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una cosa buena, quizá la 
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nada bueno se muere 
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Resumen: Taenia crassiceps es un platelminto endoparásito de la clase céstoda 

que infecta a zorros rojos, lobos y perros, y que se distribuye de manera endémica 

en el hemisferio norte de América, Europa y Asia. Diferentes publicaciones han 

demostrado lo compleja que es la relación del sistema inmunológico del hospedero 

y la infección por T.crassiceps. En estas investigaciones  se ha tratado de terminar 

el papel que juega el sistema inmune en la susceptibilidad o resistencia hacia este 

parásito. En los estados iniciales de la  infección en ratones BALB/c hay una 

respuesta Th1 aguda con altos niveles de IL-2, interferón gamma (IFNγ) y óxido 

nítrico (NO), para posteriormente abrir paso a la infección crónica con un perfil Th2 

caracterizada por una alta secreción de citocinas antiinflamatorias principalmente 

IL4 y IL-13, además, IL-6, IL-9,IL-10, IL-25, IL-33 y TGF-β. La consecuencia de esta 

secreción es la activación y proliferación de linfocitos T con un perfil Th2, y se ha 

sugerido que también de células T reguladoras. En el presente trabajo se infectó 

hembras BALb/C (WT) y STAT1 K.O y  mediante citometria de flujo se analizó al 

linaje mieloide y linfoide en la fase aguda (tres semanas) y la fase crónica (diez 

semanas) así como los marcadores de activación y supresión. Los datos sugieren 

que a lo largo de la infección hay un perfil supresor mediado por linfocitos T CD4+ 

en ratones WT, mientras que en ratones ausente de STAT1, hay un perfil anergico 

mediado por las células NK y los linfocitos T CD8+.  
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1. Introducción. 

   1.1 Taenia crassiceps. 

Taenia crassiceps es un platelminto endoparásito de la clase céstoda que infecta a 

zorros rojos, lobos y perros, y que se distribuye de manera endémica en el 

hemisferio norte de América, Europa y Asia (Lescano et al, 2013)(Willms et al, 

2009).  Los seres humanos son considerados como un hospedero intermedio, 

aunque este tipo de infección es muy rara. La literatura médica solo reporta 10 casos 

hasta el 2011 en pacientes inmunocomprometidos (Lescano et al, 2013).  

 

 
Fig. 1. Morfología de T. crassiceps. Los organismos de la clase céstoda usualmente presentan un 

escólex, un cuello y el estróbilo el cual está dividido en proglótidos que al madurar (un proglótido 

grávido) llevan consigo huevecillos que  salen por la heces del hospedero (Freeman et el en 1962).  

        1.1.2 Ciclo de vida  

La forma adulta de T.crassiceps infecta a zorros, perros, lobos y felinos (hospederos 

definitivos). Este parásito se sitúa en el intestino y posteriormente liberara huevos 

los cuales serán excretados en las heces. Las heces serán devoradas por pequeños 

mamíferos como roedores y conejos (hospederos intermedios), donde  el huevo se 

desarrollará en larva o metacéstodo. El roedor infectado será consumido por 
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depredadores carnívoros, completando el ciclo de vida (Fig. 2) (Lescano et al, 2013) 

y (Willms et al, 2009). 

 
Fig. 2 Ciclo de vida de T. crassicepps. En el hospedero definitivo, madura la forma adulta de 

T.crassiceps y forma a los huevos los cuales salen en las heces y son consumidos por los 

hospederos intermedios, donde se forman los metacéstodos. Posteriormente los hospederos 

intermedios pueden llegar a ser consumidos por los hospederos definitivos (Lescano et al, 2013).  

    1.1.3 Infección.  

En infecciones naturales, la forma adulta de T.crassiceps se aloja en el intestino del 

hospedero definitivo, mientras que el cisticerco se ha encontrado en el tejido 

subcutáneo de roedores, así como en la cavidad pleural y el peritoneo de acuerdo 

a lo descrito por Freeman et el en 1962. 

T.crassiceps tiene una alta tasa de infección así como una gran capacidad de 

reproducción dentro del grupo de invertebrados. Se han encontrado varias cepas 

de T. crassiceps en diferentes hospedadores como Vulpes, Alopex, Canis, Felis y 

Putorius. Además,  se han descubierto diferentes cepas de estados larvales en 

hospederos intermediarios las cuales ayudan a la comprensión del fenómeno de la 

inmunoregulación (Willms et al, 2009). Por otro lado, se ha documentado la 
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neurocisticercosis  mediada por T. crassiceps en tejido cerebral de ratones y gatos 

así como en la medula espinal de algunos primates (Lescano et al, 2013).  

    1.1.4 Cepa ORF 

Los estudios con cepas de metacéstodos de T.crassiceps han resultado de gran 

utilidad para el entendimiento y la investigación en la regulación de la respuesta 

inmune. La cisticercosis causada por T. crassiceps, en particular en el peritoneo en 

donde el parasito se multiplica por gemación, ha sido de interés por los científicos 

para entender el papel de diferentes componentes celulares y moleculares. Se han 

aislado diferentes cepas del parasito; WFU, HYG, KBS y ORF (Ruiz-Monroy et al, 

2013). En 1952, el Dr. Freeman aisló la cepa ORF de larva de T.crassiceps la cual 

mostraba una alta tasa reproducción y además, contaba con una mutación, la cual 

no le permitía al metacéstodo desarrollar el escólex, lo que evita la etapa adulta. 

(Freeman, 1962), (Dorais et al, 1969). Actualmente la cepa ORF es la más 

empleada en experimentación peritoneal en ratones, por su alta capacidad de 

reproducción por gemación (Freeman, 1962), (Ruiz-Monroy et al, 2013). Este 

modelo de cisticercosis ha permitido estudiar aspectos inmunológicos, genéticos y 

hormonales, además ha orientado la investigación de la infección en humanos ya 

que los cisticercos de T. crassiceps y T. solium presentan alta homología, ambos 

estimulan al sistema inmune del hospedero mediante antígenos complejos (Ruiz-

Monroy et al, 2013). 

 

    1.1.5 Respuesta Inmunológica experimental en la infección con 

T.crassiceps 

Diferentes publicaciones han demostrado lo compleja que es la relación del sistema 

inmunológico del hospedero y la infección por T.crassiceps. En estas 

investigaciones  se ha tratado de terminar el papel que juega el sistema inmune en 

la susceptibilidad o resistencia hacia este parásito (Willms y Zurabian, 2009). 

Los parásitos helmintos han desarrollado diferentes mecanismos para evadir la 

respuesta inmune del hospedero, de esta manera el parasito completa su ciclo de 

vida, se desarrolla y prolifera (Peón et al, 2013). Artículos previos donde se publican 

hallazgos en el modelo murino, mencionan que el  sistema inmune es responsable 
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del deterioro de la cavidad peritoneal del del ratón, además en investigaciones de 

cisticercosis experimental recientes, demuestran que en los estados iniciales de la  

infección en ratones BALB/c hay una respuesta Th1 aguda con altos niveles de IL-

2, interferón gamma (IFNγ) y óxido nítrico (NO), para posteriormente abrir paso a la 

infección crónica con un perfil Th2 o anti-inflamatorio dominante, el cual promueve 

directamente la susceptibilidad hacia el parasito (Willms y Zurabian, 2009) (Terrazas 

et al, 1998)(Peón et al, 2013). Entonces, durante la infección con T. crassiceps, la 

respuesta tipo Th2 está caracterizada por una alta secreción de citocinas 

antiinflamatorias principalmente IL4 y IL-13, además, IL-6, IL-9,IL-10, IL-25, IL-33 y 

TGF-β. La consecuencia de esta secreción es la activación y proliferación de 

linfocitos T con un perfil Th2, y se ha sugerido que también de células T reguladoras 

(Tregs) con un fenotipo supresor, así como de células mieloides donde destacan los 

macrófagos activados por la vía alternativa (Peón et al, 2013)(Adalid-Peralta et al, 

2021).  

 

Fig. 3 Respuesta inmunológica ante T. crassiceps. Tras la infección hay una respuesta Th1 o 

inflamatoria donde activaran células del sistema inmune como los macrófagos activados por la vía 

clásica. Posteriormente de acuerdo a las investigaciones previas, habrá un cambio a una respuesta 

Th2 dando paso a citocinas antiinflamatorias y a células como los macrófagos alternativamente 

activados  (Peón et al, 2013). 
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1.2 Linfocitos T supresores 

     1.2.1 Células T reguladoras (Tregs)  

En los últimos años se ha investigado la participación de las células Tregs y su 

relevancia en la inmunomodulación causada por la infección de T.crassiceps. Esta 

subpoblación de linfocitos que presenta un fenotipo CD4+CD25+Foxp3+ y funge un 

papel primordial en el control de la respuesta inmunológica por diferentes 

mecanismos (Ruiz-Monroy et al, 2013).  

Esta pequeña subpoblación de Linfocitos T CD4, expresa de manera constitutiva la 

molécula CD25 que es la cadena alfa del receptor para la IL-2, una citocina 

necesaria para la activación y proliferación de los linfocitos (Chavez-Sanchez et al, 

2017). Además, uno de los descubrimientos más importantes fue la identificación 

de Forkhead box P3 (Foxp3), un factor de transcripción que participa en el desarrollo 

y función de las células Tregs humanas y murinas. Hoy en día Foxp3 es reconocido 

como el gen maestro controlador de las células Tregs y además es el principal 

marcador molecular de esta subpoblación (Hori y Sakaguchi, 2003)(Parias et al, 

2010)(Fontenot et al, 2003). Las células T reguladoras que originalmente se 

diferenciaron en el timo,  se les llama células Tregs Naturales (nTregs), aunque 

algunos autores proponen definirlas como células Tregs timicas (tTregs). El 

desarrollo de la células tTregs depende de la selección en el timo originando una 

célula con fenotipo estable, expresión del factor Foxp3 y una actividad supresora 

constitutiva (Chavez et al, 2017). En 1995 Sakaguchi y colaboradores, demostraron 

en su amplio estudio sobre las células T reguladoras que estas constituyen entre el 

5% al 10% de células T CD4+ en sangre periférica en ratones adultos sanos. 

 

    1.2.2 Mecanismos de Supresión  

Diferentes investigaciones han establecido el papel de las células Tregs, el cual es 

mantener la tolerancia inmunológica así como evitar enfermedades autoinmunes. 

Las Tregs suprimen a los linfocitos CD4+ y CD8+, así como su producción de 

citocinas, también suprimen la producción de anticuerpos por las células B y la 

función de otras células, como NK y células dendríticas. Los mecanismos de acción 

de las Treg han sido agrupados principalmente en: supresión por contacto, 
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supresión por citocinas y supresión por disrupción metabólica (Dario A,A. et al 

2008)(Olguín et al 2021).  La supresión por contacto necesita de la interacción célula 

con célula, dicho proceso incluye moléculas que las células Tregs expresan en su 

superficie como son LAG3 y CTLA-4 que al interactuar con sus ligando en la célula 

blanco interfieren en el desarrollo y la proliferación celular (Chavez et al, 2017). En 

cuanto a la supresión por  citocinas, las células Tregs pueden suprimir las respuesta 

inmune secretando citocinas en el medio como IL-10., IL-35 y TGF-β. La IL-10 es 

una citocina antiinflamatoria que disminuye la expresión de moléculas 

coestimuladoras en la celula dendrítica (DC). Por otro lado, TGF-β es una molécula 

pleiotrópica que en estudios in vitro se asocia con la supresión de linfocitos T 

efectores y linfocitos citotóxicos (Guzman-Flores et al, 2013). Finalmente, la 

supresión por disrupción metabólica hace referencia a que las células Tregs 

expresan con alta afinidad el receptor de la IL-2, esto hace que consuman esta 

citocina del medio; al “secuestrar” a la IL-2, la célula Treg interrumpe con el 

desarrollo de células efectoras (Dario A,A. et al 2008) (Sánchez-Barrera et al, 2022).  

 

1.3 Células mieloides supresoras  

Las células supresoras de origen mieloide (MDSC) fueron descritas en 

enfermedades inflamatorias agudas, principalmente en cáncer. Sin embargo, en 

estudios posteriores también se encontraron presentes en enfermedades 

autoinmunes e infecciones. Son un grupo heterogéneo de células mieloides que se 

pueden diferenciar en granulocitos, macrófagos y células dendríticas. Este grupo de 

células han sido caracterizadas con marcadoras de origen mieloide: Gr-1+ y 

Macrophage-1 antigen (Mac-1) en roedores, mientras que en humano son CD33+ y 

CD11b+. Estas células tienen un papel muy importante en la disminución de la 

inflamación exacerbada (Gimeno et al, 2011)(Becerra-Díaz, 2015).  En ratones se 

ha establecido dos subpoblaciones de MDSC de acuerdo a la expresión de los 

epítopos de Gr-1: granulocitos CD11b+Ly6G+Ly6Clow y los monociticos 

CD11b+Ly6G- Ly6Chigh ambos tipos celulares son capaces de suprimir la respuesta 

de las células T, sin embargo, solos las MDSC monocíticas se pueden diferenciar 
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en macrófagos y células dendríticas maduras (Hayle et al, 2012). Asimismo, las 

células mieloides granulocíticas se diferencian en neutrófilos.  

 

    1.3.1 Macrófagos alternativamente activados.  

Los macrófagos son células mononucleares, fagocíticas de origen mieloide que 

tienen un papel fundamental en la respuesta inmune. Ha sido bien establecido que 

el microambiente, los antígenos microbianos, junto con las células T efectoras y las 

citocinas que producen influyen en el estado de activación de estas células 

(Becerra-Díaz, 2015). 

La caracterización de los macrófagos clásicamente activados (caMφ) se define por 

la inducción de moléculas microbianas inflamatorias como los lipopolisacáridos, así 

como un microambiente tipo Th1 con altos niveles de IFN-γ y TNF-α. Estos 

macrófagos contribuyen a la respuesta inflamatoria, además son productores de 

óxido nítrico, tienen una alta expresión del MHC tipo II y CD86 así como una gran 

capacidad de presentación de antígeno (Noël et al, 2004).  

Por otro lado, los macrófagos alternativamente activados (aaMφ) están presentes 

en la fisiología del organismo, en la homeostasis y en la reparación tisular. 

Asimismo, se ha demostrado su participación en alergias, fibrosis y en infecciones 

parasitarias con helmintos (Becerra-Díaz, 2015).  

En la infección causada por T.crassiceps, durante las primeras 4 semanas hay una 

respuesta Th1 y M1, donde posteriormente existe un cambio inducido por el parasito 

hacia un perfil Th2 con altos niveles de IL-4, IL-13, IgG1, IgE. Este cambio de 

microambiente estimula a los aaMφ a producir PGE2 e IL-6, así como bajos niveles 

de NO e IL-12. Todo lo anterior beneficia el desarrollo del parásito. Hay estudios 

que indican que estos macrófagos están relacionados con la susceptibilidad o 

resistencia a la infección a través de la activación de factores de transcripción como 

STAT6, sin embargo, aun no está se está dilucidando el papel de esta población 

(Noël et al, 2004)(Hayle et al, 2012).  
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1.4 Inmunosupresión.  

1.4.1 Anergia 

El agotamiento celular es un estado de hipoactividad en las células T,  caracterizado 

por una baja producción de citocinas, y moléculas citotóxicas, baja expresión de 

receptores de activación y una alta expresión de receptores inhibidores de la 

activación. Al principio este fenómeno se estudió en infecciones virales, pero 

actualmente se ha identificado en infecciones bacterianas, parasitas y cáncer. La 

anergia en linfocitos T CD4+ y CD8+ ha sido definida por la alta expresión de 

receptores, en específico: PD-1, LAG-3, TIM-3, CTLA-4, 2B4, BTLA y CD160 (Splitt 

et al, 2018).  

 

 1.5 PD-1 

Programmed cell death protein 1 (PD1 o CD279), es un receptor que se describió 

en la células T activadas mediante la vía presentación de antígeno y TCR. Es un 

inhibidor muy importante y único debido a la amplia gama de funciones de sus 

señales reguladoras en la homeostasis inmunológica, tolerancia, infecciones 

crónicas y cáncer (Sharpe et al, 2018). PD-1 regula negativamente tanto a la 

respuesta inmune innata como adaptativa, ya que es expresada en linfocitos T 

activados, natural killer (NK), linfocitos B, macrófagos, células dendríticas (DCs) y 

monocitos (Han et al, 2020).  

 

       1.5.1 Estructura 

PD-1 y sus ligandos pertenecen a la familia de receptores B7/CD28/CTLA-4 los 

cuales son glicoproteínas tipo 1, de 55 KDa formada de 288 aminoácidos con un 

dominio extracelular tipo inmunoglobulina (IgV-like), un dominio unido a la 

membrana y una cola citoplasmática con dos tirosin-cinasa en la base (Han et al, 

2020) (M. Zak et al, 2017).  

La proteína PD-1 esta codificada en el gen Pdcd1 localizado en el cromosoma 2 

humano y en el ratón en el cromosoma 1 (Vargas-Rojas et al, 2008).   Los estudios 

de la estructura de PD-1 (específicamente en relación con su ligando PD-L1/2) 

siguen siendo de interés debido a su participación estrecha con el progreso de 
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diferente tipos de cáncer. Por ejemplo, la interacción de PD-1 y su ligando permitió 

el desarrollo de moléculas moduladoras que se unen a PD-L1 inhibiendo el complejo 

PD-1/PD-L1 in vitro, demostrando que este complejo forma una interfaz estructural 

muy similar a la interfase de los dominios Fv de la unión al antígeno de los 

anticuerpos y a la del receptor de linfocitos T (TCR) con el MHC. 

    1.5.2 Señalización y ligandos de PD1 

Se han descrito dos ligandos: PD-L1 (CD274; también conocido como B7-H1) y PD-

L2 (CD273; también denominado B7-DC), ambos son glicoproteínas 

transmembranales tipo 1 con dominios extracelulares tipo IgC e IgV (Vargas-Rojas 

et al, 2008). La expresión de PD-1 y de sus ligandos se han descrito en diferentes 

tipos celulares de la respuesta inmune innata y adaptativa; PD-L1 se expresa 

constitutivamente en linfocitos T y B, macrófagos y células dendríticas (Patsoukis et 

al, 2020) (Vargas-Rojas et al, 2008). Por otro lado, la expresión de PDL2 se restringe 

a células dendríticas, macrófagos, y células B. Ambos ligandos son inducidos por la 

estimulación en un microambiente inflamatorio (Sharpe et al, 2018).  

 

Mucho de lo que actualmente se sabe de la señalización de PD-1, es gracias al 

estudio de las células T activadas. PD-1 tiene dos motivos tirosin en el dominio 

citoplasmático que cuando se unen con su ligando, se fosforilan formando 

Tirosinfosfatasas (PTPs) como SHP2. Estas últimas inactivan cinasas, lo cual 

antagoniza las señales positivas  que ocurren cuando se activa el TCR y CD28 

afectando la señal rio debajo de proteínas activadoras como PI3K-AKT, RAS 

cinasas ERK, VAV; dando como resultado la disminución de la activación de la 

células T, su proliferación, sobrevivencia, producción de citocinas y alteración del 

metabolismo (Vargas-Rojas et al, 2008)(Sharpe et al, 2018). Al activarse la 

señalización de PD-1 por sus ligandos, hay una señal intracelular la cual resulta en 

la baja producción de citocinas como los interferones, el TNF y la IL-2, lo cual se ve 

reflejado en la proliferación celular, la diferenciación y sobrevida celular (Vargas-

Rojas et al, 2008). 
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Fig. 5 Estructura de PD-1 en el linfocito T, uniéndose a sus ligandos PDL-1 y PDL-2 en la célula 

presentadoras de antígeno (Sharpe et al, 2018).  

 

1.6 TIM-3 

T-cell immunoglobulin and mucin domain 3 (TIM-3) es un receptor transmembranal 

tipo 1, la cual fue originalmente descrita y utilizada como marcador en linfocitos 

CD4+ cooperadores (Th1) y en linfocitos T CD8+ citotóxicos. Sin embargo, hoy se 

sabe que también ésta molécula esta expresada en células Tregs, Natural Killers 

(NK), monocitos, macrófagos y células dendríticas (Joller et al, 2017) (Banerjee et 

al, 2018).  

Inicialmente los estudios de TIM-3 demostraron que la ausencia de esta molécula 

generaba alta tasa de enfermedades autoinmunes, por lo tanto, se sugirió como un 

regulador de la respuesta inmune. A menudo, a TIM-3 se le designa como un 

receptor “Checkpoint” y como un marcador de agotamiento celular, sin embargo la 

discusión sigue ya que la función de esta molécula va de la mano con el contexto, 

el tejido y la patología en particular (Banerjee et al, 2018). 

       1.6.1 Estructura 

TIM-3 pertenece la súper familia de las Ig; tiene un N-terminal y un dominio IgV 

seguido de un dominio tipo mucina que tiene sitios donde se realiza glicosilación, 

después tiene su dominio transmembranal. El C-terminal se encuentra en el 

citoplasma con residuos de tirosina los cuales serán fosforilados en la señalización 
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de esta molécula (Banerjee et al, 2018)(Zhang et al, 2018). En estudios recientes, 

el dominio C-terminal y los residuos de tirosina tienen un papel considerable en la 

regulación de la señalización (Joller et al, 2017).  

      1.6.2 Señalización y ligandos de Tim3 

TIM-3 actúa como regulador negativo de la respuesta Th1 y de la respuesta 

citotóxica. Como se mencionó en el apartado 1.6.1 estructura, la cola en la región 

del C-terminal no tiene una señal inhibitoria, pero conserva cinco residuos de 

tirosina de los cuales dos están fosforilados y son necesarios para unirse a la 

proteína intracelular Bat3. Esta unión promueve señales inhibidoras rio abajo. Por 

otro lado y de manera contraria, cuando hay ausencia de ligandos en TIM-3, los 

residuos de tirosina no se fosforilan, dejando inactivo a Bat3, permitiendo las 

funciones y la señalización de los linfocitos T. El descubrimiento de TIM-3 trajo la 

identificación de la familia de genes y proteínas TIM (TIM-1, TIM-3 y TIM-4) las 

cuales se conservan en ratón y en humanos (Joller et al, 2017)(Sabatos et al, 2003).  

Se han descrito 4 ligandos para TIM-3: Galectina 9 (GAL-9), high-mobility group 

protein B1 (HMGB1), carcinoem- bryonic antigen cell adhesion molecule 1 

(CEACAM-1) y fosfatidilserina (PTDSer). GAL-9 y CEACAM-1 al unirse con TIM-3, 

generan la fosforilación de los residuos de tirosina, activando a Bat3 y regulando 

negativamente las funciones de las células T, incluso induciendo apoptosis a 

linfocitos T CD4+ (Th1) (Joller et al, 2017).  La interacción con el ligando PTDser 

tiene un papel en la eliminación de cuerpos apoptóticos y en la presentación de 

antígenos “cruzada”, sin embargo la afinidad con TIM-3 es baja a comparación de 

las otras moléculas. Finalmente,  HMGB1 se expresa por las CD infiltradas en los 

tumores, por lo que TIM-3 compite por la unión con HMGB1 y así reduce el 

transporte de ácidos nucleicos a los endosomas, aminorando la respuesta inmune 

hacia el tumor (Banerjee et al, 2018). 
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Fig. 6 Estructura de TIM-3. Sus tres ligandos Galectina 9, HMGB-1 y fosfatidilserina.  

 

1.7 STAT1 (Signal Transducer and Activator of Transcription 1) 

La vía de señalización de STAT1 parte de la activación por receptores en la 

membrana celular y en consecuencia por la  fosforilación constante rio abajo, lo que  

activa genes de transcripción en el núcleo. STAT1 es un factor de transcripción vital 

en la respuesta inmunológica adecuada ante diferentes antígenos. STAT1 Es un 

punto importante y principal en la señalización del IFN-γ, una citocina vital en la 

respuesta inflamatoria (Becerra-Diaz, et al, 2011). Hay pocas investigaciones de la 

participación de STAT1 en infecciones por helmintos, sin embargo, dado que estas 

vías participan en la activación en la respuesta inmune, hay evidencia de que varios 

parásitos modulan la actividad de esta vía. Por ejemplo, los promastigotes de 

Leishmania donovani inhiben a la IL-12, que es un inductor importante del IFN-γ, 

además interfiere en los mecanismos de señalización como la fosforilación de JAK1 

y 2 así como de STAT-1α (Becerra-Díaz, 2015)  
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1.7.1 Familia STAT 

La familia STAT es un grupo de proteínas citoplasmáticas que tienen la función de 

factor de transcripción. Fue descrita en los años 90`s y está constituida por 7 

miembros: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b y STAT6. (Seavey et 

al, 2012). Presentan 5 dominios: el dominio de dimerización, Coiled-coil, el domino 

de unión al DNA, SH2 y el dominio de transactivación . Su papel en la transcripción 

empieza cuando forman homodímeros y heterodímeros entre ellos,  se translocan 

al núcleo, se unen a secuencias especificas del DNA y promueven la expresión 

génica. La dimerización es posible cuando las proteínas STAT son fosforiladas rio 

arriba a causa de la estimulación de citocinas y su receptor. (Becerra-Diaz, et al, 

2011) (Mogensen T.H, 2019).  

 
STAT Citocina 

STAT1 IL-2, IL-6, IL-10, IFN- , IFN- , IFN- , 
 IL-27  

STAT2 IFN-aFN-2 ILb � 
 

STAT3 LIF, IL-10, IL-6, IL-27, hormona de 
crecimiento.   

STAT4 IL-12  

STAT5 a/b Prolactina, hormona del crecimiento, 
Trombopoyetina.  
 

STAT6 IL-4, IL-13  
 

Tabla 2. Miembros de la familia STAT y las citocinas y factores se señalizan (Seavey et al, 

2012). 

La familia STAT participa en las vías de señalización necesarias en la respuesta 

inmunológica, promoviendo la secreción de más interleucinas y factores de 

crecimiento, suscitando la migración y la diferenciación de las células del sistema 

inmune. (Becerra-Diaz, et al, 2011).   

 

        1.7.2 Señalización del IFN-γ dependiente de STAT1 

La vía JAK/STAT se caracterizó primero en los interferones tipo I, señalando la 

importancia que esta vía tiene en la respuesta inmune contra los virus. 
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Posteriormente se estableció que la señalización mediada por el IFN-γ también era 

dependiente de las vías de la familia STAT y estaba presente en células T activadas 

y células natural killer (NK) fungiendo un papel antiviral y antitumoral, además actúa 

como regulador en la activación de otras células como macrófagos (Au-Yeung et el, 

2013)( Ramana et al, 2002). El IFN-γ interactúa con su receptor compuesto de dos 

subunidades IFNGR1 y IFNGR2. El receptor induce la oligomerizacion y activación 

de la Janus cinasas (JAK1 y JAK2) y este sirve como sitio de acoplamiento para 

STAT1. Al fosforilarse STAT1 en la tirosina 701, se dimeriza a través de homología 

Src-2 para translocarse al núcleo y regular la expresión génica uniéndose a 

secuencias GAS en los promotores de genes reguladores de IFN-γ (Ramana et al, 

2002). 

STAT1 es crucial en la señalización del IFN-γ interviniendo en el desarrollo y 
regulación de la respuesta Th1 o respuesta inflamatoria. Sin embargo, como se 
mencionó antes, existe evidencia que indica la participación de mecanismos 
inflamatorios principalmente al inicio del desarrollo de la infección, lo que podría ser 
de relevancia en así como en el ciclo de vida del helminto (Becerra-Diaz, et al, 2011), 
así como en la sobrevida del hospedero. 

1.7.3 Ratones deficientes de STAT-1 en la infección con Taenia crassiceps. 
De acuerdo con investigaciones directas durante la infección por T. crassiceps en 

ratones deficientes de STAT-1, existe una modulación negativa en la respuesta a 

IFN-γ la disminuir la capacidad de fosforilar a STAT-1 (Becerra-Díaz et al, 2014).  

Además, los ratones STAT-1 K.O desarrollan una menor carga parasitaria que los 

ratones control lo cual se concluye en que los ratones deficientes de STAT-1 son 

resistentes a la infección (Becerra-Díaz et al, 2014). 

También en el modelo STAT1-/- se altera en reclutamiento celular en la cavidad 

peritoneal del ratón después de las 8 semanas de infección, donde  las células eran 

de menor tamaño y en menor cantidad (Becerra-Díaz et al, 2014)(Becerra-Díaz et 

al, 2021).  
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2. Antecedentes directos 

La relación entre el sistema inmune del hospedero y T. crassiceps ha sido 

ampliamente estudiada. En nuestro grupo de investigación se han llegado a 

conclusiones importantes respecto a la relación entre el grupo de factores de 

transcripción STAT, la ausencia de STAT1 durante la infección con este parasito y 

la susceptibilidad o resistencia que genera. EN 2011 Becerra-Díaz y colaboradores 

repostaron la estrecha relación que hay entre STAT1, STAT4 y STAT6 en las 

infecciones con helmintos, donde hicieron hincapié en la escasa información que 

había sobre STAT1 en infecciones parasitarias. En 2015, Becerra-Díaz publico una 

tesis doctoral donde analizaba el papel de STAT1 en respuesta a la infección con 

Taenia crassiceps en la cual podemos resaltar dos conclusiones que mas adelante 

se abordaran; el reclutamiento mediado por CCR2 en ausencia de STAT1 en 

macrófagos y la expresión de PDL2 en macrófagos durante la infección, además de 

manera interesante reporta que la infección crónica induce una disminución de la 

fosforilación de STAT1 en macrófagos del peritoneo en cepa BALB/c.  

3. Justificación  

Hoy en día se sabe que las infecciones por parásitos helmintos aumentan año con 

año, por lo que es considerado un problema de salud publico. La capacidad de estos 

para inducir una respuesta anti-inflamatoria (Th2) es ampliamente reportada y estos 

estudios han servido para entender el complejo funcionamiento del sistema 

inmunológico.  

STAT1 es un factor de transcripción en la vía canónica de la respuesta inflamatoria 

(Th1) por lo que al tener un modelo ausente de este, podremos estudiar su 

participación en los procesos de inmunoregulacion en células mieloides y linfoides.  

4. Objetivos e Hipótesis. 

Hipótesis 

Debido a que los parásitos helmintos como  Taenia crassiceps modulan el sistema 

inmunológico de su hospedero, la ausencia del factor de transcripción STAT1 tendrá 

un efecto sobre los mecanismos de inmunosupresion durante la infección.  
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Objetivo general 

Analizar los perfiles de las poblaciones celulares y si estos muestran un fenotipo 

anergico o supresor durante la infección por Taenia crassiceps en ausencia del 

factor de transcripción STAT1. 

Objetivos particulares 

• Infectar ratones con un peso minimo de 18 gr con 10 metacestodos de Taenia 

crassiceps   

• Determinar el estado de salud de los ratones mediante el registro de los 

pesos durante las semanas de infeccion  

• Analizar al linaje mieloide, F480+ y Gr1+ mediante citometria de flujo asi 

como sus marcadores: CCR2+, PDL1+, Gal9 y MHCII, en peritoneo.  

• Analizar a la población de células T reguladores en sangre periférica 

mediante citometria de flujo  

• Analizar a las células NK (CD49b+CD94+), las células B (CD19+) y los 

linfocitos T CD3+ y sus marcadores de activación: CD25+, PD1+ y TIM3+ 

mediante citometria de flujo en peritoneo.  

• Analizar a las células T reguladoras, T CD4+ y CD8+, con sus marcadores 

CD25, PD1 y TIM3+ en peritoneo mediante citometria de flujo.  

• Analizar el el estado de anergia o supresión de los linfocitos CD4+ y CD8+ 

mediante un ensayo de proliferación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 26 

5. Materiales y métodos. 

    5.1 Animales.  

5.1.1  Ratones.  

Se utilizaron ratones hembras transgénicos BALB/c-Foxp3EGFP y dobles 

transgénicos STAT-1 Knock-out (KO)/Foxp3EGFP Knock- in. Ambas cepas expresan 

la proteína verde fluorescente después del promotor Foxp3 y también ambas cepas 

fueron donadas   por el Dr. Rafael Saavedra Durán del Instituto de Biomédicas, 

UNAM.  

Los ratones se utilizaron de entre 6 a 8 semanas de edad y con un peso de entre 

18 y 20 g. Todos los ratones se mantuvieron es condiciones ideales y controladas, 

con agua y alimento estéril ad-libitum en el bioterio de FES Iztacala.  

  5.2 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR).  

5.2.1 Extracción de DNA de cola de ratón.  

Para asegurar que los ratones tienen un genotipo STAT-1 Knock-out (KO) se cortó 

un fragmento de cola de aproximadamente 1cm y se colocó en un tubo de 1.5 ml 

con 500 ul de buffer de lisis (Anexo 1) y 10 ul de proteinasa K (Ambion™). Después 

la muestras se incubaron a  56ºC durante toda la noche y en agitación en el Thermo-

Shacker MC. Las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm por 10 minutos.  

Posteriormente se recuperó el sobrenadante en un tubo de 1.5 ml nuevo, se 

agregaron 500 ul de isopropanol frio y después se mezcló por inversión. A 

continuación, la muestra se centrifugó a 12,000 rpm por 10 minutos y se decantó el 

sobrenadante. El pellet se resuspendió en 1ml de etanol al 75% y se centrifugó a 12 

000 rpm por 10 minutos. El pellet se resuspendió en 1ml de etanol al 85% o 90% y 

se volvió a centrifugar a 12,000 rpm por 10 minutos. Se decantó el sobrenadante de 

la muestra y se dejando secar durante 1 hora. Finalmente se agregaron 100 ul de 

agua grado molecular estéril.  
5.2.2 Cuantificación de DNA 

Se cuantificaron los nanogramos de DNA presentes en 1 ul de cada muestra en el 

NanoPhotomer® NP80 (IMPLEN) del laboratorio Nacional en Salud de la FES Iztacala.   
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5.2.3 PCR 

Se uso un Kit de PCR Taq DNA Polymerase 2x Master Mix RED (Ampliqon/ KAPA 

Biosystems). Se tomaron 200 ng de DNA de cada muestra y los primers (Tabla 2) 

en un volumen final de 25 ul.  Las muestras de amplificaron en un termociclador 

(applied biosystem 2720 by life technologies) de acuerdo con los ciclos descritos en 

la tabla 3.  
5.2.4 Geles de agarosa  

Los amplicones se revelaron en un gel de agarosa al 1.2% con 1.5  ul de Bromuro 

de Etidio. Después de colocar las muestras en el gel, se corrieron en una cámara 

de electroforésis a 100 Volts por 45 minutos. Las bandas se leyeron en el sistema 

Gel Doc EZ imaginer (BIO-RAD) y la imagen se analizo en el programa Image Lab.  
 

Gen Secuencia del Primer (5’---3`) 

TM 

(Temperatura 

de alineación)   

Amplicon  

(Peso 

molecular) 
STAT-1R (WT) CTGATCCAGGCAGGCGTT 

57ºC 

172 pb 

STAT-1F  TAATGTTTCATAGTTGGATATCAT  172 pb 

NEOR STAT-1 GAGATAATTCACAAAATCAGAGAG  275 pb 

Tabla 3. Primers utilizados en el PCR para el genotipo de los ratones STAT-1 K.O 

 

Proceso  Temperatura  Tiempo Ciclos  

Desnaturalización  

Inicial  

95ºC 2 minutos 1 ciclo 

Desnaturalización  95ºC 30 segundos  33 ciclos 

Alineación 56ºC 30 segundos  

Elongación  72ºC 30 segundos  

Elongación final  72ºC 5 minutos  1 ciclo 
Tabla 4. Ciclos configurados en el termociclador para la PCR de los ratones STAT-1 K.O 

 

   5.3 Parásitos e infección. 
5.3.1 Obtención de metacestodos de Taenia crassiceps e infección 

Se obtuvieron los metacestodos de T. crassiceps en condiciones estériles, de la 

cavidad peritoneal de ratones con ocho semanas de infección, los cuales se lavaron 
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con solución salina estéril en un tubo de 50 ml, posteriormente se seleccionaron 10 

metacéstodos   de entre 1 y 3 mm de tamaño , se resuspendiéndolos en una jeringa 

de 1ml (BD Plastipack®) para infectar a otros ratones de entre 6 y 8 semanas de 

edad.  
5.3.2 Conteo de metacestodos de T. crassiceps 

Una vez que los metacéstodos se obtuvieron, se recuperó una muestra 

representativa de 10 ml en una caja Petri para su conteo . Al finalizar, el número 

obtenido en la muestra se multiplicó por el volumen final que se obtuvo. Esto se hizo 

por cada ratón infectado de manera individual, por duplicado.  

    5.4 Células. 

5.4.1 Obtención de células de peritoneo.  

Tanto en la fase aguda (3ª semana) y la fase crónica (8ª semana), se extrajeron del 

ratón las células del peritoneo inyectando y extrayendo solución salina estéril de la 

cavidad peritoneal,. Las células se colocaron en tubos de 15 ml, los cuales se 

centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos descartando el sobrenadante. El pellet 

se resuspendió en 1 ml de solución de lisis para eliminar eritrocitos. Una vez lavadas 

las células, se resuspendieron en buffer BD FACS Flow. 
5.4.2 Conteo de células.   

Las células se contaron por exclusión, a través del colorante azul tripano, haciendo 

una dilución 1:10, con la ayuda de un contador automatizado Countless II FL 

(ThermoFisher).  

   5.5 Citometría de flujo 

5.5.1 Inmunofluorescencia de células de peritoneo. 

Se tomaron 1+10- de células de peritoneo y se colocaron en tubos de 1.5 ml. 

Posteriormente se adicionaron los anticuerpos de interés (Ver tabla 1). Las muestras 

se incubaron por 30 min, en una temperatura de 4º y en oscuridad. Se agregó a 

cada muestra 1ml de buffer BD FACS Flow se centrifugó a 1500 rpm durante 5 

minutos, se decantó el sobrenadante y se resuspendió en 300 ul de buffer BD 

FACSFlow.  Finalmente las muestras se analizaron de manera inmediata en el 

citometro Attune NxT (ThermoFisher).  
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5.5.2 Inmunofluorescencia de sangre.  

Posterior a la infección de los ratones por T. crassiceps, en la semana 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7 y 8 se tomó una muestra de sangre de los ratones infectados y control, para lo 

cual, se inmovilizó al ratón, se le cortó la punta de la cola y con las manos se oprimió 

para extraer la sangre (aproximadamente 3-4 gotas) se coloco en un tubo de 1.5ml 

con 10 ul de EDTA. Las muestras se mantuvieron en frio. 

Las muestras de sangre se tiñeron con los anticuerpos respectivos descritos en la 

tabla 1 incubando por 30 min a 4º y en oscuridad. Después de este tiempo se agregó 

1 ml de buffer FACS Flow,  se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos y se 

decantó el sobrenadante. A continuación, se agregaron 500 ul de buffer de lisis por 

5 minutos. Posteriormente se agregó 1ml de buffer BD FACSFlow para detener la 

reacción, se centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos y se decantó el sobrenadante. 

Finalmente se agregaron 300 ul de buffer BD FACSFlow y las muestras se 

analizaron inmediatamente en el citómetro Attune NxT (ThermoFisher). 
 

Anticuerpos  

Inmunofluorescencia de células de peritoneo.  

Anticuerpo.  Fluorocromo  Clona  Marca 

Linaje mieloide 

α-F480 APC BM8 Biolegend  

α-Gr1 BV605 RB6-8L5 Biolegend  

α-CCR2 FITC SA203611 Biolegend  

α-PDL2 PE TY25 Biolegend  

α-Gal9 PerCP R69-35 Biolegend  

α-MHCII APC/Fire M5/114.5 Biolegend  

Linaje linfoide 

α-CD49b P.B DX5 Biolegend  

α-CD94 PECy7 18dE Biolegend  

α-CD19 RF710 1D3 TONBO biosciences 

α-CD3 PerCP 145-2C11 Biolegend  

α-CD4 BV421 GK 1.5 Biolegend  
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α-CD8 BV605 53-6.7 Biolegend  

α-CD25 BV711 PC61 Biolegend  

α-PD-1 PE J43.1 TONBO biosciences 

α-TIM-3 APC RMT3-23 TONBO biosciences 

Inmunofluorescencia de sangre.   

α-CD4 APC GK 1.5 Biolegend 

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en la Inmunofluorescencia de células de peritoneo y de 

sangre.  

 

 5.6 Ensayo de proliferación  

Una vez sacrificados los ratones, de los grupos experimentales WT control, WT 

infectado fase aguda, WT infectado fase crónica, STAT1 KO control, STAT1 KO 

infectado fase aguda y STAT1 KO infectado fase crónica se sortearon 

específicamente linfocitos CD4+ y CD8+ de peritoneo, con ayuda del citometro BD 

FACSAria fusion del laboratorio nacional en salud de FES Iztacala.  

Se uso 1µl en 1ml de salina del colorante CellTrace™Violet Cell Proliferation Kit 

(5µM) para la cantidad de 30 millones de células. Se realizó el calculo para el 

numero de células sorteadas y se agrego el colorante. Se mantuvieron las muestras 

a temperatura ambiente durante 20 minutos, en oscuridad y con repetida agitación. 

Después se le agregó 5 volúmenes de suero fetal bovino (ver apartado de 

soluciones) sin generar burbujas, se centrifugó 5 minutos a 1500 rpm. Se decantó 

en la campana de flujo laminar y se agregó 5 ml de salina. Se centrifugó 5 minutos 

a 1500 rpm, se decantó y se agregó 1 ml de medio RPMI (ver apartado de 

soluciones).  

En una placa para cultivo de 96 pozos donde se agregó previas 24hrs α-CD3 (para 

cultivo celular), se agregó 200 ul de las muestras por pozo y se cultivaron las células 

durante 72hrs en una incubadora de O2.  

Posteriormente se colocaron las muestras en tubos de 1.5 ml. Se adicionaron los 

anticuerpos α-CD4 y α-CD8. Las muestras se incubaron por 30 min, en una 

temperatura de 4º y en oscuridad. Se agregó a cada muestra 1ml de buffer BD FACS 

Flow se centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos, se decantó el sobrenadante y se 



 31 

resuspendió en 300 ul de buffer BD FACSFlow.  Finalmente las muestras se 

analizaron de manera inmediata en el citometro Attune NxT (ThermoFisher).  

5.7 Programas utilizados  

Las muestras adquiridas en el citometro de flujo Attune NxT se capturaron con el 

software Attune, y el posterior análisis de las muestras obtenidas en dicho citómetro 

se procesaron en el software FlowJo v12 donde se obtuvo el porcentaje de las 

células de interés. 
 

  5.8 Análisis estadístico.  

Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de un factor seguido por una 

prueba de múltiples comparaciones de Tukey. Con el programa Prism Graph PAD. 

Consideramos el valor de p: *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001.  
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6. Resultados. 
6.1 Genotipo del ratón ./0/1%/% 

Como se indicó en materiales y métodos, para verificar que los ratones eran 
deficientes de STAT1, se realizó un PCR punto final. Los ratones WT amplificaron 
la secuencia codificante para STAT1 mientras que los ratones knock out 
amplificaron la secuencia correspondiente al casete de neomicina, lo que confirma 
que son ratones deficientes de STAT1 (Fig. 1). 
 

 
Figura 1. Los ratones knock out amplificaron la secuencia correspondiente al Neo casete, lo que 

confirma que son ratones deficientes de STAT1. Electroforesis de los ratones experimentales. Se observa 
las pares de base correspondientes al neo casete (STAT K.O) y al gen WT de STAT1.  
 
6.2 Estado de salud de los ratones.  

Se registró una vez a la semana el peso de los ratones de los cuatro grupos 
experimentales para verificar que el ratón se encontraba con buena salud. Como se 
observa en la figura 2. Los dos grupos control muestran una tendencia a mantener 
el peso; mientras que los dos grupos experimentales, aumentan de peso al 
transcurrir la infección.  
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Figura 2. Los ratones de los grupos control muestran una buena salud durante las semanas de infección, 

a excepción de los ratones STAT1 K.O (ver apartado de sobrevida). Porcentaje del peso de los ratones. Se 
observa un tasa a la alta de los ratones infectados y una tasa estable para los ratones control.  
 

6.3 Carga parasitaria en los ratones WT y ./0/1%/% 
Como se mencionó en el apartado de materiales y métodos, se analizó el peritoneo 
que es la zona donde se desarrolla la infección, en la fase aguda y crónica.  
Se sacrificó al ratón y se contó visualmente los metacéstodos. Se presenta en la 
figura 3 tanto en la fase aguda (Fig. 3A) como la fase crónica (3B) no hay diferencias 
significativas entre el grupo WT y el grupo '()(1%/% en referencia a la carga 
parasitaria, no obstante los metacéstodos de los ratones deficientes de STAT1 son 
más grandes. 
 

 
Figura 3. No hay diferencias significativas entre las cargas parasitarias de los grupos experimentales. 
Carga parasitaria en peritoneo de los ratones WT y ausentes de STAT1. A) En esta primera gráfica 
correspondiente a la fase aguda, vemos que no hay diferencias significativas entre los dos grupos 
experimentales B) Gráfico correspondiente a la carga parasitaria en la fase crónica donde vemos que no hay 
diferencias significativas entre ambos grupos experimentales.  

 
6.4 Sobrevida de los ratones ./0/1%/%	a la infección por T. crassiceps.  

 
Figura 4. La sobrevida de los ratones STAT1 infectados decae a partir de la semana tres.  Gráfica de 
sobrevivencia de los grupos experimentales. Vemos como los grupos experimentales WT, WT infectados y KO 



 34 

('()(1%/%) no tienen un decaimiento en la sobrevivencia de los ratones. Por el contrario los ratones KO 
('()(1%/%) infectados al pasar las semanas disminuye las sobrevivencia de éstos.  
 
Tras la infección en los grupos experimentales nos percatamos que algunos ratones 
ausentes de STAT1 morían a partir de las 3 semanas después de la inoculación 
intraperitoneal. Como se observa en la figura 4, podemos ver que la sobrevida del 
ratón '()(1%/% decae a partir de la semana 3, en la fase aguda. Por lo que desde 
la perspectiva de la sobrevivencia; podemos decir que el ratón es susceptible, esto 
nos permitió tomar la decisión de analizar la fase aguda de la infección.  

 

 

6.5 Análisis de poblaciones celulares en peritoneo por citometría de flujo.  

Fase aguda. 

6.5.1 Linaje mieloide.  

Está ampliamente reportada la participación del linaje mieloide en las infecciones 
por parásitos helmintos. En la presente investigación se aborda dos poblaciones 
celulares; macrófagos F480+ y las células mieloides Gr1+, para lo cual se utilizó la 
estrategia de análisis como se muestra en la figura 5, a ambos grupos se les analizó 
los siguientes marcadores moleculares: CCR2, PDL2 y MHCII por citometría de 
flujo.  
 

 
Figura 5. Estrategia de análisis de la población mieloide en la fase aguda de la infección. En primera 
instancia tomamos de un Plot de singlets, las células grandes y granulosas, posteriormente vamos a regionalizar 
con base en dos marcadores F480+ y Gr1+ y en ambas poblaciones medimos CCR2, PDL2 y MHCII. Datos 
representativos.  
 

         6.5.1.1 Macrófagos F480+ 

La participación de los macrófagos en las infecciones por helmintos ha sido 
reportada en nuestro grupo de investigación, por lo que analizamos en el peritoneo 
la participación de esta población celular durante la infección en ausencia y 
presencia de STAT1.  
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Como primer hallazgo vemos que los macrófagos F480+ tienen un aumento de la 
expresión de CCR2 en el grupo '()(1%/% infectado con un porcentaje celular 
promedio de 50% mientras que el de los grupos control presentan un promedio de 
25% de células al igual que el grupo WT infectado; por lo que concluimos que dicho 
aumento es dependiente de la infección y no de la ausencia de STAT1 ya que no 
hay diferencias significativas con respecto a los otros grupos experimentales (Fig. 
6A).  
En cuanto a los macrófagos F480+PDL2+ no hay un aumento y no hay diferencias 
significativas entre grupos experimentales (Fig. 6B).  
Tampoco hay diferencias significativas entre los grupos experimentales en la 
población F480+MHCII+ (Fig. 6C).   
 

 
Figura 6. Dot plots de los macrófagos F480+ en peritoneo durante la fase aguda. A) Los macrófagos F480+ 
CCR2+ en los grupos control muestran poco porcentaje de células, solo hay un aumento significativo en los 
ratones infectados ausentes de STAT1 B) Las células F480+ PDL2+ no muestran diferencia significativas en 
ningún grupo experimental C) No hay diferencias significativas en los macrófagos F480+MHCII+ entre grupos.  
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Figura 7. A) Dot plots de los macrófagos F480+MHCII+PDL2+ y F480+MHCII+PDL2- en peritoneo durante 

la fase aguda B) Los macrófagos F480+MHCII+PDL2+ no muestran diferencias significativas entre los grupos 
experimentales C) Las células F480+MHCII+PDL2- muestran diferencia significativa en el grupo ausente de 
STAT1 infectado.  

 
Finalmente decidí hacer un análisis extra en donde juntamos los marcadores: F480, 
MHCII y PDL2, como se observa en la figura 7b, no hay diferencias significativas 
entre grupos experimentales respecto a la población F480+MHCII+PDL2+; Sin 
embargo, hay un leve aumento en el grupo ausente de STAT1 de la población 
F480+MHCII+PDL2- (Fig. 7C).  
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6.5.1.2 Células mieloides Gr1+ 

Por otro lado, las células mieloides Gr1+ no presentan diferencias significativas en 
el marcador CCR2 (Fig. 8A) tampoco hay diferencias entre los grupos en cuanto a 
la población Gr1+PDL2+ (Fig. 8B) y finalmente no hay diferencias en la población 
Gr1+MHCII+ (Fig. 8C). 

 
Figura 8. Dot plots de las células mieloides Gr1+ A) Las células Gr1+CCR2+ no muestran algún aumento 
significativo B) La población GR1+ PDL2+ no muestra diferencias significativas entre grupos experimentales C) 
No hay diferencias en el porcentaje de células Gr1+MHCII+ en ningún grupo.  
 
6.5.2 Linaje linfoide en la fase aguda. 

Los linfocitos son una población celular efectora importante dentro de la respuesta 
inmunológica y como se mencionó en la introducción, T. crassiceps tiene la 
capacidad de modular la respuesta Th1 y polarizarla hacia Th2 por lo que se tomó 
la decisión de abordar al linaje linfoide en peritoneo en la fase aguda de la infección.  
Empleamos la siguiente estrategia de análisis; se seleccionó un dot plot de tamaño 
contra granularidad y se regionalizó células pequeñas y no granulosas 
correspondientes a linfocitos. En un primer dot plot se seleccionó el marcador 
CD49+ y el marcador CD3+ (linfocitos CD3+).  
La región de CD49+ se volvió a seleccionar para marcar las células CD49+CD94+ 
(natural killers). Volviendo al plot de tamaño y granularidad, se seleccionó la 
población CD19+ (células B) y CD3+.  
A estas tres poblaciones se le analizaron los marcadores CD25+, Tim3+ y PD1 (Fig. 
9). 
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Figura 9. Estrategia de análisis de la población de células linfoides. Se dividió en tres poblaciones 
principales: Natural killers (CD49b+CD94+), células B (CD19+) y linfocitos T CD3+, a cada población se le 
analizó los marcadores Tim3, CD25 y PD1.  
 

6. 5.2.1 Linfocitos Natural killers 
Siguiendo el orden anterior, en cuanto a la población de linfocitos natural killers 
(CD49b+CD94+) vimos una reducción del porcentaje en el grupo infectado 
deficiente de STAT1 en la fase aguda con diferencias significativos sobre los demás 
grupos,  por lo que esta reducción es dependiente de STAT1 (Fig. 10). 
 

 
Figura 10. Plot del porcentaje de células CD49b+CD94+ totales en peritoneo durante la fase aguda. En 
negro se reporta los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado. 
A la derecha la gráfica donde se observa una clara disminución de estas células principalmente en el grupo 
ausente de STAT1 en la infección.  
 
En cuanto a los marcadores moleculares de las células NK, vemos que hay una 
mayor expresión de CD25 (Fig. 11A) en el grupo infectado deficiente de STAT1 con 
respecto a los demás grupos experimentales. Después vemos que el receptor PD1 
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(Fig. 11B) tiene una mayor expresión en los ratones  '()(1%/% infectados y 
finalmente TIM3 (Fig. 11C) tiene un aumento significativo en el grupo '()(1%/% 

infectado. Al ver que estos receptores se expresan mas en los ratones deficientes 
de STAT1 lo cual sugiere que las células NK están en un estado anérgico.  
 

 
 
Figura 11. Marcadores de las células NK (CD49b+CD94+) en peritoneo, fase aguda. En negro se reporta 
los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado. 
A) Las células CD49b+CD94+CD25+ tienen un aumento significativo en el grupo ausente de STAT1 infectado. 
B) La población CD49b+CD94+PD1+ tiene un aumento significativo en el grupo '()(1%/% infectado. C) Las 
células CD49b+CD94+Tim3+ muestran un aumento en el grupo infectado ausente de STAT1. 
 

6. 5.2.2 Células B 

Seguidamente, analicé a la población de células CD19+ (células B), vemos que en 
el porcentaje total de células hay una disminución en la fase aguda en el grupos WT 
infectado y en el grupo infectado deficiente de STAT1 por lo que dicha reducción es 
dependiente de la infección y no de la ausencia de STAT1 (Fig. 12).  
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Figura 12. Porcentaje total de células CD19+ en peritoneo durante la fase aguda. En negro se reporta los 
grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado. Del lado derecho 
la gráfica donde muestra un aumento en los ratones control WT; mientras que en los demás grupos no hay 
diferencias.  
 
El análisis de los marcadores de las células B arrojó que no hay diferencias 
significativas en las células CD19+CD25+ (Fig. 13A).  
Por otro lado, hay un aumento de la expresión del receptor PD1 en el grupo WT 
infectado y en el grupo ausente de STAT1 infectado (Fig. 13B) y finalmente hay un 
leve aumento de Tim3 solo en el grupo '()(1%/% (Fig. 13C) al ver el aumento de 
estos receptores se concluye que esta población celular tiene un perfil supresor  y 
es a consecuencia de la infección y no de la ausencia de STAT1. 
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Figura 13. Marcadores de las células CD19+ A) Las células CD19+CD25+ no muestran diferencias 
significativas en los grupos experimentales. B) La población CD19+PD1+ muestra un aumento significativo en 
los grupos infectaos WT y  '()(1%/%  C) las células CD19+Tim3+ solo muestran un aumento en los ratones 
infectados ausentes de STAT1. 
 
6. 5.2.3 Linfocitos T CD3+ 

Finalmente de los linfocitos CD3+ se puede ver que no hay un aumento o 
disminución significativa en ninguno de los grupos experimentales (Fig. 14). 
 

 
Figura 14. Porcentaje de linfocitos T CD3+ en peritoneo durante la fase aguda de la infección.  En negro 
se reporta los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado. 
Vemos que no hay diferencias significativas entre los grupos.  
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Al ver los marcadores de la población CD3+ encontramos que no hay un aumento 
significativo en las células CD3+CD25+ (Fig. 15A).  
Por otro lado, se puede ver que hay un aumento de la expresión de PD1 en los 
ratones deficientes de STAT1 infectados (Fig. 15B). También vemos un aumento 
del receptor Tim3 solo en los ratones '()(1%/%infectados (Fig. 15C). 
 

 
Figura 15. Marcadores de los linfocitos T CD3+ en peritoneo durante la fase aguda. A) Los linfocitos 
CD3+CD25+ no muestran diferencias entre los grupos. B) La población CD3+PD1+ muestra un aumento en los 
ratones ausentes de STAT1 infectados. C) Los linfocitos T CD3+Tim3+ tienen un aumento significativo en los 
ratones  '()(1%/% infectados.  
 
El hallazgo anterior trajo como consecuencia analizar un tercer panel de citometría 
de flujo específico para linfocitos T en donde analizamos células T reguladoras, 
Linfocitos CD4+ y linfocitos CD8+.  
Para lo que utilizamos la siguiente estrategia de análisis: de un plot de singlets se 
regionalizó la población de linfocitos, después en el siguiente plot se regionalizó a 
los linfocitos T CD4+ y T CD8+. De la población CD4+ se analizaron a las células T 
reguladoras (CD4+ Foxp3+).  
Posteriormente al plot de linfocitos CD4+, CD4+Foxp3+ y CD8+ se regionalizó los 
marcadores: CD25, PD1, Tim3 respectivamente (Fig. 16). 
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Figura 16. Estrategia de análisis de la población de linfocitos T. Se dividió en tres poblaciones: T 
reguladoras (CD4+Foxp3+), células T CD4+ y células T CD8+ A estas tres poblaciones se le analizó los 
marcadores: CD25, PD1 y Tim3.  
 
6.5.2.4 Células T reguladoras  

El papel de las células T reguladoras en la infección por T. crassiceps ha sido sujeto 
a diferentes factores tal como cepa del ratón, órgano inmunológico y fase de la 
infección; además por la propia naturaleza de las células T reg se decidió 
aprovechar la proteína verde fluorescente en el factor de transcripción Foxp3 de 
nuestro modelo murino para analizar a esta población en ausencia de STAT1. 
Se llevó a cabo una cinética celular por citometría de flujo exclusivamente para la 
población T reguladora en sangre periférica.  
En primera instancia podemos ver en la figura 17 como a lo largo de las semanas 
de infección no hay una exacerbación del porcentaje de las células T reguladoras 
periféricas, ya que el porcentaje no se sale de los parámetros normales en sangre 
de esta población que es del 5% al 10% de acuerdo al reporte de Sakaguchi en 
1995; Sin embargo, los ratones '()(1%/% tienen de manera basal un porcentaje alto 
desde la semana 0 hasta el fin de la infección.   
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Figura 17. Cinética células de los linfocitos T reguladores periféricos a lo largo de las semanas de 

infección. Se puede ver que no hay una exacerbación del porcentaje normal en sangre de esta población 
celular en ninguno de los grupos experimentales.  
 
Abordando los datos de la citometría de flujo en peritoneo de la fase aguda, vemos 
que las células T reguladoras en los grupos deficientes de STAT1 no tienen 
diferencias significativas; sin embargo, hay una reducción en el grupo WT infectado, 
por lo que decimos que esta reducción es dependiente de STAT1 (Fig. 18). 

 
FIG 18. Porcentaje de linfocitos Treg (CD4+Foxp3+) en peritoneo durante la fase aguda de la infección.  
En negro se reporta los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% 

infectado. Se puede observar que no hay diferencias significativas entre el grupo control e infectado ausentes 
de STAT1. Sin embargo hay una disminución significativa en los ratones WT infectados.  
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En cuanto a los marcadores, vemos que en ambos grupos infectados hay un 
aumento de las células CD4+Foxp3+CD25+ (Fig. 19A). 
Las células infectadas del ratón WT aumentan la expresión de PD1 con diferencias 
significativas (Fig. 19B), mientras que Tim3 solo aumenta levemente en los ratones 
ausentes de STAT1 (Fig. 19C). 

 
Figura 19. Marcadores de las células T reguladoras en peritoneo, fase aguda. A) las células 
CD4+Foxp3+CD25+ tienen un aumento significativo en ambos grupos infectados. B) La población 
CD4+Foxp3+PD1+ vemos un aumento significativo en el grupo WT infectado. C) Las células 
CD4+Foxp3+Tim3+ tienen un aumento en los ratones infectados ausentes de STAT1.  
 
6. 5.2.5 Linfocitos T CD4+ 

En los resultados obtenidos de los linfocitos T CD3+ vemos un aumento interesante 
de los receptores PD1 y Tim3 por lo que analizamos de manera especifica a las 
células T CD4+ y posteriormente a las células T CD8+. 
Los linfocitos T CD4+ no presentan ninguna diferencia significativa en el marcador 
CD25+ (Fig. 20A).  
En cuanto al receptor PD1 hay un aumento en los ratones WT infectados así como 
en los ratones ausentes de STAT1 infectados (Fig. 20B). 
Tim3 (Fig. 20C) solo tiene un aumento en en grupo ausente de STAT1 infectado. El 
aumento en la expresión de estos receptores sugiere que esta población presenta 
un perfil supresor y es parcialmente dependiente de la infección y no de la ausencia 
de STAT1.  
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Figura 20. Vemos a la población de linfocitos T CD4+ con sus marcadores durante la infección aguda. 
En negro se reporta los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% 

infectado. A) Las células CD4+CD25+ no muestran diferencias significativas. B) La población CD4+PD1+ tiene 
un aumento significativo en ambos grupos infectados. C) Las células CD4+Tim3+ tiene un aumento en el grupo 
'()(1%/% infectado. 
 
6.5.2.6 Linfocitos T CD8+ 

En cuanto a la población CD8+ no vemos una diferencia significativa en CD25+ (Fig. 
21A).  
De manera interesante vemos un aumento en el receptor PD1 en los ratones STAT1 
K.O infectados (Fig. 21B) y por su parte TIM3 (Fig. 21C) también muestra un 
aumento en el grupo infectado y deficiente de STAT1.  
En esta población celular, la expresión de dichos receptores sugiere un posible perfil 
de anergia que es parcialmente dependiente de STAT1.  
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Figura 21. Población de linfocitos T CD8+ con sus marcadores durante la infección aguda. En negro se 
reporta los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado.  
A) Los linfocitos CD8+CD25+ no tienen diferencias significativas. B) Hay un aumento significativo de células 
CD8+PD1+ solo en el grupo infectado y ausente de STAT1. C) La población CD8+Tim3+ tiene un aumento 
significativo en el grupo '()(1%/% infectado. 

 
 

6.6 Análisis de poblaciones celulares en peritoneo por citometría de flujo. 

Peritoneo. Fase crónica 

6. 6.1 Linaje mieloide.  

En primera instancia se analizó la población de origen mieloide de acuerdo a la 
siguiente estrategia de análisis de un dot plot de tamaño contra granularidad, se 
seleccionó a las células grandes y granulosas, después se tomó otro dot plot para 
dividir en células F480+ y Gr1+. De cada población se seleccionó tres dot plot: 
CCR2+, PDL2+ y Gal9+ (Fig. 22).  
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Figura  22. Estrategia de análisis de la población mieloide en la fase crónica de la infección. En primera 
instancia tomé de un Plot de singlets, las células grandes y granulosas, posteriormente vamos a regionalizar 
con base en dos marcadores F480+ y Gr1+. y en ambas poblaciones medimos CCR2, PDL2 y Gal9.  
 
6.6.1.1 Macrófagos F480+ 

El análisis por citometría de flujo reveló que los macrófagos F480+ del grupo 
'()(1%/%	disminuyen la expresión de CCR2, mientras que en los demás grupos no 
hay diferencias significativas (Fig. 23A). Este hallazgo sugiere que del paso de la 
fase aguda a la fase crónica, la disminución de la expresión de este receptor es 
parcialmente dependiente de STAT1.  

 
Figura 23. Dot plots de los macrófagos F480+ en peritoneo durante la fase crónica.  

A) Los macrófagos F480+ CCR2+ muestran una disminución significativa en los ratones '()(1%/% . B) Las 
células F480+ PDL2+ no muestran diferencia significativa entre los grupos control e infectados ausentes de 
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STAT1 y un aumento significativo de los ratones WT infectados. C) No hay diferencias significativas en los 
macrófagos F480+Gal9+ entre grupos.  
 
También se encontró que hay un aumento de manera significativa de la población 
F480+PDL2+ en el grupo WT Inf (Fig. 23B), en los grupos ausentes de STAT1 no 
vemos un aumento de este ligando por lo que la ausencia de STAT1 afecta 
parcialmente a esta población celular.  
Y en cuanto al marcador Gal9, no hubo diferencias en ningún grupo experimental 
(Fig. 23C). 
 
6.6.1.2. Células mieloides Gr1+  

En referencia al análisis de la población Gr1+ se encontró que hay una disminución 
de las células Gr1+CCR2+ en los grupos WT y '()(1%/% infectados (Fig. 24A). No 
hay diferencias significativas entre grupos experimentales en la población 
Gr1+PDL2+ y Gr1+Gal9+ (Fig. 24B y C).  

 
Figura 24. Dot plots de las células mieloides Gr1+ en peritoneo en la fase crónica  
A) Las células Gr1+CCR2+ muestran una disminución significativa en los grupos infectados. B) La población 
GR1+ PDL2+ no muestra diferencias significativas entre grupos experimentales. C) No hay diferencias en el 
porcentaje de células Gr1+Gal9+ en ningún grupo.  
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6.6.2 Linaje linfoide. 

Al igual que la fase aguda, se usó la estrategia de análisis (Fig. 9). Las poblaciones 
que se estudiaron fueron: CD49b+CD94+ (Natural killers), CD19+ (Células B) y 
linfocitos T CD3+. Con los marcadores: CD25, PD1 y TIM3 
6.6.2.1 Linfocitos Natural killers 

En una primera instancia, al igual que en la fase aguda, encontré que en esta fase 
hay una disminución de las células natural killers en el grupo deficiente de STAT1 y 
que es parcialmente dependiente de la ausencia de STAT1(Fig. 25).  
 

 
Figura 25. Plot del porcentaje de células CD49b+CD94+ totales en peritoneo durante la fase crónica. En 
negro se reporta los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado. 
A la derecha la gráfica donde se observa una clara disminución de estas células principalmente en el grupo 
ausente de STAT1 en la infección.  
 
De manera interesante, al igual que en la fase aguda, los ratones 
'()(1%/%	infectados tienen un aumento significativo de la población 
CD49b+CD94+CD25+ (Fig. 26A).   
También hay un aumento de población CD49b+CD94+PD1+ en los ratones 
infectados ausentes de STAT1 sobre los demás grupos experimentales (Fig. 26B). 
Finalmente las células CD49b+CD94+Tim3+ también presentan un aumento en los 
ratones '()(1%/%	infectados (Fig. 26C) lo que sugiere que durante toda la infección 
las células NK presentan un posible perfil anergico y es dependiente de STAT1.  
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Figura 26. Marcadores de las células NK (CD49b+CD94+) en peritoneo, fase crónica. En negro se reporta 
los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado.  
A) Las células CD49b+CD94+CD25+ tienen un aumento significativo en el grupo ausente de STAT1 infectado. 
B) La población CD49b+CD94+PD1+ tiene un aumento significativo en el grupo '()(1%/% infectado. C) Las 
células CD49b+CD94+Tim3+ muestran un aumento en el grupo infectado ausente de STAT1. 
 
6.6.2.2 Células B  

El porcentaje de células CD19+ disminuye en ambos grupos infectados (Fig. 27), 
por lo que inferimos que esto es consecuencia de la infección y no a la ausencia de 
STAT1.  
Por el lado de los marcadores, la población CD19+CD25+ no tienen diferencias 
significativas entre los grupos experimentales (Fig. 28B).  
Hay un aumento de PD1 en ambos grupos infectados (Fig 27. C) y un leve aumento 
de Tim3 solo en el grupo infectado deficiente de STAT1 (Fig. 28D) , por lo que 
atribuimos este aumento a la infección per se. 
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Figura 27. Porcentaje total de células CD19+ en peritoneo durante la fase crónica. En negro se reporta los 
grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado.  
A) Del lado derecho la gráfica donde nos muestra una disminución en los ratones control WT infectados así 
como los infectados ausentes de STAT1.  

 
Figura 28. Marcadores de las células CD19+ b) Las células CD19+CD25+ no muestran diferencias 
significativas en los grupos experimentales. c) La población CD19+PD1+ muestra un aumento significativo en 
los grupos infectaos WT y  '()(1%/% d) las células CD19+Tim3+ solo muestran un aumento en los ratones 
infectados ausentes de STAT1. 
 
6.6.2.3 Linfocitos CD3+ 

El análisis de los linfocitos CD3+ muestra que no hay una diferencias significativas 
en el porcentaje de células entre los grupos experimentales (Fig. 29A).  
Siguiendo con el análisis de los receptores vemos que hay un aumento del 
porcentaje de células CD3+CD25+ en los ratones '()(1%/% que es 
significativamente mayor que el ratón WT infectado (Fig. 29B).  
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En cuanto al receptor PD1 solo muestra un aumento en el ratón WT (Fig. 29C) y por 
parte de TIM3 solo hay un aumento en los ratones deficientes de STAT1 infectados 
(Fig. 29D), al igual que en la fase aguda, los datos sugieren que el posible perfil 
supresor de este grupo celular es dependiente de la infección.   

 
 

 
Figura 29. Porcentaje de linfocitos T CD3+ en peritoneo durante la fase aguda de la infección.  En negro 
se reporta los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado.  
A) Vemos que no hay diferencias significativas entre los grupos. B) Los linfocitos CD3+CD25+ muestran un 
aumento en el grupo control ausente de STAT1. C) La población CD3+PD1+ muestra un aumento en los ratones 
ausentes de STAT1 infectados y WT. D) Los linfocitos T CD3+Tim3+ tienen un aumento significativo en los 
ratones  '()(1%/% infectados.  
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Al igual que en la fase aguda, se usó el mismo el panel para analizar a la población 
de células Tregs, los linfocitos T CD4+ y los linfocitos CD8+ con los marcadores 
CD25, PD1 y Tim3 (Fig. 16). 
 
6.6.2.4 Células T reguladoras.  

Las células Tregs al igual que en la fase aguda, no hay diferencias entre los grupos 
ausentes de STAT1, mientras que el el grupo WT hay una disminución significativa 
respecto a los demás grupos, por lo que esto es parcialmente dependiente de 
STAT1 (Fig. 30).  

 
Figura 30. Porcentaje de linfocitos Treg (CD4+Foxp3+) en peritoneo durante la fase crónica de la 

infección.  En negro se reporta los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo 
'()(1%/% infectado. Vemos que no hay diferencias significativas entre el grupo control e infectado ausentes de 
STAT1; Sin embargo, hay una disminución significativa en los ratones WT infectados. 
 
En cuanto a los resultados de los marcadores, vemos que hay un aumento de la 
expresión de  CD25+ en ambos grupos infectados (Fig. 31A). 
No hay diferencias significativas en la expresión de PD1 entre los grupos 
experimentales (Fig. 31B) y por parte del receptor Tim3 vemos que hay un leve 
aumento en su expresión en los ratones infectados ausentes de STAT1 (Fig. 31C).  
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Figura 31. Marcadores de las células T reguladoras en peritoneo, fase crónica. A) Las células 
CD4+Foxp3+CD25+ tienen un aumento significativo en ambos grupos infectados. B) La población 
CD4+Foxp3+PD1+ no muestra diferencias significativas. C) Las células CD4+Foxp3+Tim3+ tienen un aumento 
en los ratones infectados ausentes de STAT1.  
 
6.6.2.5 Linfocitos CD4+  

Los linfocitos CD4+ en la fase crónica vemos que hay un aumento de CD25 en 
ambos grupos infectados (Fig. 32A), en cuanto al receptor PD1 no hay diferencias 
entre los grupos experimentales (Fig. 32B).  
Finalmente Tim3 solo hay un aumento en los ratones  '()(1%/% infectados (Fig. 
32C); por lo que concluyo que este posible perfil de anergia o supresión puede 
deberse a la infección y no a la ausencia de STAT1.  
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Figura 32. Marcadores de activación/supresión en linfocitos T CD4+. Análisis de la población de linfocitos 
T CD4+ con sus marcadores durante la infección crónica. En negro se reporta los grupos WT control y '()(1%/% 

control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado. A) Las células CD4+CD25+ muestran diferencias 
significativas en ambos grupos infectados. B) La población CD4+PD1+ no tiene un aumento significativo entre 
los grupos experimentales. C) Las células CD4+Tim3+ tiene un aumento en el grupo '()(1%/% infectado. 
 
6.6.2.6 Linfocitos T CD8+ 

En cuanto a la población CD8+, al igual que en la fase aguda, vemos que no hay un 
aumento en el marcador CD25 en ningún grupo experimental (Fig. 33A).  
En cuanto al receptor PD1 vemos que no hay diferencias significativas entre los 
grupos experimentales (Fig. 33B); sin embargo, hay aumento significativo de Tim3 
en los ratones deficientes de STAT1 infectados (Fig. 33C), llegamos a la conclusión 
de que esta población celular mantiene un perfil anérgico en la infección y es 
parcialmente dependiente de STAT1.  
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FIG 33. Población de linfocitos T CD8+ con sus marcadores durante la infección crónica. En negro se 
reporta los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado. A) Los 
linfocitos CD8+CD25+ no tienen diferencias significativas. B) No hay cambios significativos de células 
CD8+PD1+ entre los grupos experimentales. C) La población CD8+Tim3+ tiene un aumento significativo en el 
grupo '()(1%/% infectado, así como el grupos WT infectado.  
  

6.7 Ensayo de proliferación de linfocitos T CD4+ y CD8+ peritoneales.  

Después de haber realizado el sorting de linfocitos peritoneales, la tinción con 
colorante CellTrace™Violet Cell y la tinción por anticuerpos para citometría, se 
analizó con base en la siguiente estrategia de análisis (Fig. 34).  
En primera instancia, en cuanto a los linfocitos T CD4+ en el grupo WT se observa 
una proliferación constante del grupo control, infección aguda e infección crónica 
(Fig. 35A). En cuanto al grupo ausente de STAT1 vemos una proliferación de estos 
linfocitos en el grupo control e infección aguda; sin embargo, hay un aumento notorio 
de la proliferación en fase crónica (Fig. 35B). 
 
Por otra parte, los linfocitos CD8+ en el grupo WT hay una proliferación en los 
grupos control, infectado fase aguda e infectado fase crónica (Fig. 36A). 
Referente al grupo '()(1%/% , el grupo control muestra proliferación. En la fase 
aguda la proliferación de estos linfocitos parece decaer y en la fase crónica hay un 
aumento notable de este fenómeno (Fig. 36B). 
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Figura 34. Estrategia de análisis para en ensayo de proliferación de linfocitos T CD4+ y CD8+ de un primer 
dot plot seleccioné los singlets, posteriormente seleccioné los linfocitos y dividí en dos poblaciones: CD4+ y 
CD8+. Ambas analizamos (en el eje Y) histograma y (eje X) el colorante CellTrace Violet.  
 

 
Figura 35. Ensayo proliferación de linfocitos T CD4+, en blanco los controles negativos (células sin estimulo), 
en negro los grupos control WT y '()(1%/%, en verde los grupos WT infección aguda e infección crónica, en 
rojo '()(1%/% infección aguda e infección crónica. A) El plot del grupo WT muestra proliferación parecida en 
los tres grupos experimentales. B) En el grupo ausente de STAT1 hay una proliferación celular parecido en los 
grupos control e infección aguda y un aumento en la infección crónica.  
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Figura 36. Ensayo proliferación de linfocitos T CD8+, en blanco los controles negativos (células sin estimulo), 
en negro los grupos control WT y '()(1%/%, en verde los grupos WT infección aguda e infección crónica. En 
rojo '()(1%/% infección aguda e infección crónica. A) El plot del grupo WT muestra proliferación parecida en 
los tres grupos experimentales. B) En el grupo ausente de STAT1 hay una proliferación celular parecido en los 
grupos control e infección aguda, y un aumento en la infección crónica.  
 

6.8 Bazo. Fase aguda y crónica.  

 

En bazo, se llevó a cabo Inmunofluorescencia por citometría de flujo para linfocitos 
de acuerdo a la estrategia de análisis (Fig. 16); sin embargo, solo nos enfocamos 
en las células Tregs. En primera instancia vemos que no hay diferencias 
significativas entre grupos experimentales, vemos un porcentaje basal alto en los 
ratones ausentes de STAT1 (Fig. 37).  
 

Figura 37. Porcentaje de linfocitos Treg (CD4+Foxp3+) en bazo durante la fase aguda de la infección.  En 
negro se reporta los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% infectado. 
Vemos que no hay diferencias significativas entre el grupo control e infectado ausentes de STAT1 
 
Referente a los marcadores CD25, PD1 y Tim3, observé que no hay diferencias 
significativas entre los grupos experimentales, en cuanto a CD25 (Fig. 38A) tampoco 
hay diferencias en cuanto a la expresión de PD1 (Fig. 38B); sin embargo, en Tim3 
hay un aumento en el grupo WT infectado y ausente de STAT1 infectado (Fig. 38C).  
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Figura 38. Marcadores de las células T reguladoras en bazo, fase aguda.  
A) las células CD4+Foxp3+CD25+ no tienen diferencias significativa entre grupos. B) La población 
CD4+Foxp3+PD1+ no muestra diferencias significativas. C) Las células CD4+Foxp3+Tim3+ tienen un aumento 
en los ratones infectados WT y ausentes de STAT1. 
 
En cuanto a la fase crónica, el porcentaje de células T reguladoras en bazo aumenta 
de manera significativa en los ratones ausentes de STAT1 y esto depende de la 
ausencia del factor de transcripción (Fig. 39).  
 

 

Figura 39. Porcentaje de linfocitos Treg (CD4+Foxp3+) en bazo durante la fase crónica de la infección.  
En negro se reporta los grupos WT control y '()(1%/% control, en verde WT infectado y en rojo '()(1%/% 

infectado. Vemos que hay un aumento en los ratones ausentes de STAT1.  
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Figura 40. Marcadores de las células T reguladoras en bazo, fase crónica.  
A) las células CD4+Foxp3+CD25+ tienen un aumento significativo en los ratones WT infectados. B) La población 
CD4+Foxp3+PD1+ muestra un aumento en los ratones WT infectados. C) Las células CD4+Foxp3+Tim3+ 
tienen un aumento en los ratones infectados ausentes de STAT1. 
 

Haciendo referencia a los marcadores CD25, PD1 y Tim3, observamos que hay 
diferencias significativas entre los grupos experimentales en cuanto a CD25, hay un 
aumento significativo en los ratones infectados WT (Fig. 40A), además hay 
diferencias en cuanto a la expresión de PD1, ya que hay un aumento en los ratones 
WT infectados (Fig. 40B); sin embargo, en Tim3 solo hay un aumento en el grupo 
infectado y ausente de STAT1 infectado (Fig. 40C).  
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7. Discusión. 

El estudio de la inmunomodulacion causado por los helmintos ha sido de ayuda para 

entender los procesos infecciosos, inflamatorios, de supresión, de señalización en 

las diferentes poblaciones celulares, además las infecciones por helmintos hoy en 

día siguen siendo un problema de salud pública, reportando que el 25% de la 

población mundial actualmente están infectados con alguna clase de estos 

macroparásitos (Gentile et al, 2020).  

Las infecciones inducidas por los parásitos helmintos promueven mecanismos que 

aseguran su establecimiento y sobrevivencia en el hospedero como el reclutamiento 

de células B reguladoras, células de la respuesta Th2, células T reguladoras y 

macrófagos alternativamente activados. (Terrazas, C et al. 2017).  

Taenia crassiceps es un parásito helminto que genera una infección en donde se 

ha reportado ampliamente la capacidad de modular la respuesta Th1 del hospedero 

a Th2, en beneficio para su establecimiento. Los mecanismos que se llevaban a 

cabo en la polarización Th1-Th2 aún no son reportados por completo ya que 

depende directamente de la cepa, microambiente e incluso factores ambientales 

(Becerra-Díaz, 2015).  

Modelos deficientes de STAT1 han sugerido que estos ratones son menos 

susceptibles hacia la infección por T. crassiceps mostrando una carga parasitaria 

menor que los ratones WT(Becerra-Díaz, 2021).  

En esta investigación en cuanto a la resistencia y susceptibilidad a la infección en 

los ratones '()(1%/% se abordó ambos conceptos en dos perspectivas diferentes: 

en primera instancia podemos referirnos a la resistencia desde el valor de la carga 

parasitaria, y tal como vemos en la figura número 3, en la fase aguda y en la fase 

crónica los ratones ausentes de STAT1 no parecen tener mas parásitos que un 

ratón WT, por lo que concluimos que es una cepa resistente.  

Por otro lado, como se observa en la figura 4 el ratón ausente de STAT1 al inicio de 

la infección aguda empieza a decaer su sobrevida, en otras palabras hay un alta 

tasa de mortalidad por lo que esta cepa muestra cierta susceptibilidad.  
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Por lo anterior, nos planteamos la idea de que debería de haber ciertas poblaciones 

celulares participando en la infección en el peritoneo en el proceso de resistencia 

se los ratones ausentes de STAT1.   

Al analizar el panel de citometría de flujo correspondiente al linaje mieloide, 

encontramos que los macrófagos F480+CCR2+ tienen un leve aumento en los 

ratones deficientes de STAT1 infectados en la fase aguda (Fig. 6A) y una 

disminución significativa en la fase crónica (Fig. 23A) por lo que el reclutamiento 

mediado por CCR2 es parcialmente dependiente de STAT1. CCR2 es un receptor 

de quimiocinas de células monocíticas que media la migración celular de la médula 

ósea hacia el lugar de infección o hacia donde haya un microambiente inflamatorio 

(Kurihara et al, 1997). La importancia de la vía de señalización del interferón gama-

STAT1 con respecto a este receptor ha sido reportada por Hu et al, 2005., en donde 

sus resultados sugieren que en cantidades pequeñas del IFN2 los monocitos 

aumentan la expresión de CCR2.   

El resultado se sustenta en lo reportado en Becerra-Diaz et al, 2021., donde 

demuestran que STAT1 es necesario para la migración celular mediada por CCR2 

en los monocitos Ly6C+ durante la infección por T. crassiceps, incluso relaciona 

esta vía de reclutamiento en esta población con la prevalencia del parásito en el 

hospedero.   

Por otro lado, la expresión de PDL2+ en la fase aguda de la infección, no muestra 

diferencias significativas en los grupos experimentales (Fig. 7B); sin embargo, en la 

fase crónica hay un aumento de esta expresión en los ratones WT infectados y una 

disminución significativa en los ratones infectados deficientes de STAT1 (Fig. 24B). 

Los macrófagos alternativamente activados (AAMΦS) son una población importante 

para la susceptibilidad a la infección por helmintos (Reyes L. et al, 2010)(Rodriguez-

Sosa 2002). Como se mencionó T. crassiceps tiene el mecanismo de cambiar el 

perfil de su hospedero de Th1 a Th2 lo cual promueve la inducción fenotípica de los 

macrófagos hacia un perfil M2 o alternativa, dicha población es importante para el 

establecimiento del parásito (Reyes et al, 2010). Este resultado concuerda con 

Becerra-Diaz 2015., donde reporta una baja expresión de PDL2 mediante citometría 

de flujo en los ratones deficientes de STAT1, por lo que se puede hipotetizar que la 
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expresión de PDL2 es parcialmente dependiente de STAT1; en consecuencia los 

ratones '()(1%/% no desarrollan macrófagos alternativamente activados, esto 

explicaría porque disminuye la carga parasitaria de los ratones deficientes de 

STAT1.  

Posteriormente quisimos estudiar al linaje mieloide, por lo que se analizó un panel 

de citometría de flujo que diera un panorama general de las tres poblaciones 

linfoides: Células NK, Células B y Linfocitos T.  

En primera instancia la población CD49b+CD94+ (Natural killers), muestra una 

disminución en los ratones deficientes de STAT1 infectados significativamente 

respecto a los demás grupos en la fase aguda y en la fase crónica (Fig. 10 y Fig. 

25). Principalmente las células NK han sido reportadas en infecciones virales sin 

embargo, tal como reporta Gentile et el, en 2020, hay una estrecha participación de 

las células NK en infecciones por helmintos ya que ellos observaron un 

reclutamiento de células NK (CD49a-CD49b+) en el intestino durante la infección 

por Heligmosomoides polygyrus bakeri (Hpb), además estas células producían 

Granzima B , por lo que concluyen que hay un efecto citotóxico en contra del 

parasito. La relación entre la señalización dependiente de STAT1 en NKs humanas 

fue estudiada en 2003 por Liang y colaboradores donde observaron que el interferón 

tipo I activaba de manera directa a STAT1 lo que aumentaba la citotoxicidad de las 

células además; de la activación de varios genes y moléculas citolíticas como Fas-

L y perforinas.  

Así mismo los resultados también muestran un aumento en la expresión de CD25, 

PD1 y Tim3 en las células NK, exclusivamente en los ratones '()(1%/% infectados 

(Fig. 11 A,B y C)(Fig. 26 A,B y C).  

Como se mencionó anteriormente, el agotamiento en células del sistema inmune es 

un fenómeno reportado en cáncer y en algunas infecciones crónicas y este es 

definido por un perfil molecular especifico, modificaciones epigenéticas y 

alteraciones transcripcionales, como lo menciona Bi J  y Tian Z (2017).  

PD1 y Tim3 en células NK son puntos de inhibición importantes que inducen 

agotamiento celular, por ejemplo en la infección por VIH y hepatitis B crónica 

respectivamente (Jin HT et al,2010).  Los ratones	'()(1%/% infectados tienen una 
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mayor expresión de estos receptores durante la infección por lo que argumento que 

la ausencia de STAT1, disminuye el porcentaje de células NK y éstas presentan un 

perfil de agotamiento.  

En cuanto a la población de células CD19+CD3- (células B), en la fase aguda hay 

una leve disminución en ambos grupos infectados (Fig. 12) mientras que en la fase 

crónica ya se observa una clara disminución en los grupos WT infectados y 

'()(1%/% infectados (Fig. 27). El papel de las células B en las infecciones con 

helmintos ha sido clasificado como protector, ya que a través de la inmunidad 

humoral hay autores que reportan una mitigación de la infección, por ejemplo 

Prodjinotho UF et al (2020) demostró la participación de las células B en pacientes 

infectados con Taenia solium, a través de los niveles de anticuerpos IgG e IgE. Sin 

embargo, hay investigaciones con parásitos como N. brasilensis y H.polygyrus en 

donde sugieren que la ausencia o presencia de las células B no interfiere con la 

respuesta Th2 y por ende a la prevalencia del parásito en el hospedero (Liu et al, 

2010). Acorde a los resultados la disminución del porcentaje de células B en los 

grupos infectados es consecuencia de la infección y no de la ausencia de STAT1 

además, se observa un aumento de los marcadores PD1 en ambos grupos 

infectados (Fig. 13B)(Fig. 28B) y Tim3 solo en el grupo '()(1%/% Inf en ambas fases 

(Fig. 13C)(Fig. 28B). El resultado es parecido con el que reporta Zepeda et al (2010), 

donde a lo largo de la infección con T. crassiceps, notan una disminución del 

porcentaje de células CD4+, CD8+ y CD19+ en la cavidad peritoneal del ratón.  

Los resultados de la población de linfocitos T CD3+ muestran que en la fase aguda 

y en la fase crónica no hay alguna diferencia en cuanto al porcentaje total de la 

población celular (Fig. 14 y Fig. 29A). Podemos ver un aumento en ambas fases de 

PD1 en ambos grupos infectados (Fig. 15B)(Fig. 29C) y un aumento de Tim3 solo 

en el grupo ausente de STAT1 infectado (Fig. 15C)(Fig. 29D). Con el resultado 

anterior se planteo que el efecto en los linfocitos puede ser en consecuencia de la 

infección y no de la ausencia de STAT1 por lo que decidí hacer un tercer panel en 

el cual se estudiará de manera especifica las células T reguladoras, linfocitos CD4+ 

y CD8+.  
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El análisis correspondiente a los linfocitos T parte en primera instancia con las 

células T reguladoras. Como vemos en la figura 17, durante 8 semanas el 

porcentaje de Treg en circulación de los grupos experimentales estuvo dentro del 

rango normal reportado como 5%-10% por Sakaguchi (1995) sin embargo, es 

interesante ver como en ambas fases de la infección el porcentaje de los ratones 

'()(1%/% tanto WT e infectados tienen un porcentaje basal alto, hipotetizando que 

este porcentaje puede ser un mecanismo compensatorio en ausencia de STAT1.  

En referencia a las citometrías de peritoneo, en cuanto a las células T reguladoras 

en la fase aguda y en la fase crónica no hay diferencias del porcentaje celular en 

los ratones '()(1%/% mientras que en los ratones WT infectados hay una 

disminución significativa (Fig. 18 y Fig. 30). 

Ruiz-Monroy et al (2013), describió en su modelo que las células T reguladoras en 

un ratón C57BL/ 6J infectado con T. crassiceps presentaban un aumento en los 

órganos inmunológicos (ganglios mesentéricos, placas de Peyer y el bazo) mientras 

que en el peritoneo no hubo aumento alguno. Los ratones WT (BALB/C) en la 

infección muestran una disminución significativa, este resultado es contrastante ya 

que en varias investigaciones como Sawant et al (2014) reportan que la presencia 

de las células T reguladoras favorece a la polarización de la respuesta Th1 en Th2 

en la infección por T. muris.  

Al analizar los marcadores de activación y supresión en esta población celular, 

vemos que hay un aumento de PD1 en ambos grupos infectados (Fig. 19B)(Fig. 

31B) y de Tim3 solo en los ratones '()(1%/% esto en fase aguda (Fig. 19C), en la 

fase crónica solo hay un aumento de Tim3 en los ratones infectados ausentes de 

STAT1 (Fig. 31C) lo que sugiere que independiente de la cepa, hay un perfil mas 

supresor en estas células T reguladoras y esto es debido a la infección.  

El estudio de las células CD4+Foxp3+PD1+ y CD4+Foxp3+Tim3+ en infecciones 

con helmintos es escasa; sin embargo, otras investigaciones sugieren que la 

expresión de la vía PDL1/PDL2 - PD1 en células T reguladoras refleja un perfil más 

supresor como lo reporta Francisco et al (2009) otro estudio de estos receptores fue 

el de Sakuishi et al (2013), donde analizó en tejido tumoral la presencia de las 

células CD4+Foxp3+Tim3+ en donde encontró una co-expresion con PD1 y 
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además, realizó un ensayo de supresión donde concluyó que esta población celular 

tiene una actividad más supresora y es mediada por la IL-10 

En cuanto a los linfocitos T CD4+, vemos en la fase aguda un aumento del receptor 

PD1 en ambos grupos infectados (Fig. 20B) y de un aumento solo de Tim3 en los 

ratones '()(1%/% (Fig. 20C). Por otro lado, en la fase crónica solo vemos un 

aumento significativo en Tim3 en los ratones carentes de STAT1 (Fig. 32C). En las 

últimas décadas PD1 y TIM3 han sido catalogadas como moléculas 

inmunoreguladoras y clasificadas dentro del grupo de los inhibitor checkpoint, los 

estudios han puesto a estas moléculas en controversia constante ya que depende 

completamente del modelo, tipo celular, patología y microambiente los efectos que 

puede llegar a tener su expresión, uno de estos estudios es el de Kaiser et al (2021) 

donde establece un perfil de agotamiento celular de acuerdo a la expresión de Tim3, 

PD1, LAG-3 y CTLA-4. Otro estudio es el de Esch et al (2013), donde reportan que 

en la infección en un modelo canino provocado por el parásito Leishmania infantum 

induce un estado de agotamiento celular en linfocitos CD4+ y CD8+ mediado por la 

sobre-expresión de PD1. Con lo anterior se puede inferir que la infección con T. 

cracciceps está induciendo un perfil de agotamiento o anergia a la población T 

CD4+. 

Finalmente, los linfocitos CD8+ muestran una activación molecular muy interesante, 

como podemos ver en la Fig. 21, en la fase aguda vemos un aumento significativo 

de PD1 (B) y Tim3 (C) solo en ratones '()(1%/% infectados, mientras que en la fase 

crónica podemos ver solo hay un aumento de Tim3 en el grupo ausente de STAT1 

infectado (Fig. 33C). Con base en lo anterior, llegué a la conclusión que los linfocitos 

CD8+ están presentando un perfil de agotamiento celular dependiente de STAT1 

durante la infección con T. cracciceps. Esta población ha sido estudiada y al igual 

que la población CD4+ ha generado controversia en torno a la activación de estos 

marcadores de inmunoregulacion. Los linfocitos T CD8+ al igual que las células 

natural killers tienen un efecto citotóxico y han sido principalmente caracterizadas 

en infecciones virales. Jin et al (2010), demostró la cooperación entre el marcador 

Tim3 y PD1 induciendo un estado de agotamiento celular en los linfocitos T CD8+ 

durante la infección crónica por el virus de la coriomeningitis linfocítica. Aunque los 
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estudios de esta población con la expresión de estos marcadores son pocos Bhadra 

(2011) y colaboradores reportaron que el parásito Toxoplasma gondii provoca un 

estado de agotamiento celular mediado por la vía PD1-PDL1 desde estadios 

tempranos de la infección, además demostraron que la infección podría controlarse 

suministrando un anticuerpo anti-PDL1 logrando así baja la mortalidad de los 

ratones infectados. Otro estudio interesante es el de Singh et al (2019), donde 

reportan la participación de las células T CD8+ en la leishmaniasis visceral, causada 

por el parásito Leishmania donovani. Primeramente en los pacientes infectados en 

los estadios tempranos hay una regulación de genes los cuales agrupan como 

promotores de desarrollo, activación, diferenciación, regulación de los linfocitos, 

donde incluyeron a STAT1. Posteriormente estudiaron la expresión de LAG3 y Tim3 

en los linfocitos CD8+ y observan que en los pacientes con la infección estos 

marcadores están significativamente altos.  

Por lo anterior llegué a la conclusión de que la ausencia de STAT1 durante la 

infección con Taenia crassiceps genera un perfil de agotamiento en los linfocitos 

CD8+.  

Para poder establecer de manera clara si los linfocitos T CD4+ y T CD8+ tenían un 

estado de anergia o un perfil supresor, se llevó a cabo un ensayo de proliferación. 

En primer lugar, como se observa en la figura 34, las células T CD4+ mantienen una 

proliferación en el grupo control, infección aguda e infección crónica, sin diferencias, 

esto en el grupo WT y ausente de STAT1, cabe mencionar que en este último hay 

un aumento considerable en la fase crónica.  

En cuanto a los linfocitos T CD8+, en la figura 35 podemos ver que hay una 

proliferación similar entre los grupos de los ratones WT. En los ratones '()(1%/% 

vemos que hay una leve disminución en la proliferación en fase aguda y un aumento 

considerable en la fase crónica.  

Un estudio similar es el de Becerra-Diaz (2015) en donde establecen una relación 

entre las PECs peritoneales de ratones BALB/c y '()(1%/% sobre la proliferación 

de linfocitos. La conclusión que llegaron fue que los linfocitos que entraron en 

contacto con las PECs WT infectados por 2 días, mostraron una inhibición 

importante. Las PECs de los ratones ausentes de STAT1 no inhibieron la 
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proliferación de linfocitos. Este argumento nos sugiere que en las células T CD4+ 

podemos ver que hay proliferación de esta población aunado a la activación de PD1 

y Tim3, lo que genera un perfil supresor a beneficio del parásito, mientras que las 

células T CD8+ no inhiben su proliferación; sin embargo, de acuerdo a la 

bibliografía, presentan un perfil de agotamiento. Lo anterior sugiere que ambas 

poblaciones de linfocitos al estar fuera del microambiente generado por Taenia 

crassiceps y sus excretados-secretados, hayan recuperado su estado homeostático 

normal y proliferativo.  
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8. Conclusiones:  

• La cepa '()(1%/% es más resistente a la infección visto desde la perspectiva 

de carga parasitaria.  

• La cepa  '()(1%/% es más susceptible desde la perspectiva de la mortalidad.  

• STAT1 es importante en la vía de CCR2 para el reclutamiento de macrófagos 

F480+ 

• Los ratones ausentes de STAT1 no desarrollan macrófagos alternativamente 

activados.  

• La ausencia de STAT1 altera el porcentaje de células NK durante la infección 

aguda y crónica. 

• Las células NK presentan un perfil de agotamiento celular en ausencia de 

STAT1 durante la cisticercosis experimental.   

• La infección en estado crónico por T. crassiceps, afecta el porcentaje de 

células B peritoneales.  

• La infección por T. crassiceps, está induciendo un perfil de agotamiento en 

las células B. 

• No hay un aumento de células T reguladoras periféricas, durante la 

cisticercosis experimental. 

• En un microambiente sin  STAT1, la infección T. crassiceps parece no afectar 

al porcentaje de células T reguladoras en peritoneo.  

• Los linfocitos T CD4+ muestran un perfil supresor dependiente de la infección 

y no de la ausencia de STAT1. 

• Los linfocitos T CD8+ muestran un perfil anérgico en ausencia de STAT1, en 

la infección por T. crassiceps. 
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9. Anexo  

Soluciones:  

 

• Solución hemolizante/ Solución de lisis.  

39 mM de NH4CL, 2.5 mM de KHCO3 y 0.02 mM de EDTA.2Na     

• EDTA 

Para 1L se uso 186. 12 gr de Na2EDTA 0.5 M en 800 ml de agua destilada y una 

ves disuelto se aforo a 1L.  

• Buffer de lisis para Proteinasa K 

100 mM de NaCl, 25 mM de EDTA y 0.5% SDS 

• Solución TBE 1X 

Para preparar 1L se utilizo 10.8 gr de TRIZMA base, 5.5 gr de acido bórico y 4ml de 

EDTA 0.5M 

• Medio RPMI 

Para preparar 50 ml se necesita 500 µl de aminoácidos No esenciales, 500 µl de 

Piruvato, 45 µl de β-Mercaptoetanol, 500 µl de antibiótico (penicilina), 5ml de suero 

fetal bovino al 10% y al final se afora a 50 ml con medio para RPMI.  
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