caso de infecciones causadas por helmintos se inducen 

respuestas altamente polarizadas que se caracterizan por el dominio de citocinas tipo Th2 

(Jankovic et al, 2001) que resultan protectoras contra dichos parásitos en muchos de los 

casos (Janlcovic y Sher, 1996). Sin embargo, algunas infecciones helmínticas persistentes 

como las causadas por T. crassiceps y S. mansoni no siguen este mismo patrón, sobre todo 

en lo que se refiere a protección. En estas infecciones se ha demostrado el desarrollo de 

una respuesta inicial caracterizada por citocinas tipo Thl capaz de controlar el crecimiento 

del parásito. Conforme ambas infecciones se toman crónicas, la respuesta Thl se pierde 

y es sustituida por otra mediada por citocinas Th2 (Terrazas et al., 1998). Esta última no 

solo no es capaz de eliminar al parásito, sino que el hospedero se muestra más susceptible 

dando lugar a una importante diseminación del mismo. La presencia de ambos polos de la 

respuesta inmune claramente relacionados con protección del hospedero o crecimiento del 

parásito han permitido que el modelo murino de cisticercosis por T. crassiceps sea de 

mucha utilidad para el estudio de factores inmunológicos y genéticos relacionados con los 

mecanismos de resistencia y susceptibilidad. Con estos trabajos se ha podido demostrar 

que: la diferencia en la carga parasitaria observada en las distintas fiases de la infección se 

relaciona con el tipo de respuesta que generan los linfocitos T cooperadores (Th) 

principalmente con base en el perfil de citocinas liberadas; una respuesta tipo Th2 
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establecida durante una infección helmíntica no siempre resulta protectora y; una respuesta 

Thl inicial es capaz de restringir el desarrollo del parásito. 

Experimentos realizados con el mismo modelo experimental en el presente estudio 

confirmaron en su mayor parte dichas descripciones. Se observaron igualmente cambios 

en la velocidad de crecimiento del cisticerco de T. crassiceps en las diferentes filses de Ja 

infección. Mediante la determinación de algunas citocinas que se saben imponantes para 

Ja inducción de ambos tipos de respuesta (Thl o Th2) como Ja Il...-12, IFN-y, Il..-6, ll..-10 e 

IL-4 (Mossman y Coffman, 1989), se encontró durante etapas tempranas de la cisticercosis 

un dominio de Il...-12 con respecto a las demás citocinas asociada con una mínima carga 

parasitaria, mientras que en etapas más avanzadas un dominio de IL-4, Il..-6 e Il..-10, donde 

el crecimiento parasitario se elevó de manera muy importante. Con base en estos 

resultados se sugiere que durante etapas iniciales lo que probablemente influyó de manera 

importante en la restricción del de5arrollo del parásito fue precisamenti:: el dominio de Ja 

Il..-12, junto con otros factores aquí no determinados como pudieron ser la Il..-2 e Il...-18 

(Akira A et al. 2001). Esta afirmación tiene fundamento en numerosas evidencias que 

indican la propiedad de la Il..-12 en Ja inducción de las células T cooperadoras vírgenes a 

diferenciarse en células tipo Thl tanto en ratones (Hsieh et al, 1993) como en humanos 

(Romagnani, 1992; Manetti et al., 1993; Trichieri, 1993) in vivo e in vitro (Macatonia 

et al., 1993) debido a su importante papel coestimulador en el mecanismo B7/CD28 para 

Ja activación de estas células (Murphy et al., 1994), a su habilidad para inducir la síntesis 

de IFN-y por linfocitos T activados, con los consiguientes efectos sobre los macrófilgos 

para adquirir funciones citotóxicas (producción de NO), y a su capacidad de activar a 

células NK/LAK (Kobayashi et al., 1989) las cuales pudieron participar en la eliminación 
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y restricción del crecinúento parasitario. Esta idea es congruente con estudios recientes 

realizados en ratones knoclwut para IL-12 donde la susceptibilidad a T. crassiceps 

incrementó en un l 00"/o con respecto a ratones silvestres (Rodríguez M., 2002 ). 

Contrario a lo que se esperaba en nuestro trabajo, la producción de IFN-y no fue paralela a 

la registrada por la IL-12 durante las semanas iniciales de la cisticercosis sin embargo, 

pareció que los niveles del primero fueron suficientes para estimular la producción, por un 

lado, de óxido nítrico que pernútió una mayor resistencia al desarrollo del cisticerco y, por 

el otro, la producción de IL-6 e IL-10 que favoreció el crecimiento parasitario en semanas 

más tardías de la infección. En contraste con lo descrito en la literatura, Jos niveles más 

elevados de IFN-y se observaron durante etapas finales de la inf"ección. Esto último 

pudiera explicarse a una continua estimulación antigénica que promovió su producción en 

otras células del sistema inmune además de los linfocitos T como las células NK, o bien, a 

una reactividad cruzada descrita recientemente con uno de los productos (p 66) secretados 

por la larva de T. crassiceps (Spolski et al., 2002). 

Durante etapas intermedias de la cisticercosis (6 y 8 semanas) se observó un perfil mixto 

de citocinas relacionado con un aumento en el número de parásitos en comparación con el 

observado al inicio de la infección. Esto es posible ya que, a pesar de que existe el dogma 

de que ambos perfiles son excluyentes uno del otro (Mossman et al., 1989) muchos 

investigadores sugieren la existencia simultánea de ambos haciendo más hincapié en el 

balance existente con el dominio de alguno de ellos (Romagnani, 1998). También se ha 

visto que durante el proceso en el que las células T vírgenes adquieren un fenotipo Thl o 

Th2, los linfocitos T que producen citocinas de tipo mixto (ThO) pueden surgir (Fierstein, 
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1989). 

Por otro lado, el aumento de IL-4 al tomarse crónica la infección (semanas 6, 8 y 12} se 

asocia con una disminución significativa de JL-12, promoviendo de esta manera el 

desarrollo de una respuesta Th2 que coincidió con un aumento significativo del número de 

parásitos y probablemente permitió su desarrollo. Esta conclusión deriva de la 

observación que en cultivos de clonas ThO incubadas con Il.-4 e JL-12, Jos efectos de la 

IL-4 son dominantes y las células Th2 son inducidas (Hsieh et al., 1993). Acorde con 

estos resultados, Villa y Kuhn recientemente reportaron que ratones infectados con este 

mismo parásito exhiben niveles altos de IL-4 durante etapas avanzadas de la infección. 

En cuanto a la JL-10, a pesar de ser clasificada como una citocina tipo Th2 en ratones, se 

registraron niveles elevados en etapas iniciales de la infección probablemente debido a la 

estimulación de macrófagos por IFN-y e Il.-12 (Romagnani, 1998). Ello pudo inhibir de 

manera significativa la presentación del antígeno por los macrófagos dando como 

resultado una disminución en la respuesta proliferativa y en la producción de ciertas 

citocinas por las células T (de Waal Malefyt et al., 1991; Fiorentino et al., 1991) 

afectando también el desarrollo de una respuesta tipo Thl y favorecer a mediano plazo el 

desarrollo de una Th2 como se ha observado en el estudio de la filariasis linfitica (King et 

al., 1993). También se tiene bien definido que la JL-10 inhibe la producción de diversas 

monocinas (Hsu et al., 1992; D'Andrea. Et al 1993) contnbuyendojunto con Ja IL-4 en 

la inhibición de la síntesis de JL-12 durante etapas intermedias y avanzadas de la 

cisticercosis. 

Aún cuando la diferencia en el crecimiento parasitario entre las distintas etapas de la 

infección pudiera explicarse al ciclo biológico normal del patógeno, tal como se describe 

69 

._.. __ ,........,~~.,...~---------""-~----~· ... - -·------._;,__ 



en bacterias (fase lag y fase log). existen suficientes evidencias que permiten distinguir una 

influencia importante del sistema inmune en el desarrollo del cisticerco de T. crassiceps. 

En experimentos previos se ha demostrado que las células T están involucradas en las 

respuestas restrictivas al cisticerco de T. crassiceps. Se ha visto que ratones con 

timectomía neonatal incrementan la susceptibilidad a T. crassiceps y un reemplazo de 

células T recupera los niveles de parásitos normalmente observados (Bojalil et al., 1993). 

Otras investigaciones han sugerido la existencia de anergia de linf'ocitos T cercanos al sitio 

de infección promovida por factores secretados por la larva del cisticerco mediante una 

inhibición de células del fenotipo Thl y un aumento de células Th2 (Villa y Kuhn., 1996). 
1 

Múltiples trabajos han demostrado la influencia de otros factores biológicos cuyas acciones 

afectarían la respuesta de las células T durante el curso de la cisticercosis, como el fondo 

genético asociado al MHC y ambiente hormonal donde el 17-P estradiol es permisivo 

mientras que los andrógenos son restrictivos (Terrazas et al., 1994; Larralde et al., 1995). 

Además, recientes estudios confirman que una respuesta Thl resulta protectora contra T. 

1 

l 
crassiceps: en animales STAT6 -/-con niveles elevados de IL-12, IFN-'l' y NO se observa 

una importante disminución (aproximadamente 90"/o) de la carga parasitaria, mientras que 

los animales silvestres desarrollan una respuesta Th2 con una elevada producción de IL-4 e 

IL-13 relacionada con un elevado crecimiento parasitario (Rodríguez, 2002). 

Durante los últimos años, investigaciones enf'ocadas al estudio de los factores y 

mecanismos involucrados en la resistencia y susceptibilidad a la cisticercosis han puesto 

especial atención en las CP As. Debido a que gran parte de las citocinas que definen el 

tipo de respuesta en las distintas etapas de la infección son producidas por macrófilgos 

activados, ello invita a pensar que éstas células participan de manera importante no sólo en 
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los eventos de diferenciación de los linfocitos T CD4+ y en polarización de la respuesta 

inmune, sino en el desarrollo del cisticerco directamente, promoviendo condiciones 

restrictivas o pennisivas importantes. La producción diferencial obtenida de cada una de 

estas citocinas por los macrófagos en los distintos momentos de la infección y su relación 

con el aumento o disminución del número de parásitos observados durante el presente 

trabajo sostiene en gran medida esta idea. Tal es el caso de los macrófagos de 6, 8 y 12 

semanas de infección que produjeron menores concentraciones de IL-12 conforme avanzó 

la infección (pérdida de una respuesta Thl) pero incrementaron los niveles de IL-10, que 

se asocia con un aumento importante en la tasa de crecimiento del patógeno. Esto 

demuestra una relación inversa entre el crecimiento parasitario y los niveles de IL-12 y 

una relación directa con los niveles de IL-10. Además, los niveles elevados de IL-6 

producidas por macrófagos de estas mismas semanas, probablemente contribuyó al 

aumento de la parasitemia observada durante esta fase de la cisticercosis induciendo una 

respuesta tipo Th2 junto con la IL-10 como se ha descrito en la literatura (Rincón et al., 

1997). 

Tomando en cuenta la similitud de los macrófagos con las células dendríticas como CPAs, 

es posible pensar que lo que se ha descrito en estas últimas pudiera observase en los 

macrófagos peritoneales. Se ha demostrado en diversas investigaciones que la inducción 

de los distintos fenotipos de células T cooperadoras no depende solamente de una linea de 

células dendríticas sino que existe una dicotomia de éstas (DCl y DC2) con una expresión 

diferencial de moléculas de membrana y con distintos requerimientos para su estimulación 

(Rissoan et al. 1999). Bajo este criterio y con base en los resultados aquí obtenidos, se 

proponen que distintas subpoblaciones de macrófagos interactuaron con los linfocitos T 
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CD4+ vírgenes (Jankovic D. Et al. 2001) para dar lugar al desarrollo de distintos tipos de 

respuestas inmunológicas en las diferentes etapas de la cisticercosis. Por otro lado, se ha 

visto que el estado de activación y maduración de las células dendriticas que tiene como 

consecuencia una producción diferencial de citocinas, son propiedades determinantes para 

la diferenciación de las células T CD4+ vírgenes hacia alguno de los subgrupos celulares 

(Cella et al., 1996). En otros estudios se ha demostrado la existencia de modificaciones 

en el estado de activación de los macrófagos conforme transcurre el tiempo de la infección 

(Terraza et al, 1998; Calderón R., 1999), lo cual se ha visto reflejado no solo en su 

morfología sino en una producción diferencial de moléculas de secreción, confiriéndoles 

capacidades y funciones efectoras distintas que influyen de manera diferencial en el 

desarrollo del cisticerco. Dichas modificaciones pudieron ser resultado de filctores 

intrínsecos de estos mismos fagocitos (i.e. edad o estado de maduración, etc) y/o por 

factores extrínsecos (i.e. cronicidad del estimulo, microambiente de citocinas, secreción de 

productos del propio parásito, etc). En adición, investigaciones recientes sostienen la 

existencia de una activación diferencial (clásica y alternativa) de los macrófagos por la 

acción de citocinas presentes en el microambiente como el lFN-y e IL-4 principalmente 

(Allen et al., 2001) que se diferencian entre si por la expresión de distintas moléculas de 

membrana y de secreción en los macrófagos, mostrando un amplio rango de efectos 

antagónicos en los macrófagos. Con estos antecedentes y según los distintos perfiles de 

citocinas encontrados en los diferentes periodos de la infección en este estudio, existe la 

posibilidad que se estuviesen activando de manera diferencial a estas células. Al observar 

el dominio de IL-12 en etapas tempranas de la infección se puede concluir que los 

macrófagos fueron activados de manera clásica, interactuando con los linfocitos T CD4+ 
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para dar lugar a una respuesta Thl. Por otro lado, el dominio de IL-4 e Il,,-10 durante las 

etapas avanzadas de la infección contribuyó a una activación alternativa en los macrófagos 

que dio lugar a una respuesta Th2. 

Puesto que existen evidencias que la producción de NO es estimulada por el LPS e IFN­

y (activación clásica), entonces este tipo de activación tuvo como importante consecuencia 

la estimulación de macrófilgos (Abbas et al., 1996) hacia un estado microbicida 

promoviendo la producción de compuestos citotóxicos (NO) que impidieron directamente 

el desarrollo y/o eliminación del parásito en contraste de los macrófilgos alternativamente 

activados que se sabe son incapaces de producir NO (propiedad citotóxica). Además, las 

citocinas que inducen la activación alternativa (IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-13) son capaces 

también de inhibir la producción de NO por los macrófagos (McMicking et al., 1997). 

Esto es una importante diferencia entre ambos tipos de fagocitos lo cual tendria un efecto 

evidentemente distinto sobre el número de parásitos en los ratones infectados. Los niveles 

de NO que aquí se describen durante las primeras semanas de la infección fueron elevados 

pero sostenidos durante semanas tardías. Esto sugiere la existencia de mecanismos 

reguladores que frenaron su producción como protección, que de aumentar provocarla 

lesión a los propios tejidos del hospedero. Dentro de estos mecanismos reguladores 

pudiera incluirse la autorregulación que ejerce el NO sobre sí mismo por la presencia de 

niveles elevados de este mismo en el microambiente (Stefimo y Magazine, 2001). 

Tomando en cuenta que las citocinas producidas por macrófilgos tienen un efecto autócrino 

y mediante factores intrinsecos de la propia célula, es posible que se pudieran estar dando 

de manera simultánea tanto una activación diferencial como modificaciones en el estado de 
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activación de los macróf'agos, lo cual llevaría igualmente a una producción diferencial de 

citocinas en los distintos tiempos de la infección con efectos importantes en la 

susceptibilidad y resistencia al parásito. Mediante la transferencia de macrófilgos de 

distintos tiempos de la infección es posible apoyar esta hipótesis. Una importante 

conclusión que surge de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo es la 

evidente participación de los macrófagos en el desarrollo del cisticerco de T. crassiceps. 

Esta afirmación se sustenta principalmente por la observación de un efecto diferencial en la 

velocidad de crecimiento del cisticerco en los distintos grupos de ratones receptores 

después de ocho semanas de infección. Los animales transferidos con macrófagos de 6 y 

8 semanas de infección resultaron ser los mayormente protegidos en comparación con 

aquellos transferidos con macrófagos de otros momentos de la cisticercosis. Esto descarta 

la posibilidad que dicha diferencia en la susceptibilidad y resistencia observada en los 

distintos grupos experimentales haya sido resultado de la participación de los macrófilgos 

residentes únicamente, de otra manera todos los animales transferidos hubiesen mostrado 

un número similar de parásitos entre ellos y niveles semejantes a los grupos control al 

haber transcurrido las ocho semanas de infección. Así como se demostró durante la 

cisticercosis crónica una producción diferencial de citocinas y NO por macrófagos a los 

distintos tiempos de la infección y su relación con el número de parásitos encontrados, al 

observar este mismo fenómeno tras la transferencia de macrófiagos es posible pensar que 

fuese éste el mismo mecanismo que permitió a los macrófagos transferidos y residentes la 

restricción o filvorecimiento del desarrollo del parásito. 

Según nuestros resultados. la diferencia en la velocidad de crecimiento del parásito 

observado en los distintos grupos de ratones receptores pudiera explicarse nuevamente por: 

74 



1) la producción diferencial de citocinas registradas por los macrófilgos peritoneales 

extraídos de los distintos grupos de animales receptores y, 2) la influencia de otras 

citocinas presentes en el ambiente sobre estos fagocitos y otras células del sistema inmune. 

De manera general, al realizar una comparación de la producción de citocinas con respecto 

a los animales control de ocho semanas de infección (C ), se observó un abatimiento en la 

producción de todas las citocinas con excepción del IFN-y. Esta disminución pudiera 

explicarse a diversos sucesos: 1) a una probable pérdida y/o una inhibición en la expresión 

de moléculas de membrana (i.e. receptores entre otras) como consecuencia de la 

transferencia, o bien, 2) a una reacción al cambio de ambiente que disminuyó la capacidad 

respondedora y efectora de estos macrófagos. Además, la IL-12 fue la única citocina que 

mostró un abatimiento total en su producción independientemente del tiempo de infección 

al que pertenecieron los macrófilgos. Era de esperarse que tras ocho semanas de infección 

se registrara una importante disminución de esta interleucina de manera que alcanzara 

niveles parecidos a los obtenidos durante el curso normal de la cisticercosis, por lo que su 

total abatimiento pudiera explicarse mediante el encendido de mecanismos reguladores que 

inhibieron directamente su síntesis. Por tanto al no existir una producción diferencial de 

IL-12 en los distintos grupos de ratones, se puede concluir que la IL-12 no resultó 

responsable directamente de la restricción del cisticerco en este tiempo de la infección tal 

como se sugirió para las semanas iniciales de la cisticercosis crónica. De acuerdo con lo 

anterior, el hecho de que el IFN-y haya sido la única citocina cuyos niveles fueron 

estadísticamente más elevados con respecto a ambos grupos conttol y que coinciden sus 

máximas concentraciones con aquellos grupos mayormente protegidos, entonces se infiere 

que esta citocina participó de manera muy importante en el crecimiento parasitario 

75 



mediante la estimulación de la sintesis de NO. Por otro lado, se esperaría que estas 

concentraciones de IFN-y fueran paralelas a los niveles de IL-12 pues esta última es la que 

promueve su producción. Debido a que estos macrófagos no la produjeron es posible que 

Ja estimulación de dicha producción recayera más en otras citocinas como la IL-2 e IL-18 

que también son inductoras de IFN-y (Marcucci et al, 1982). Debido a que el IFN-y es 

una citocina que no es producida por macrófilgos sino por linfocitos T activados y células 

NK principalmente, se confirma la importante i.nfluencia de este tipo de citocinas presentes 

en el ambiente sobre las células fagocíticas. Esto mismo estaría sugiriendo de nuevo una 

activación clásica de los macrófagos influida por el IFN-y en los grupos de ratones 

mayormente protegidos confirmando la capacidad protectora de una respuesta mediada por 

citocinas Th 1. 

Por otro lado, es posible pensar que el aumento en la susceptibilidad observada en los 

demás grupos con respecto a los mayormente protegidos, pudiera deberse más que a un 

dominio de citocinas Th2 como la IL-6, IL-4 e IL-10, a los niveles de NO directamente. 

Es decir, se observó una correlación entre Jos niveles máximos de NO y la máxima 

protección que se presentó_ en los ratones transferidos con macrófilgos de la sexta y octava 

semana de infección, mientras que los grupos transferidos con macrófagos de 2, 4 y 12 

semanas de infección quienes mostraron un número mayor de cisticercos con valores 

similares entre ellos, coincide no solo con una disminución en la producción de NO sino 

que los niveles producidos de dicho compuesto son altamente parecidos. Lo anterior 

indica una relación inversa entre los niveles elevados de NO con una mínima carga 

parasitaria, mientras que una disminución de este compuesto con un alto número de 

parásitos. Sin embargo, los máximos niveles de NO encontrados en el grupo de ratones 
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transferidos con macrófugos de 8 semanas de infección no coinciden con los niveles 

máximos de IFN-y cuyas concentraciones más altas se observaron en el grupo de ratones 

transferidos con macrófagos de 6 semanas de infección. Era de esperarse que tuvieran 

comportamientos paralelos ya que el IFN-y funciona como uno de los principales 

inductores en la producción de óxido nítrico, lo que pudiera sugerir alguna vía alterna en la 

estimulación de la iNOS aparte de la inducida por el INF-y tal como moléculas secretadas 

por el propio patógeno. 

Con lo descrito en esta investigación, se da una evidencia más del importante papel que 

juegan las citocinas y otras moléculas (i.e. NO) producidas por Jos macrófagos en el 

desarrollo y crecimiento del cisticerco de T. crassiceps, influyendo en el tipo de respuesta 

inmune que se genera en el curso de la cisticercosis debido a la activación o inhibición de 

diversas funciones efectoras como consecuencia de cambios en su estado de activación y/o 

por una activación diferencial inducida por citocinas presentes en el microambiente. 
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12. CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se concluye que: 

1) Los mecanismos que favorecen o restringen el desarrollo del cisticerco de T. 

crassiceps están importantemente influidos por células y moléculas del sistema 

inmune, en particular por los macrófagos. 

2) Los macrófagos peritoneales presentes durante las distintas etapas de la cisticercosis y 

por lo tanto sometidos a la influencia de.un microambiente cambiante en citocinas 

varian la producción de citocinas y óxido nítrico y tienen a su vez un efecto 

diferencial en el desarrollo del cisticerco en animales receptores de dichas células. 

3) La activación diferencial de macrófagos activados tiene una influencia importante en 

el cambio de respuesta observada en los diferentes periodos de la infección. 

4) Los mecanismos restrictivos en contra del parásito se correlacionaron con niveles 

elevados de INF-y y de óxido nitrico, lo que sugiere que los macrófagos clásicamente 

activados participan de manera importante en la respuesta protectora del hospedero. 
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