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Resumen 
 
La cisticercosis en una enfermedad originada por la infestación de parásitos dentro del 

intestino y otros sitios dentro del organismo. La infección por el parásito helminto T. 

crassiceps se caracteriza por inducir una respuesta inmune pro-inflamatoria o de tipo Th1, 

donde se presentan niveles elevados de IFN-ɣ, óxido nítrico (NO) e IgG2. Posteriormente 

se da un cambio en la respuesta de tipo Th1 hacia una respuesta crónica de tipo Th2, donde 

destaca la presencia de citocinas antiinflamatorias como la IL-4 y la IL-13, y una 

participación importante de poblaciones celulares como los linfocitos T CD4+, macrófagos 

alternativamente activados o M2 y recientemente descrito, las células T reguladoras. Este 

cambio en la respuesta Th1 hacia una respuesta de tipo Th2, se ha asociado con la 

susceptibilidad a la infección y sobrevida del parásito. Debido a la importancia de la IL-4 

durante el desarrollo de una respuesta Th2, decidimos evaluar las características 

fenotípicas de las células mieloides y linfoides a través de un modelo murino deficiente del 

IL-4Rα durante la infección con T. crassiceps. Se infectaron hembras Balb/c WT e IL-4Rα 

KO y 10 semanas después por medio de citometría de flujo, evaluamos células linfoides: T 

CD4+ y CD8+, así como sus marcadores de activación y supresión; CD25, Tim-3 y PD-1. 

También evaluamos el porcentaje de células Ly6G+, Ly6Chi, Ly6Clow, células F4/80+ y sus 

marcadores IL-4Rα, MHC-ll y PD-L2. Los datos obtenidos durante nuestra investigación 

sugieren un incremento de células Ly6G+, Ly6Chi, macrófagos M2 con un fenotipo supresor, 

un incremento de células CD8+ con un perfil supresor y/o anérgico, y el mantenimiento de 

las células Tregs. Además observamos un incremento en la producción de la citocina pro-

inflamatoria TNF-α y la citocina antiinflamatoria IL-4, todo esto en ausencia del IL-4Rα. Por 

lo tanto en ausencia de la señalización de la IL-4 se mantiene un perfil antiinflamatorio en 

poblaciones celulares inmunes, sugiriendo que existen mecanismos compensatorios que 

mantienen la infección crónica por T. crassiceps en el modelo murino.  
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1 Introducción 

1.1 Generalidades de Taenia crassiceps 

T. crassiceps (Zeder, 1800), es un parásito helminto perteneciente a la clase Céstoda y que 

tiene una relación sistemática cercana con T. solium.  En su estado larvario principal o 

metacéstodo, se encuentra en el tejido muscular y subcutáneo, así como en la cavidad 

pleural y peritoneal de roedores y pequeños mamíferos, mientras que su forma adulta (Fig. 

1) se encuentra principalmente en el intestino de cánidos como lobos y zorros (Willms, K. y 

Zurabian, R., 2009, Loos-Frank, 2000). La cisticercosis es una enfermedad originada por la 

infestación de parásitos dentro del intestino y otros sitios dentro del organismo (WHO, 

2022), la cisticercosis murina provocada por T. crassiceps puede darse de forma natural 

mediante la ingesta de huevos producidos por la forma adulta de este parásito o bien, a 

través de la inoculación directa de cisticercos de manera experimental (Ruiz-Monroy et al., 

2013). Actualmente es muy rara en el ser humano ya que afecta principalmente a pacientes 

inmunocomprometidos o con síndromes de inmunodeficiencia (K. Heldwein, H.G. 

Biedermann, W.D. Hamperl, 2006), pero también se puede presentar en pacientes sanos, 

comúnmente en zonas rurales de países en desarrollo o con malas condiciones de higiene 

(Olguín J.E. y Terrazas L.I., 2021; Peón, AN, Espinoza-Jiménez, A. y Terrazas, LI, 2013).  

Figura 1. Morfología de T. crassiceps. El céstodo está conformado por un escólex; en la 

parte anterior, seguido del cuello y el estróbilo que contiene segmentos o proglótidos. En la 

parte proximal al cuello se encuentran los proglótidos inmaduros, mientras que en la parte 

distal del estróbilo se encuentran los proglótidos maduros, estos contienen oncósferas o 
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huevos infectivos que son expulsados por medio de las heces. Imagen modificada de 

Guerrero-García, 2019. 

 

1.1.1 Ciclo de vida 

La etapa adulta de T. crassiceps se encuentra en el intestino delgado de zorros, perros y 

otros cánidos de vida salvaje que fungen como hospederos definitivos del parásito, 

posteriormente éstos liberan proglótides grávidas con huevecillos infectivos por medio de 

las heces, que son ingeridas por roedores y son la fuente de infección. Una vez dentro del 

hospedero intermediario, los huevecillos u oncósferas atraviesan el epitelio intestinal, y se 

alojan en tejidos, en la cavidad pleural y peritoneal donde se diferencian a una etapa larval 

o cisticerco. La etapa larval de T. crassiceps puede reproducirse de forma asexual o por 

gemación, lo que le permite multiplicarse e incrementar la probabilidad de infección cuando 

éstos roedores sean ingeridos por el hospedero definitivo (Freeman, 1962; Willms, K. y 

Zurabian, R., 2009) (Fig. 2). 

Figura 2. Ciclo de vida de T. crassiceps. (A) Hospedero definitivo; (B) Larva adulta en el 

intestino delgado del hospedero; (C) Huevos infectivos son desechados en las heces y; (D) 

serán ingeridos por el hospedero intermediario donde se alojaran en tejidos y se 

diferenciarán en; (E) metacéstodos presentes también en la cavidad pleural. El roedor 
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infectado será ingerido por el hospedero definitivo continuando con el ciclo. Imágenes 

tomadas de Willms, K. y Zurabia, R., (2009); L. Hofmanovva et al., (2018).  

 

1.1.2 Cepa ORF 

Los modelos de cisticercosis con Taenia han permitido investigar la regulación de la 

respuesta inmune, así como también otros eventos moleculares y genéticos en la 

parasitosis. En 1952 el Dr. Reino Freeman aisló la cepa ORF de T. crassiceps de un zorro, 

en “Ontario Research Fundation”, de ahí las siglas que lleva por nombre. Esta cepa se 

caracteriza por presentar tasas de crecimiento significativamente más altas que otras cepas 

aisladas como la KBS, WFU y HYG (Dorais y Esch, 1969; Ruiz-Monroy et al., 2013). Debido 

a su alta capacidad de reproducción por gemación en la cavidad peritoneal de ratones; la 

cepa ORF ha sido la más utilizada en modelos de infección experimentales para el estudio 

de la respuesta inmunológica. Otra característica de ésta cepa es que cuenta con una 

mutación genética que impide a los metacéstodos desarrollar el escólex y por ende impide 

también la transición a la etapa adulta (Smith et al., 1972; Kenneth et al., 1972; Ruiz-Monroy 

et al., 2013). 

1.2 Respuesta inmune 

El sistema inmune está constituido por diferentes tipos celulares y moléculas 

coestimuladoras como citocinas y quimiocinas, responsables de coordinar respuestas que 

conducen a la eliminación de agentes patógenos o extraños en un organismo, así como 

también productos dañinos y células transformadas del mismo (Abbas et al., 2011). Existe 

una gran variedad de células que conforman el sistema inmune, todas provenientes de un 

precursor en común; la célula troncal hematopoyética (HSC) de la medula ósea. Esta HSC 

da origen a los diversos tipos celulares a través de un proceso conocido como 

hematopoyesis, que se produce durante el desarrollo embrionario y la edad adulta 

(Jagannathan-Bogdan y Zon, I.L., 2013). En este proceso intervienen diversos tipos 

celulares y está regulado por diferentes hormonas y factores que promueven o inhiben 

algunas etapas del proceso (Mayani et al., 2007), según sea la madurez y los mecanismo 

involucrados; se dará origen al tipo de célula sanguínea. A grandes rasgos, el sistema 

inmune está dividido en dos grandes grupos celulares: el linaje linfoide y el linaje mieloide.  
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1.2.1 Linaje mieloide 

La generación de células mieloides es un proceso conocido como mielopoyesis, llevado a 

cabo en la médula ósea, en donde las células troncales hematopoyéticas (HSCs) dan lugar 

a los progenitores mieloides comunes (PMC). Estos PMC más adelante se pueden 

diferenciar hacia progenitores más específicos como progenitores gránulo-monocíticos y 

progenitores eritroides-megacariocíticos. Entre los genes involucrados en la diferenciación 

del linaje mieloide se encuentran: C/EBPa, CEBPb, y C/EBPb, RUNX1, SCL, pero destacan 

los genes PU.1 y Hox (John F. et al., 1999). Altos niveles de PU.1 se asocian con la 

diferenciación granulocítica, mientras que su baja o nula expresión se asocian con una 

diferenciación hacia células eritroides. Los progenitores mieloides incluyen unidades 

formadoras de colonias granulo-monocíticas (CFU-GM), que dan origen a unidades 

formadoras de colonias granulocíticas (CFU-G) y monocíticas (CFU-M). Las CFU-G dan 

lugar a eosinófilos, neutrófilos y basófilos, mientras que las CFU-M dan lugar a monocitos 

y más adelante a macrófagos, todo esto con la intervención de diferentes citocinas como la 

IL-3, IL-6, el factor de células seminales (SCF), entre otras (Mayani et al., 2007).  

Los neutrófilos forman parte de la respuesta inmune innata y son la población más 

abundante en circulación así como también la primera en acudir al sitio de infección. Su 

función principal es la opsonización y destrucción de patógenos y productos de células 

apoptóticas. Los basófilos, eosinófilos y mastocitos juegan un papel importante en la 

inmunidad innata, ya que contienen granulos citoplasmáticos que son mediadores de la 

inflamación (prostaglandinas, leucotrienos, ficolinas y pentraxinas) (Abbas et al., 2015). 

Otra población celular mieloide, son las células dendríticas (DCs) ubicadas principalmente 

en tejidos epiteliales, las cuales migran hasta los nódulos linfáticos para presentar 

antígenos a células T. Existen diferentes subpoblaciones de DCs que pueden ser 

diferenciadas según las moléculas expresadas en su superficie, a los factores de 

transcripción que presenten, y por los tejidos donde se localicen (Abbas et al., 2015). 

1.2.2 Linaje Linfoide 

Las diferenciación del linaje linfoide se lleva cabo gradualmente en la médula ósea con 

progenitores muy primitivos, más adelante éstos dan origen a los progenitores linfoides 

comunes o CLPs, que darán origen a diversos tipos celulares y que son reconocidos como 

eficientes progenitores de linfocitos B y células NK. La generación de células linfoides es 

mantenida por la adquisición de progenitores linfoides a través del sistema circulatorio hacia 

el timo. Los precursores son células inmaduras que darán origen a las diferentes 
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poblaciones linfoides: TCD4⁺ y TCD8⁺. La linfopoyesis es estrictamente dependiente de la 

interleucina 7 (IL-7) en el timo (Mayani et al., 2007). La expresión de diferentes proteínas 

de membrana es una característica importante para distinguir las diferentes poblaciones de 

células del sistema inmune. Los cúmulos de diferenciación o CD’s (cluster of differentiation, 

por sus siglas en inglés), forman parte de una nomenclatura aplicada en la diferenciación 

de los diferentes subtipos o subpoblaciones de linfocitos, así como también para nombrar 

proteínas o marcadores de superficie de éstas células (Abbas et al., 2015). Los linfocitos T, 

se agrupan en dos subtipos principalmente; los linfocitos T cooperadores o CD4⁺ y, los 

linfocitos T citotóxicos o CD8⁺, ambas son poblaciones mediadoras de la inmunidad celular 

y forman parte de la respuesta inmune adaptativa. Tanto las células CD4⁺ como CD8⁺, 

cuentan con receptores de antígeno en su superficie; llamados TCRs, que reconocen 

antígenos específicos a través de la interacción con el complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC) expresado por macrófagos, células dendríticas, células B y 

células epiteliales, también conocidas como células presentadoras de antígeno (APC’s). 

Esta interacción induce la secreción de citocinas en linfocitos TCD4⁺, lo que provoca la 

activación de otros linfocitos T, así como también de células B y macrófagos. Las células 

TCD8⁺ tienen la capacidad de reconocer y eliminar células infectadas con virus y otros 

microorganismos intracelulares a través de moléculas como la granzima y la perforina 

(Abbas et al., 2015). 

Las células NK juegan un papel importante en la respuesta inmune innata durante 

infecciones virales y en presencia de tumores (Gotthardt D. et al., 2019). Estas son 

formadas a partir de progenitores linfoides y con ayuda de los factores de transcripción Id2 

e Id3 (Mayani et al., 2007), posteriormente viajan a tejidos linfoides secundarios para llevar 

a cabo su maduración y salir a la circulación. En ratón, las células NK se caracterizan 

principalmente por presentar un fenotipo CD3⁻CD49b⁺NKp46⁺, aunque el cambio o pérdida 

de alguno de estos marcadores puede distinguir a estas células en tres subconjuntos: 

células NK inmaduras, semimaduras y maduras (Gotthardt D. et al., 2019). La maduración 

de estas células y la expresión de sus receptores está íntimamente relacionada con la 

presencia de la interleucina-15, que mantiene viables a éstas células y sostiene su 

proliferación (Dontje W. et al., 2006), así como también interviene la regulación positiva de 

los receptores CD11b, CD43, KLRG1 y Ly49, además de la regulación negativa de CD27. 

Por otra parte, en el desarrollo de las células B los progenitores linfoides comunes dan 

origen a células B tempranas caracterizadas por la expresión de CD34⁺, CD19⁺ y CD10⁺ y 
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el BCR, este proceso está condicionado por los factores de transcripción Pax5, EBF y E2A 

(Mayani et al., 2007). Más adelante estas células serán ubicadas en los tejidos linfoides 

periféricos donde cumplirán su función de reconocimiento antigénico, activación, 

diferenciación y posteriormente producción de anticuerpos específicos (Mayani et al., 2007). 

1.2.3 Células T reguladoras (Tregs) 

Las células T reguladoras (Tregs) juegan un papel importante en el mantenimiento de la 

respuesta inmunológica y en la supresión de respuestas inmunitarias exacerbadas 

perjudiciales (Sakaguchi et al., 2008). Muchas de las Tregs (CD4⁺CD25⁺Foxp3⁺) tienen la 

capacidad de suprimir la activación, proliferación y las funciones efectoras (producción de 

citocinas) de otros tipos celulares incluidas las células T CD4⁺ y T CD8⁺, células NK, células 

B y células presentadoras de antígeno (Sakaguchi et al., 2010). Las Tregs constituyen 

alrededor del 5-10% de las células T CD4⁺ maduras en el timo y en la periferia (Sakaguchi, 

2007). 

1.2.3.1 Factor de transcripción Foxp3 

Las Tregs se caracterizan principalmente por la expresión del factor de transcripción 

forkhead box P3 (Foxp3), que es considerado un maestro regulador del desarrollo y función 

de dicha población, así como también es el marcador molecular más confiable para su 

identificación. Con base en la literatura se sabe que este factor de transcripción se expresa 

de forma natural en células T CD4⁺ periféricas que co-expresan CD25 (cadena-α del 

receptor de interleucina-2 (IL-2), generalmente expresado en células T activadas) 

(Sakaguchi, 2000), al igual que en timocitos CD4⁺ CD25⁺ (Sakaguchi et al., 2008, 2010). 

Las mutaciones del gen FOXP3 pueden inducir el desarrollo de enfermedades 

inflamatorias, autoinmunes, y diversas patologías derivadas de la inmuno desregulación 

dando lugar al síndrome de poliendocrinopatía autoinmune ligado a X (IPEX) (Sakaguchi et 

al., 2008). La transducción de Foxp3 en células T naive puede incrementar la expresión de 

CD25 y otras moléculas de superficie de células Tregs como el antígeno-4 asociado a 

células T citotóxicas (CTLA-4), suprimiendo la producción de IL-2, IFN-ɣ (Interferón-gamma) 

e IL-4 (Sakaguchi et al., 2008). 
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1.2.3.2 Otros marcadores de superficie característicos de células Tregs 

y mecanismos de supresión 

Existen una serie de moléculas en común expresadas constitutivamente en las diferentes 

poblaciones células T, y que son de gran importancia para su desarrollo, función y 

caracterización. En el caso de las células T reguladoras existen marcadores de gran 

importancia como CD25, CTLA-4 y GITR (Glucocorticoid-Induced TNF-Related, por sus 

siglas en inglés) (Sakaguchi et al., 2006), cambios en la expresión de estas moléculas 

intervienen en diferentes mecanismos de desarrollo, proliferación y supresión.  

El marcador CD25 (IL-2Rα) es un componente del receptor de IL-2 de alta afinidad, con un 

papel importante en el desarrollo de Tregs. La IL-2 ha sido propuesta como la principal 

citocina involucrada en la proliferación y diferenciación de células T en modelos in vitro. 

Polimorfismos en los genes codificantes de las cadenas de IL-2R o moléculas transductoras 

de señales río debajo de dicho receptor, como STAT-5, pueden predisponer a 

enfermedades como la diabetes tipo 1 y otras enfermedades autoinmunes (Sakaguchi et 

a., 2006). 

Las células Tregs naturales CD4⁺CD25⁺ tanto en el timo como en la periferia, se 

caracterizan por la expresión constitutiva de CTLA-4 en su superficie, mientras que las 

células T naive la expresan únicamente después de ser activadas (Sakaguchi et al., 2006). 

CTLA-4 compite con la molécula CD28 por los ligandos CD80/86, donde una vez unido a 

ellos; tiene la capacidad de desactivar a células presentadoras de antígeno. Las células 

Tregs expresan CTLA-4 constitutivamente en sus funciones supresoras, regulando 

negativamente la proliferación de otras células T así como también la producción de 

citocinas (Pentcheva-Hoang et al., 2004). Ratones deficientes de CTLA-4 en células Tregs 

(Foxp3+), desarrollan linfoproliferación sistémica y enfermedades autoinmunes mediadas 

por células T, lo que sugiere fuertemente que esta molécula es necesaria para suprimir 

respuestas inmunes exacerbadas y mantener autotolerancia inmunológica (Wing K. et al., 

2008, Sakaguchi et al., 2010, Sobhani et al., 2021).  

Se ha demostrado que las células T reguladoras pueden ser activadas mediante la 

presentación antigénica conservando sus capacidades supresoras en estudios in vitro, sin 

embargo; la estimulación de diversas moléculas en su superficie pueden conducir a su 

proliferación in vivo e in vitro (Sakaguchi et al., 2008). Tal es el caso de la proteína GITR; 

una molécula expresada de manera constitutiva en Tregs naturales y que se ha descrito 
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promueve su proliferación en presencia de la IL-2, aunque se sabe que otros subconjuntos 

de células T, células B, macrófagos y DCs también expresan GITR basalmente pero en 

niveles más bajos (Sakaguchi et a., 2006). Independientemente del reconocimiento 

específico de antígenos, la Tregs tienen la capacidad de activarse por medio de receptores 

de tipo toll (TLRs) como el TLR 4, 5 y 8 (Sakaguchi et al., 2008).  

1.2.3.3 Células T reguladoras naturales e inducidas 

Las Tregs son producidas en el timo como una subpoblación funcionalmente madura de 

células consideradas Tregs naturales, cuyo desarrollo es dependiente de diferentes 

mecanismos como las células estromales incluidas las células corticales y medulares 

tímicas, y células dendríticas (DC’s), ya que se requiere una interacción de alta afinidad 

entre el TCR de las Tregs y el complejo MHC en la presentación de antígenos de las células 

tímicas estromales. Además, en el microambiente tímico, tanto la IL-2 como la IL-7 son 

citocinas necesarias para el desarrollo de Tregs (Sakaguchi et al., 2010). 

Esta células pueden también ser inducidas a partir de células T naive en la periferia 

mediante diferentes mecanismos, por ejemplo; la IL-2 facilita la diferenciación de células T 

CD4⁺ naive en células Tregs Foxp3⁺, pero inhibe su diferenciación hacia células de 

tipoTh17. En presencia de TGF- β y ácido retinoico, se favorece la diferenciación de 

linfocitos T naive a células T reguladoras, así como también la secreción de IL-10 y TGF-β 

por células Tr1 y la secreción de TGF- β por células denominadas Th3 (Sakaguchi et al., 

2008).  

1.3 Respuesta inmune contra T.crassiceps  

La cisticercosis causada por T. crassiceps tiene la capacidad de estimular el sistema 

inmune a través de diversas moléculas como lo son antígenos, proteínas, glicoproteínas y 

lípidos propios del parásito (Ruiz-Monroy et al., 2013). Esta infección puede tender a la 

cronicidad y por ende llevar a la sobrevida del parásito por lagos periodos, en los cuales 

están inmersos diversos mecanismos inmunitarios de tipo humoral y celular (Restrepo. B.I. 

et al., 2001). Durante la infección causada por T. crassiceps, se induce una respuesta 

inmune aguda pro-inflamatoria o denominada respuesta de tipo Th1, que se caracteriza por 

presentar niveles elevados de IFN-ɣ, óxido nítrico (NO) e IgG2, esto durante las primeras 2 

a 3 semanas de la infección (LI Terrazas, R. Bojalil, T. Govezensky y C. Larralde, 1998). 

Más adelante se da un cambio en la respuesta de tipo Th1 hacia una respuesta crónica o 

de tipo Th2, caracterizada principalmente por la secreción de citocinas antiinflamatorias 
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como la IL-6, IL-9, IL-10, IL-25, IL-33 y el factor de crecimiento β (TGF-β), pero las más 

importantes son la IL-4 y la IL-13. La secreción de dichas citocinas influye en el aumento 

de linfocitos TCD4⁺ diferenciados en subpoblaciones Th2 y con base en la literatura, de 

células T reguladoras (Peón, AN, Espinoza-Jiménez, A. y Terrazas, LI, 2013), sin embargo, 

hallazgos de nuestro laboratorio sugieren una reducción importante de las células T 

reguladoras en las fases crónicas en el sitio de infección (Hernández-Gómez, 2022).  Esto 

también influye en el incremento de los niveles de IgG1 y el incremento de células 

plasmáticas productoras de IgE, lo que permite el reclutamiento de mastocitos, eosinófilos, 

basófilos y neutrófilos. Este cambio en la respuesta Th1 hacia una respuesta de tipo Th2, 

se ha asociado con la susceptibilidad a la infección y sobrevida del parásito (Peón, AN, 

Espinoza-Jiménez, A. y Terrazas, LI, 2013; D. Voehringer et al., 2007).  

1.3.1 Macrófagos alternativamente activados (AAMsφ) 

Se han descrito dos fenotipos de macrófagos involucrados en procesos de 

inmunorregulación durante la cisticercosis experimental murina. El primero de ellos son los 

macrófagos activados clásicamente, que son activados a través de la estimulación del 

receptor tipo toll (TLR) mediante moléculas derivadas de bacterias, virus y protozoos; como 

son lipopolisacáridos (LPS’s) y péptidoglicanos. También pueden ser activados con IFN-ɣ, 

el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-α) y la IL-1β, que son citocinas secretadas durante 

respuestas pro inflamatorias (Peón, AN, Espinoza-Jiménez, A. y Terrazas, LI, 2013). Estos 

macrófagos clásicos presentan capacidades fagocíticas y microbicidas, además; expresan 

la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) que es la principal enzima involucrada en la síntesis 

de NO, y también, pueden secretar citocinas pro inflamatorias como la IL-1β, IL-12, IL-23 y 

TNF-α (Peón, AN, Espinoza-Jiménez, A. y Terrazas, LI, 2013). 

Por otro lado, los macrófagos alternativamente activados o AAMsφ son una población de 

macrófagos descrita e investigada recientemente ya que juegan un papel importante en la 

inducción de la respuesta Th2 durante la cisticercosis experimental con T. crassiceps y 

durante infecciones por helmintos en general (Peón, AN, Espinoza-Jiménez, A. y Terrazas, 

LI, 2013). Este fenotipo de macrófagos es inducido por citocinas como la IL-4 e IL-13 a 

través de la estimulación del receptor IL-4-alfa (IL-4Rα) (M. Stein, S. Keshav, N. Harris y S. 

Gordon, 1992), aunque también se ha visto que algunos antígenos de helmintos pueden 

inducir la activación de AAMsφ independientemente del estímulo con IL-4. Los AAMsφ se 

caracterizan por la secreción de citocinas como la IL-10, TGF-β y presentan niveles bajos 

de citocinas pro inflamatorias, también expresan Arginasa-1 (arg-1) que presenta mayor 
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afinidad que la iNOS por el sustrato común L-Arginina, Resistin-like molecule alpha (RELM-

α), receptor de manosa de macrófagos (MMR), y el ligando de muerte programada-1 y 2 

(PD-L1/2) (JL Reyes y LI Terrazas, 2007). Los AAMsφ tienen una baja capacidad para 

inducir respuestas proliferativas de antígeno en células T y están presentes en la mayoría 

de infecciones por helmintos y se ha demostrado en los últimos años que ésta población 

celular está involucrada en mecanismos de supresión mediados por la expresión de 

moléculas como el ligando de muerte programada-2 (PD-L2) (LI Terrazas, D. Montero, CA 

Terrazas, JL Reyes y M. Rodríguez-Sosa, 2005), que pueden suprimir la proliferación de 

células linfoides, esto se ha asociado con un aumento en las cargas parasitarias durante la 

cisticercosis experimental murina por T. crassiceps (Peón, AN, Espinoza-Jiménez, A. y 

Terrazas, LI, 2013). 

1.4 Vía de señalización de la Interleucina-4 (IL-4) 

La interleucina-4 es una citocina producida por células T cooperadoras de tipo Th2 en 

respuestas derivadas de la activación del TCR y se ha descrito que los eosinófilos activados 

pueden también producir IL-4 (Gessner A. et al., 2005). Esta citocina participa en la 

diferenciación de células T cooperadoras hacia un perfil Th2, que producen citocinas como 

la IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, además también puede regular el cambio de clase de las 

inmunoglobulinas hacia el isotipo IgE en células plasmáticas.  La transducción de señales 

activada por la IL-4 regula diferentes mecanismos como el crecimiento celular, la 

supervivencia y la expresión génica (Kelly-Welch et al., 2005).  

La IL-4 tiene la capacidad de estimular dos complejos de receptores; de tipo l y de tipo ll. 

La unión de la IL-4 con IL-4Rα induce la heterodimerizacción con la cadena gamma común 

(ɣC), que forman el complejo de tipo l en células hematopoyéticas, mientras que la IL-13α1 

forma el complejo de tipo ll en células del linaje mieloide, como macrófagos, eosinófilos, 

entre otros tipos celulares. Esta dimerización activa las proteínas Janus Kinases (Jaks) que 

están asociadas con las colas citoplasmáticas de estos receptores. Jak1 y Jak3 son 

activadas por los receptores de tipo l, mientras que los receptores de tipo ll activan a Jak1, 

Jak2 y Tyk2 (Kelly-Welch et al., 2005).  
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Los residuos de tirosina en la cola citoplasmática de IL-4Rα se fosforila y sirven como sitios 

de acoplamiento para diferentes moléculas de señalización. El residuo 2 de tirosina 

interactúa con el dominio SH2 del transductor de señal y factor de transcripción 6 (STAT6), 

una vez fosforilado, STAT6 se dimeriza, viaja al núcleo donde se une y promueve los genes 

que codifican para CD23 y el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase ll 

(Nelms K. et al., 1999). STAT6 puede actuar como un activador o supresor de la 

transcripción dependiendo del gen diana, y del estado de activación de la célula.  En 

linfocitos primarios, STAT 6 juega un papel importante en la proliferación y protección de la 

apoptosis (Wurster A.L, et al., 2002). 

Figura 3. Vía de señalización de la interleucina-4. La unión de la IL-4 con el complejo de 

receptores IL-4Rα y ɣC promueve la fosforilación de las proteínas Jaks en las colas 

citoplasmáticas del receptor. Posteriormente se fosforila el factor de transcripción STAT6, 

se dimeriza y migra al núcleo donde promueve la expresión de genes asociados a la IL-4. 

Imagen original realizada en el editor BioRender™.  
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1.5 Generación de ratones KO específicos de IL-4Rα mediante el sistema 

Cre/loxP 

Recientemente se han buscado diferentes métodos que ayuden a entender los mecanismos 

implicados en la diferenciación de macrófagos hacia un perfil clásico o alternativo así como 

también las moléculas relacionadas en su funcionamiento. Con base en lo descrito por 

Peón, AN, Espinoza-Jiménez, A. y Terrazas, LI, (2013), se sabe que los macrófagos 

activados alternativamente juegan un papel importante durante la infección con T. 

crassiceps, asimismo se conoce que esta población celular es inducida por citocinas 

antiinflamatorias como la IL-4 y la IL-13 principalmente. El sistema Cre/loxP permite la 

generación de ratones deficientes de diversos receptores, moléculas de superficie y la 

deleción de genes específicos en algunas poblaciones celulares, esto a partir de 

recombinación homóloga de células madre embrionarias y usando el sistema de 

recombinación Cre/loxP (Brombacher et al., 2009). Para fines de la presente tesis, se 

generaron ratones Knock out específicos de IL-4Rα (cadena-alfa del receptor de 

Interleucina-4) en macrófagos mediante el modelo Cre/LoxP (ver descripción en la Figura 

4), con intención de lograr la caracterización del fenotipo y funcionalidad de esta población 

celular. Asimismo, los resultados obtenidos contribuyeron a un mejor entendimiento de los 

mecanismos inmunológicos dependientes de la Interleucina 4 y el papel de los macrófagos 

alternativamente activados durante la cisticercosis experimental murina. 

Figura 4. Principio de deleción específica de IL-4Rα en macrófagos. Los ratones IL-

4Rα lox/- son generados mediante recombinación homóloga, en estos, los exones de IL-4Rα 

son “flanqueados” por dos sitios loxP (triángulos) que son reconocidos por la recombinasa 
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Cre. Aquellos ratones que expresan específicamente la recombinasa Cre en macrófagos 

bajo el control del promotor de la lisozima M (ratones LysMcre) fueron entrecruzados con 

ratones IL-4Rα -/- globales para evitar herencia no Mendeliana o actividad aberrante de Cre. 

Para facilitar la recombinación eficiente de Cre, los ratones LysM  cre IL-4Rα  -/-  fueron 

cruzados con ratones IL-4Rα  lox/lox  condicionales. Esto cuando la recombinasa Cre 

solamente es expresada en macrófagos de ratones hemicigotos LysM cre IL-4Rα lox/-. LoxP 

flanquea los exones del locus IL-4Rα sobre un alelo y es eliminado solo en este tipo de 

células. Los ratones hemicigotos son utilizados debido a que se reduce el sustrato para la 

enzima e incrementa la eficiencia en la deleción mediada por Cre en macrófagos. En otro 

tipo de linajes celulares (epiteliales y linfoides) la enzima es activa y todavía se expresa IL-

4Rα funcional. Figura tomada de Brombacher, (2009). 

 

2 Antecedentes directos 

Durante la cisticercosis por T. crassiceps, el IFN-ɣ juega un papel importante en la inducción 

de una respuesta pro inflamatoria o de tipo Th1 asociada a la protección, la ausencia de 

esta citocina se asocia con altas cargas parasitarias o bien, con la susceptibilidad a la 

infección. A su vez estos procesos promueven un microambiente supresor por la 

participación de células mieloides, en específico macrófagos; que expresan en su superficie 

marcadores se supresión como el ligando de muerte programada-2 (PD-L2). Esto sugiere 

que el aumento en la expresión de PD-L2 es dependiente del IFN-ɣ (Hernández-Gómez, 

2022), asimismo; está noción nos llevó a investigar cuál es el papel de la IL-4 en la 

inmunosupresión mediada por macrófagos, células T reguladoras, células mieloides 

(neutrófilos y monocitos), así como posiblemente la participación de linfocitos T. La idea no 

es quedarse únicamente con el estudio de la respuesta inmune en consecuencia a la 

infección por T. crassiceps, sino extrapolar éstos conocimientos al estudio de enfermedades 

crónico degenerativas.  

2.1 Justificación 

Durante la cisticercosis causada por T. crassiceps, el parásito helminto tiene la capacidad 

de polarizar la respuesta inmune generada por el hospedero hacia una respuesta de tipo 

Th2, donde se ha resaltado la importancia de algunas poblaciones celulares como los 

macrófagos alternativamente activados y las células T reguladoras debido a sus 

capacidades supresoras, así como la participación de la IL-4 en los procesos anti-

inflamatorios, sin embargo estos mecanismos no han sido del todo descritos. El estudio de 

la respuesta inmune a través de la descripción de células del linaje linfoide y mieloide en 
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ausencia del IL-4R, puede generar conocimiento acerca de los mecanismos de regulación 

e inmunosupresión presentes durante las infecciones por helmintos.  

3 Hipótesis y objetivos 

3.1 Hipótesis 

La ausencia del IL-4Rα evitará la inducción de una respuesta Th2 durante la infección 

crónica, debido a que no habrá una diferenciación tanto de macrófagos hacia un perfil M2 

como de células linfoides con características supresoras. Esto favorecerá la persistencia de 

una respuesta inmune pro inflamatoria, llevando a la eliminación del parásito. 

3.2 Objetivo general 

Determinar si las células del linaje mieloide y linfoide expresan un fenotipo supresor durante 

la cisticercosis experimental murina por T. crassiceps en ausencia del receptor IL-4Rα. 

3.2.1 Objetivos particulares 

 Cuantificar la carga parasitaria. 

 Registrar el peso de los ratones durante el proceso de infección. 

 Analizar el porcentaje total de células Ly6Chi, Ly6Clow y Ly6G+. 

 Analizar las células F4/80+ y su expresión de los marcadores de superficie IL-4Rα, 

MHC-ll y PD-L2. 

 Analizar el porcentaje total de células CD4+, CD8+ y Tregs, así como su expresión 

de marcadores de activación y supresión: CD25, Tim-3 y PD-1. 

 Cuantificar citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias por CBA 

 

4 Materiales y métodos 

4.1 Animales de bioterio 

Se utilizaron ratones hembra BALB/c (Foxp3 Knock in/ IL-4Rα Knock Out globales y 

Cre/loxP IL-4Rα -/+), de 8 a 10 semanas y 18 g de peso. Las cruzas se mantuvieron en 

reproducción en cajas de policarbonato con aserrín; bebederos y alimento estériles. Fueron 

marcados de las orejas para llevar su control e identificación así como también se registró 

su peso semanalmente durante la infección y hasta el día del sacrificio.   
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4.2 Genotipo 

4.2.1 Extracción de DNA 

Para la extracción de DNA se utilizaron fragmentos de aproximadamente 5 mm de cola de 

los ratones, mismas se colocaron en tubos eppendorf previamente etiquetados. Se 

adicionaron 500 µl de buffer para Proteinasa K (ver anexo), 60 µl de Proteinasa K [1mg/ml 

(ThermoFisher)] y se dejaron reaccionar durante 4 a 6 horas para disgregar el tejido en un 

Thermoshaker (MRC Lab). Posteriormente se centrifugaron las muestras a 12,500 rpm 

durante 15 minutos a 4°C. Se extrajo el precipitado y se colocó en tubos eppendorf en 

donde se añadieron 500 µl de isopropanol frío por muestra. Se agitó por inmersión.  

Nuevamente se centrifugaron las muestras bajo los mismos parámetros ya mencionados, 

se decantaron las muestras retirando únicamente el sobrenadante, después se realizó un 

lavado con etanol al 80% (1 ml por muestra), se agitó por inmersión y se centrifugó 

nuevamente. Finalmente se decantaron las muestras para obtener la pastilla de DNA, se 

dejó secar por 30 minutos a temperatura ambiente y se añadieron 75 µl de H₂O de grado 

biología molecular. El proceso descrito anteriormente se realizó bajo condiciones de 

aislamiento en una campana de flujo. 

4.2.2 Cuantificación de DNA 

La concentración de ácidos nucleicos [ng/µl] se llevó a cabo mediante un NanoFotómetro 

NP80 Implen, utilizando H₂O de grado biología molecular como blanco y 1 µl de cada 

muestra, esto con el fin de establecer la cantidad de DNA a emplearse para la reacción de 

PCR.  

4.2.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

El genotipo de los ratones se realizó mediante una PCR punto final. 

Para el Master mix se utilizaron 6.5µ de Taq polimerasa (Master mix red A180301), 1 µl de 

los primers (LoxPF/LoxPR, CreF/CreR e IL-4RαF/IL-4RαR según el genotipo de interés), 

1.5 µl de Magnesio, 14 µl de H₂O de grado biología molecular y 1 µl de DNA previamente 

extraído. Todo esto para un volumen final de 25 µl por muestra. La reacción de PCR se 

llevó a cabo en el Termociclador bajo los siguientes parámetros: 
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Gen 

 

Secuencia (5’--- 3’) 

PM del 

producto 

(pb) 

 

 

IL-4Rα 

KO 

Neomicina Forward  GGC TGC TGA CCT QQA ATA ACC 471  

Neomicina Reverse CCT TTG AGA ACT GCG GGC T 471 

IL-4Rα Forward TGA CCT ACA AGG AAC CCA GGC 600 

IL-4Rα Reverse CTC GGC GCA CTG ACC CAT CT 600 

 

 

 

CreLoxP 

loxP Forward CCC TTC CTG GCC CTG AAT TT 188 

loxP Reverse GTT TCC TCC TAC CGC TGA TT 188 

Cre Forward CTT GGG CTG CCA GAA TTT CTC 700 

Cre Reverse CCC AGA AAT GCC AGA TTA CG 700 

Tabla 1. Primers utilizados en la determinación de los diferentes genotipos. 

 

 Temperatura Tiempo 

 

 

 

IL-4Rα 

KO/ 

Cre/loxP 

95 °C 120 s 

95 °C 30 s 

58/60°C 30 s 

72°C 30 s 

72°C 300 s 

4 °C ∞ 

35/40 ciclos 

Tabla 2. Parámetros de temperatura y tiempo utilizados en el Termociclador para la 

reacción de PCR. Para los genotipos IL-4Rα KO y LoxP la Tm utilizada fue de 58°C por 35 

ciclos, mientras que en el caso del genotipo Cre fue de 60°C y 40 ciclos. 

4.2.4 Gel de electroforesis 

El gel de agarosa se preparó con 0.9 g de agarosa 1.5%, 60 ml de TBE al 1x y 1.5 µl de 

Bromuro de Etidio (BrEt). Se colocó en la cámara de electroforesis con TBE al 1x y se 

cargaron las muestras utilizando 2 µl de buffer de carga y 8 µl de la muestra con DNA. Se 

corrió a 100 voltios durante 40 minutos. 
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4.3 Infección de ratones con T. crassiceps  

Para la infección de los ratones se cargaron jeringas para tuberculina (BD®) con diez 

parásitos; una para cada ratón y se inyectaron por la vía intraperitoneal. 

4.3.1 Sacrificio de ratones  

Una vez transcurridas diez semanas de la infección, se seleccionaron los ratones infectados 

y los ratones del grupo control para sacrificio. Los ratones se anestesiaron con sevofluorano 

y se les realizó dislocación cervical. 

4.3.2 Recuento de parásitos 

Previo al sacrificio de los ratones infectados, se obtuvo el número de parásitos, para lo cual 

se inyectaron 5 ml de solución salina de forma intraperitoneal, se agitó el peritoneo y se 

recuperó el mismo volumen. Posteriormente, se tomó 1 ml en una caja Petri, para realizar 

el registro de la carga parasitaria. Por último, se realizaron los cálculos para obtener el 

número total de parásitos en el volumen total. 

4.4 Citometría de flujo 

4.4.1 Obtención de células del peritoneo  

Se inyectaron 9 ml de solución salina en el peritoneo de los ratones, mismos que se 

extrajeron posteriormente y se colocaron en tubos falcon de 15 ml. Posteriormente se 

nivelaron los tubos utilizando solución salina y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, 

se decantó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 5 ml de solución salina. Las 

muestras se mantuvieron en refrigeración a 4°C. 

4.4.2 Recuento de células del peritoneo   

Se realizó el conteo de células vivas en un contador de células automatizado Countess ll 

FL (ThermoFisher). Se realizaron los cálculos correspondientes para obtener un volumen 

de solución salina con un millón de células. 

4.4.3 Tinciones de inmunofluorescencia 

Se tomaron un millón de células vivas de cada muestra para las diferentes tinciones, se 

elaboraron tres paneles; tinción de células mieloides, macrófagos y células linfoides. Para 

células mieloides se utilizaron los anticuerpos anti-F480, anti-IL-4Rα, anti-CD11b, anti-Ly6C 

y anti- Ly6G. En el caso de macrófagos, las células se trataron con anticuerpo anti-CD16/32 

durante media hora a 4°C en oscuridad, y posteriormente con anti-F4/80, anti-CCR2, anti-
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PD-L2 y anti-MHC ll. Las células linfoides se tiñeron con anti-CD4, anti-CD8, anti-Tim-3, 

anti- PD-1, y anti-CD25 (Tabla 3). Todas las células se incubaron a 4°C por 30 minutos, 

posteriormente las muestras fueron analizadas mediante el citómetro de flujo Attune NxT 

(ThermoFisher).  

Tinción Anticuerpo Fluorocromo Clona Marca 

 

 

Células 

linfoides 

 

CD4 BV421 GK1.5 Biolegend 

CD8 BV605 53-6.7 Biolegend 

PD-1 PE J43.1 TONBO biosciences 

Tim-3 APC RMT3-23 TONBO biosciences 

CD25 BV711 PC61 Biolegend 

CD3 PerCP 145-2C11 Biolegend 

 

Macrófagos 

CD16/32 ---   

F4/80 APC BM8 Biolegend 

PDL2 PE TY25 Biolegend 

MHC-ll APC Fire MS/114.15.2 Biolegend 

 

 

Células 

mieloides 

F4/80 APC BM8 Biolegend 

CD11b PECy5 M1/70 Biolegend 

Ly6C FITC HK1.4 Biolegend 

Ly6G APC Cy7 1A8 Biolegend 

IL-4Rα PE I014F8 Biolegend 

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en las diferentes inmunofluorescencia de células de 

peritoneo. 

4.4.4 Obtención de células de bazo 

En una caja Petri estéril se maceró el bazo y se añadió solución salina para su obtención, 

dicha solución se colocó en tubos falcon de 15 ml y se centrifugaron las muestras a 1500 

rpm durante 5 minutos. Posterior a esto se decantó el sobrenadante y el pellet obtenido se 

resuspendió en 5 ml de solución salina. Las muestras se manipularon estrictamente en la 

campana de flujo, manteniendo una temperatura de 4 °C.  

4.4.5 Cultivo de células de bazo 

Se preparó una placa de 96 pozos con anti-CD3 a una concentración de 5 µg/ml por pozo 

y se dejó toda la noche a 4°C en oscuridad. Después, se retiró la solución restante en cada 

pozo. En la placa se sembraron 2𝑋105  células de bazo obtenidas previamente, y se 

colocaron con 200 µl de medio RPMI suplementado, esto se hizo por muestra y en 
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duplicado. La placa con las células bajo estimulación se dejó en la incubadora a 37°C y 5% 

de CO2 durante 72 horas. Transcurrido este tiempo, la placa se almaceno a -70°C para su 

posterior uso en la técnica de CBA. 

4.4.6 Cytometric bead array (CBA) 

Es una técnica que permite la cuantificación de proteínas de pequeño tamaño como las 

citocinas. En este ensayo utilizamos perlas de diferentes tamaños, las que se pueden 

caracterizar por su capacidad de dispersión de la luz y fluorescencia. Cada perla cuenta 

con una intensidad de fluorescencia única, que sirve para capturar una citocina en 

específico, éstas se acoplan mediante un anticuerpo de detección con emisión específica 

en longitud de onda que, en una mezcla permite cuantificar las concentraciones de 

diferentes citocinas simultáneamente. La fluorescencia de cada perla es proporcional a la 

concentración de la citocina. La emisión de la fluorescencia de cada perla es proporcional 

a la concentración del analito. Se utiliza una curva de calibración para determinar la 

concentración de cada citocina o proteína en la muestra mediante un software de análisis 

de CBA. 

La placa se descongeló a temperatura ambiente, y se centrifugó a 1500 rpm durante 5 

minutos a 4°C, posterior a esto; se recuperaron 50 ml del sobrenadante de cada pozo y se 

colocaron en microtubos de fondo redondo. Se colocó el Stock de perlas estándar en un 

tubo de 15 ml. Se utilizaron ocho tubos para citometría con 300 µl de diluyente de ensayo 

y se realizaron las siguientes diluciones utilizando el stock de perlas; 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 

1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y, un tubo conteniendo únicamente el diluyente de ensayo como 

control negativo. Posteriormente se realizó un mix de perlas, donde se agregaron 10 µl de 

cada perla de captura por cada muestra y se mezclaron en el vórtex. Se agregaron 10 µl de 

la solución por cada tipo de perla en cada muestra seguido de 50 µl de los anticuerpos de 

detección. Las muestras se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente, en agitación 

y en oscuridad. Pasado este tiempo se agregó 1 ml de solución de lavado a cada muestra 

y se centrifugaron a 200 g durante 5 min, se decantaron las muestras y el pellet se 

resuspendió en 300 µl de solución de lavado para su adquisición en el citómetro de flujo, 

con base en los ajustes propuestos por el mismo kit. 
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4.5 Análisis de muestras 

4.5.1 Programas utilizados 

El revelado de los geles de electroforesis se llevó a cabo mediante el sistema Gel Doc™ 

Ez imaginer (BIO-RAD) y se visualizó el amplificado utilizando el software ImageLab™. Las 

muestras obtenidas por inmunofluorescencia y por CBA, fueron adquiridas en el citómetro 

de flujo Attune NxT bajo el software Attune y posteriormente fueron reanalizadas mediante 

el programa FlowJo v10. Los estadísticos y gráficos fueron obtenidos mediante el programa 

GraphPad Prism versión 7. 

4.5.2 Análisis estadístico 

Los datos estadísticos se obtuvieron mediante ANOVA de un factor, y posteriormente con 

una prueba de comparación múltiple de Tukey, esto con una confiabilidad del 95% y 

tomando el valor de p: *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001. 

5 Resultados 

5.1 Carga parasitaria 

Al transcurrir las diez semanas de infección se obtuvieron y contaron los metacéstodos de 

T. crassiceps. Existe una diferencia significativa en el número de metacéstodos en los 

ratones IL-4Rα KO con respecto a los ratones WT y Cre/loxP (Fig. 5A), siendo los ratones 

IL-4Rα KO los que presentaron la mayor carga parasitaria así como también un mayor 

porcentaje de peso a lo largo y al final de la infección (Fig. 5B). Estos datos sugieren que 

los ratones deficientes de IL-4Rα son más susceptibles a la infección con T. crassiceps que 

los ratones WT y Cre/loxP. 

Figura 5. Existe una mayor carga parasitaria e incremento en el porcentaje de peso 

en ratones IL-4Rα KO al final de la infección con T.crassiceps. A) Gráfica de datos 

totales de carga parasitaria. B) Gráfica de datos totales de porcentaje de peso. Se registró 
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semanalmente el peso de los ratones, el peso del día cero se tomó como el 100% y con 

base en eso se obtuvieron el resto de los datos de porcentaje. Datos recopilados de 6 

experimentos independientes. *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001; pruebas 

ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 

5.2 Análisis de células mieloides 

Siguiendo con los objetivos se determinó la participación de poblaciones celulares del linaje 

mieloide durante la cisticercosis experimental con T. crassiceps. Para dicho análisis se 

seleccionaron los singlets, posteriormente se analizaron las células de mayor tamaño y 

granularidad, y finalmente se determinaron marcadores específicos para las poblaciones 

de monocitos clásicos o proinflamatorios; CD11b⁺Ly6C⁺  hi  y monocitos no clásicos; 

CD11b⁺Ly6C⁺  low , así como los marcadores para células granulocíticas o neutrófilos 

CD11b⁺Ly6G⁺. Además, se analizó la población de macrófagos (CD11b⁺F4/80⁺) y su 

porcentaje de expresión del IL-4Rα⁺ (Fig. 6).  

Figura 6. Estrategia de análisis de células mieloides mediante citometría de flujo. Dot-

plots representativos de células CD11b⁺Ly6C⁺  hi , CD11b+Ly6C⁺  low , CD11b⁺Ly6G⁺ y 

CD11b⁺F4/80⁺IL-4Rα⁺.  

 

Se observó un porcentaje de células granulocíticas significativamente mayor en los ratones 

infectados con respecto a sus controles (Fig. 7B). La presencia de monocitos clásicos 

CD11b⁺Ly6C⁺ hi fue significativamente mayor en el grupo de ratones  IL-4Rα KO infectados, 

y una tendencia al aumento en el porcentaje de monocitos no clásicos en ambos grupos 

experimentales, mientras que no hubo diferencias significativas en el porcentaje de ambas 

poblaciones celulares en ratones WT (Fig. 7B). Esto sugiere que hay una participación 

importante de poblaciones celulares como neutrófilos, monocitos clásicos y no clásicos en 
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el sitio de infección en ausencia del IL-4Rα durante la cisticercosis experimental con T. 

crassiceps. 

Figura 7.  Existe un aumento en el porcentaje de granulocitos, monocitos clásicos y 

no clásicos en ausencia del IL-4Rα durante la infección con T. crassiceps. A) Dot-plots 

representativos del porcentaje total de células CD11b⁺Ly6C⁺  hi , CD11b+Ly6C⁺  low  y 

CD11b⁺Ly6G⁺. B) Gráficos de datos totales recopilados de 6 experimentos independientes. 

*p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001; pruebas ANOVA de una vía y prueba de 

Tukey. 

Figura 8. No existen diferencias en el porcentaje de expresión de IL-4Rα en 

macrófagos durante la infección con T. crassiceps. A) Contour-plots representativos de 

células F4/80⁺ y su porcentaje de expresión de IL-4Rα⁺. B) Gráfico de datos totales 

recopilados de 6 experimentos independientes. *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 y 

****p<0.0001; pruebas ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 
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No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de expresión de IL-4Rα en 

células F4/80⁺ entre los diferentes grupos experimentales aunque se observa una tendencia 

al incremento en la expresión de dicho marcador en ratones WT (Fig. 8B). Lo anterior podría 

sugerir que la infección con T. crassiceps promueve la expresión de la cadena-alfa del 

receptor de interleucina -4 en macrófagos al menos en ratones WT y confirma que el resto 

de nuestros modelos murinos es deficiente del IL-4Rα.  

 

Como se describió previamente en el apartado de introducción, los macrófagos son un tipo 

celular que ha sido recientemente estudiado debido a su participación en respuestas 

inmunitarias de tipo Th2 durante la infección por T. crassiceps y otros parásitos helmintos 

(Peón, AN, Espinoza-Jiménez, A. y Terrazas, LI, 2013). Para el análisis de dicha población 

primeramente se descartaron dobletes y se analizó la región correspondiente a macrófagos; 

células de gran tamaño y granularidad, finalmente se utilizaron los marcadores F4/80, PD-

L2 y MHC-ll (Fig. 9).  

Figura 9. Estrategia de análisis de la población de macrófagos mediante citometría 

de flujo. Dot-plots representativos del porcentaje de expresión del ligando PD-L2 y MHC-ll 

en células F4/80⁺. 

 

Se presentó un aumento significativo en el porcentaje de expresión del ligando PD-L2 en 

macrófagos, en ratones WT y IL-4Rα KO infectados, esto con respecto al grupo control, 

siendo mayor el porcentaje de expresión de dicho marcador en ratones WT con respecto a 

los ratones IL-4Rα KO infectados. La expresión del ligando PD-L2 podría sugerir que se 

trata de una población de macrófagos alternativamente activados o M2.  Por otra parte no 

se observaron diferencias en el porcentaje de expresión del marcador MHC-ll entre los 

diferentes grupos experimentales durante la infección con T. crassiceps (Fig. 10B).  
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Figura 10. Los macrófagos presentan un fenotipo supresor en ausencia del IL-4Rα 

durante la infección con T. crassiceps. A) Contour-plots representativos del porcentaje 

de expresión de PD-L2 y MHC-ll en células F4/80⁺. B) Gráficos de datos totales de 6 

experimentos independientes. *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001; pruebas 

ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 

 

Más adelante se midió simultáneamente el porcentaje de expresión de PD-L2 y MHC-ll en 

células F4/80⁺, encontrando un aumento significativo en la expresión de ambos marcadores 

en ratones WT e IL-4Rα KO, durante la infección con T. crassiceps. (Fig. 11B). Lo anterior 

sugiere que podría tratarse de una población de macrófagos alternativamente activados 

con un perfil supresor, según lo reportado por LI Terrazas, D. Montero, CA Terrazas, JL 

Reyes y M. Rodríguez-Sosa, (2005) y JL Reyes y LI Terrazas, (2007). 

Figura 11. Los macrófagos presentan un fenotipo supresor o M2 en ausencia del IL-

4Rα durante la infección con T. crassiceps. A) Contour-plots representativos del 

porcentaje de expresión de PD-L2 y MHC-ll en células F4/80⁺. B) Gráfico de datos totales 

de 6 experimentos independientes. *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001; pruebas 

ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 
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5.3 Análisis de células linfoides 

Con base en la literatura, se sabe que algunas tipos celulares juegan un papel importante 

en la susceptibilidad y resistencia a infecciones parasitarias. Con el objetivo de caracterizar 

estas células, se comenzó analizando a poblaciones de linfocitos T CD4⁺ y CD8⁺ 

provenientes de muestras de peritoneo. Para dicho análisis de células linfoides se 

seleccionaron los singlets, posteriormente se delimitó la población de linfocitos; células de 

tamaño pequeño y poca granularidad. Después se identificaron las poblaciones de células 

T CD4⁺ y CD8⁺ para finalmente medir el porcentaje de expresión de los marcadores de 

superficie Tim-3, PD-1 y CD25 en ambas poblaciones celulares, esto se realizó en los 

diferentes grupos y para todas la muestras (Fig. 12).  

Figura 12. Estrategia de análisis de células linfoides mediante citometría de flujo. Dot-

plots representativos de las poblaciones CD4⁺, CD8⁺ y su porcentaje de expresión de los 

marcadores Tim-3, PD-1 y CD25.   

 

En ratones WT se presentó una tendencia a la disminución en el porcentaje total de células 

CD4⁺ durante la infección con T. crassiceps, además; en ratones sanos el porcentaje basal 

de estas células fue significativamente menor en ratones IL-4Rα KO generados mediante 

el sistema Cre/loxP con respecto al grupo WT e IL-4Rα KO (Fig. 13B). Por otra parte, el 

porcentaje de células CD8⁺ totales fue significativamente mayor en los diferentes grupos de 

ratones infectados con respecto a sus controles (Fig. 13B). Lo anterior sugiere una 

importante participación de esta población celular durante la infección con T. crassiceps. 
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Figura 13. Existe un aumento en el porcentaje total de células CD8⁺ en ausencia del 

IL-4Rα durante la infección con T. crassiceps. A) Contour-plots representativos del 

porcentaje total de células CD4⁺ y CD8⁺. B) Gráficos de datos totales de 6 experimentos 

independientes. *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001; pruebas ANOVA de una vía 

y prueba de Tukey. 

Una vez analizados los diferentes marcadores de superficie en linfocitos T CD4⁺, no se 

encontraron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de expresión de Tim-3 en los 

diferentes grupos experimentales. En cuanto al ligando PD-1, no se observaron diferencias 

significativas en el porcentaje de expresión de dicha molécula entre los diferentes grupos 

experimentales durante la infección con T. crassiceps. La expresión de CD25 fue 

significativamente mayor en los ratones WT infectados, además; se presentó una tendencia 

a la disminución en el porcentaje de expresión de dicho marcador en el grupo IL-4Rα KO 

durante la infección con T. crassiceps. Lo anterior sugiere que estas células T CD4⁺ CD25⁺ 

podrían expresar también el factor de transcripción Foxp3, lo cual se puede asociar con la 

presencia de células T reguladoras activadas (Sakaguchi et al., 2010) (Fig. 14B).  
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Figura 14. Durante la infección con T. crassiceps existe un incremento en el 

porcentaje de expresión de CD25 en células CD4⁺ de ratones WT infectados. A) 

Contour-plots representativos del porcentaje de expresión de los marcadores de superficie 

Tim-3, PD-1 y CD25 en células CD4⁺. B) Gráficos de datos totales de 6 experimentos 

independientes. *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001; pruebas ANOVA de una vía 

y prueba de Tukey. 

Figura 15. El porcentaje de expresión de Tim-3 y PD-1 en células CD8⁺ les confiere un 

fenotipo supresor o anérgico en ausencia del IL-4Rα durante la infección con T. 
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crassiceps. A) Contour-plots representativos del porcentaje de expresión de los 

marcadores de superficie Tim-3, PD-1 y CD25 en células CD8⁺. B) Gráficos de datos totales 

de 6 experimentos independientes. *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001; pruebas 

ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 

 

La estrategia de análisis realizada para linfocitos T CD4⁺, se realizó para la población T 

CD8⁺. Se observó un incremento significativo en el porcentaje de expresión de Tim-3 en 

ratones IL-4Rα KO infectados con respecto a sus controles y una tendencia al incremento 

en los ratones WT durante la infección con T. crassiceps.  Por otra parte el porcentaje de 

expresión del ligando PD-1 fue significativamente mayor en ratones IL-4Rα KO infectados 

con respecto a los controles, mientras que no hubo diferencias significativas de dicho 

porcentaje en el resto de los grupos experimentales.  En ratones sanos, el porcentaje de 

expresión basal de PD-1 fue significativamente mayor en el grupo IL-4Rα KO con respecto 

a los ratones WT. En cuanto al marcador CD25 no hubo diferencias significativas en el 

porcentaje de expresión entre los diferentes grupos experimentales (Fig. 15B). Lo anterior 

sugiere que la población de linfocitos CD8⁺ podría tener un perfil supresor, o podría existir 

un fenómeno de anergia sobre estas células durante la cisticercosis experimental con T. 

crassiceps.  

5.4 Análisis de células T reguladoras 

Con base en la literatura, se sabe que las células Tregs juegan un papel importante en la 

regulación de la respuesta inmune durante las infecciones parasitarias, por lo cual 

caracterizamos a estas células mediante el análisis de la molécula CD4+ y la expresión de 

la proteína verde fluorescente asociada al factor de transcripción Foxp3. Una vez 

identificada esta población se midió su porcentaje total en los diferentes grupos 

experimentales (Fig. 16), observándose una disminución significativa en el porcentaje total 

de Tregs en ratones WT infectados, mientras que no hubo diferencias significativas de dicho 

porcentaje en ratones IL-4Rα KO (Fig. 17B). Un hallazgo importante fue el porcentaje basal 

de células Tregs en ratones sanos IL-4Rα KO, que fue significativamente mayor al de los 

ratones WT y mayor a lo reportado por Sakaguchi en 2007, que menciona que el porcentaje 

de células Tregs en el timo y en la periferia es de entre 5-10%. Lo anterior sugiere que la 

IL-4 y su señalización forman parte importante de la regulación de las células Tregs 

naturales (Fig. 17A y 17B).  
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Figura 16. Estrategia de análisis de células T reguladoras mediante citometría de 

flujo. Dot-plots representativos de células T reguladoras CD4⁺Foxp3⁺, su porcentaje 

expresión de los ligandos Tim-3, PD-1, y la molécula CD25. 

Figura 17. El porcentaje de células Tregs no disminuye en ausencia del IL-4Rα 

durante la infección con T. crassiceps. A) Contour-plots representativos del porcentaje 

total de células Tregs. B) Gráfico de datos totales de 4 experimentos independientes. 

*p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001; pruebas ANOVA de una vía y prueba de 

Tukey. 

 

Posteriormente se analizaron los ligandos de supresión Tim-3 y PD-1, la molécula CD25 y 

su porcentaje de expresión en Tregs. El porcentaje de expresión de Tim-3 fue 

significativamente mayor en ratones WT infectados con respecto a sus controles, mientras 

que se observó una tendencia al aumento en el porcentaje de expresión de dicha molécula 

en ratones IL-4Rα KO durante la infección con T. crassiceps. En cuanto al porcentaje de 

expresión del ligando PD-1; no hubo diferencias significativas entre los diferentes grupos 

experimentales. Asimismo no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de 
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expresión de CD25 pero sí una tendencia al aumento de dicho marcador en ratones 

infectados de ambas cepas estudiadas (Fig. 18B). Dichos hallazgos podrían sugerir que a 

pesar de que no disminuyen las células Tregs tampoco expresan un fenotipo supresor 

durante la infección con T. crassiceps. 

Figura 18. Las células Tregs no expresan un fenotipo más supresor en ausencia del 

IL-4Rα durante la infección con T. crassiceps. A) Contour-plots representativos del 

porcentaje de expresión de Tim-3, PD-1 y CD25 en células CD4⁺Foxp3⁺. B) Gráficos de 

datos totales recopilados de 4 experimentos independientes. *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 

y ****p<0.0001; pruebas ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 

 

5.5 Cuantificación de citocinas por CBA 

A las diez semanas posteriores a la infección con T. crassiceps se obtuvieron los bazos de 

los ratones, de acuerdo con el apartado de materiales y métodos. Se obtuvieron las células 

de bazo, se estimularon con anti-CD3 durante 72 horas y se cuantificaron citocinas por la 

técnica CBA. Con respecto a las citocinas proinflamatorias, observamos un decremento no 

significativo de la producción de IFN-ɣ (Fig. 19A) en ratones IL-4Rα KO infectados y un 

incremento en la producción de IL-2 y TNF-α (Fig. 19B y 19C) lo que sugiere el desarrollo 

de un microambiente proinflamatorio en ausencia del IL-4Rα durante la infección con T. 

crassiceps. Con respecto a la citocina antinflamatoria IL-4 observamos un incremento en 

su producción en el grupo IL-4Rα KO infectado (Fig. 19D), lo que sugiere que la producción 

de IL-4 se mantiene intacta aun en ausencia de su receptor. Con respecto a la citocina 

inmunosupresora IL-10 no observamos diferencias entre los diferentes grupos 

experimentales (Fig. 19E). Se evaluó también la IL-6 y la IL-17 (datos no mostrados) no 
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observando diferencias significativas en la producción de ambas citocinas. Estos datos 

sugieren que en ausencia del IL-4Rα se promueve un microambiente proinflamatorio en el 

bazo durante la infección con T. crassiceps.  

Figura 19. Existe un incremento en la producción de TNF-a e IL-4 en ausencia del IL-

4Ra durante la infección con T. crassiceps. A, B, C, D, y E) Gráficos de datos totales de 

la producción de IFN-ɣ, IL-2, TNF-α, IL-4 e IL-10 respectivamente. *p<0.5, **p<0.01, 

***p<0.001 y ****p<0.0001; pruebas ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 

 

6 Discusión y conclusiones 

Los parásitos helmintos han desarrollado diferentes mecanismos de evasión y modulación 

de la respuesta inmune, lo cual favorece su supervivencia y la capacidad de completar su 

ciclo de vida (Peón, AN, Espinoza-Jiménez, A. y Terrazas, LI, 2013; Becerra-Díaz et al., 

2011)). La evolución de las enfermedades parasitarias ha sido asociada con la regulación 

de las respuestas inmunitarias de tipo Th1 y Th2. (Terrazas et al., 1998). Diversos estudios 

han demostrado que una respuesta inmunitaria de tipo Th1 se asocia con la protección del 

hospedero durante la infección con T. crassiceps, mientras que el cambio o polarización 

hacia una respuesta de tipo Th2 caracterizada por la secreción de citocinas 
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antiinflamatorias como las IL-4 y la IL-13 principalmente, se ha asociado con la 

susceptibilidad a la infección y con un incremento notable de la carga parasitaria (Terrazas 

et al., 1999). Los datos obtenidos en nuestros experimentos, mostraron que los ratones 

deficientes de IL-4 fueron susceptibles a la infección y presentaron una alta carga 

parasitaria con respecto a ratones de tipo salvaje (Fig. 5), lo cual es similar a lo reportado 

por Terrazas et al., 1999, que demostraron en un tratamiento con anti-IL-4 no se induce una 

reducción en la carga parasitaria. Esto sugiere que existe un mecanismo inmunomodulador 

independiente de la IL-4 que induce una respuesta de tipo Th2, favoreciendo la 

permanencia y sobrevida del parásito dentro del hospedero. Con base en estos hallazgos 

decidimos estudiar los principales tipos celulares involucrados durante la cisticercosis 

experimental, así como también algunas moléculas de activación y supresión 

características de estas células para determinar su participación durante este proceso. 

Comenzamos analizando las células del linaje mieloide (Fig. 6), más específicamente 

analizando el porcentaje total de células CD11b⁺Ly6G⁺; el primer marcador es una integrina 

expresada en la superficie de macrófagos y células granulocíticas que participa en las 

funciones de adhesión, migración y quimiotaxis durante la inflamación (McFarland et al., 

1992; Schmid et al., 2018), mientras que Ly6G es un marcador de superficie específico de 

neutrófilos y que ayuda a diferenciarlos de otros tipos de leucocitos (Lee et al., 2013). En 

nuestros datos observamos un incremento significativo en el porcentaje total de neutrófilos 

en los diferentes grupos experimentales durante la infección con T. crassiceps, siendo 

notablemente mayor en ratones IL-4Rα KO (Fig. 7). Estos hallazgos coinciden con lo 

reportado por Chen et al. (2012) donde se menciona que en modelo murino de infección 

con Nippostrongylus brasiliensis deficiente de IL-4Rα, existe un incremento en la infiltración 

de neutrófilos en el sitio de infección, asociado con un peor pronóstico de la enfermedad. 

Seki et al. (2012), reportaron que la infiltración excesiva de neutrófilos podría estar 

relacionada con la producción de IL-17, esto en un modelo con ratones doble KO 

(deficientes de IL-4 e IL-13), durante la etapa crónica de la infección con Schistosoma 

japonica, por otra parte, en este mismo modelo los ratones WT presentaron una disminución 

significativa en el infiltrado de neutrófilos sugiriendo la importancia de la IL-4 y la IL-13 en 

la supresión del reclutamiento excesivo de estas células. Según Egholm et al. (2019) las 

vías de señalización de la IL-4 y la IL-13 son inhibidores de las funciones efectoras de 

neutrófilos, por ejemplo; en presencia de la IL-4 disminuyen los niveles de expresión de 

CXCR2 sobre estas células impidiendo la unión con su ligando CXCL2, limitando la 

quimiotaxis. Además la señalización de la IL-4/IL-13 antagonizan los efectos del factor 
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estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). Esto en conjunto podría sugerir que las 

citocinas IL-4 e IL-13 así como su receptor común IL-4Rα, juegan un papel importante en 

la regulación de los mecanismos efectores sobre los neutrófilos en las respuestas Th2 

durante la infección con T. crassiceps. Una vez realizada la cuantificación de citocinas, a 

las diez semanas posteriores a la infección; se observó un incremento significativo en la 

producción de TNF-α en los ratones IL-4Rα KO infectados (Fig. 19C). El TNF-α es una 

citocina que tiene efectos pleiotrópicos sobre diferentes tipos celulares y que juega un papel 

importante en la regulación de los procesos inflamatorios. Al unirse con su ligando TNFR1 

el TNF-α en su forma soluble es capaz de inducir inflamación en tejidos, así como también 

está involucrado en procesos de supervivencia y proliferación celular (Zelová et al., 2013; 

Jang et al., 2021). Por otra parte se sabe que el TNF-α favorece el incremento de la 

permeabilidad vascular e induce la expresión de moléculas de adhesión en el endotelio, 

como por ejemplo la Selectina-E; que participa en la fijación selectiva de las diversas 

moléculas de adhesión de los neutrófilos, además el TNF-α puede activar a éstas células y 

promover su actividad fagocítica (Kindt et al., 2007). Con base en lo anterior, nuestros datos 

sugieren que el TNF-α podría estar involucrado en la activación e infiltración de neutrófilos 

en el sitio de infección durante la cisticercosis experimental murina y en ausencia del IL-

4Rα, lo cual fue descrito en la figura (Fig. 7). Sin embargo desconocemos el efecto posterior 

sobre poblaciones de células linfoides debido a que no encontramos un incremento en la 

producción de INF-ɣ (Fig. 19A). Posiblemente el TNF-α funcione para reclutar células 

mieloides que tendrán un fenotipo antiinflamatorio, aunque hace falta investigar más al 

respecto. 

Continuando con el análisis del linaje mieloide, otra de las poblaciones celulares estudiadas 

fueron las células monocíticas, las cuales para fines del presente trabajo y con base en la 

literatura dividimos en dos subpoblaciones tomando en cuenta la expresión de la proteína 

Ly6C; CD11b⁺Ly6Chi o monocitos inflamatorios, y monocitos CD11b+Ly6Clow (Auffray, C. et 

al., 2009) (Fig. 7),esto con el objetivo de conocer el papel de los monocitos y su posible 

diferenciación hacia macrófagos clásicos o alternativamente activados durante la 

cisticercosis experimental murina. En cuanto a los monocitos con baja expresión de Ly6C 

no observamos diferencias significativas del porcentaje total en los diferentes grupos 

experimentales a lo largo de la infección. Por otra parte, observamos un incremento 

significativo en el porcentaje total de monocitos Ly6C⁺ hi en ratones IL-4Rα KO a las 10 

semanas posteriores a la infección con T. crassiceps. Terrazas, C. et al., (2017) reportaron 

que durante la infección con T. crassiceps existe un reclutamiento de monocitos Ly6Chi en 
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la cavidad peritoneal dependiente de CCR2 (Ly6ChiCCR2+CX3CR1lo), que con el curso de 

la infección presentan una desregulación en la expresión de Ly6C, CCR2 y favorecen la 

expresión de CX3CR1; promoviendo un cambio en su fenotipo (Ly6CloCCR2-CX3CR1hi) y 

más adelante su diferenciación hacia AAMsφ que expresan MR, PD-L2 y que además 

presentan funciones supresoras. Asimismo mencionan que la proliferación de los AAMsφ 

es dependiente del estímulo con IL-4, pero que el microambiente generado por el helminto 

también puede jugar un papel importante. Becerra-Díaz y colaboradores reportaron que en 

la etapa crónica de la infección con T. crassiceps existe un reclutamiento de monocitos 

inflamatorios con un fenotipo CD11b+CCR2+Ly6ChiPD-L1+ dependiente del factor de 

transcripción STAT1, y mencionan que esta población de monocitos presenta capacidades 

supresoras que favorecen el establecimiento del parásito y que pueden dar origen a 

macrófagos M2. En este mismo trabajo reportaron un incremento significativo en los niveles 

de IL-13 e IL-10 en suero, lo que podría sugerir que estas citocinas juegan un papel 

importante en el desarrollo de macrófagos M2 y la susceptibilidad a la infección. Además 

nuestros datos sugieren que existe un reclutamiento importante de monocitos 

proinflamatorios independientemente del estímulo y señalización de la IL-4/IL-4R-α, lo que 

nos llevó a la tarea de buscar si esta población de monocitos estaba asociada con el posible 

origen de AAMsφ en ausencia del IL-4Rα durante la infección con T. crassiceps.  

Con base en lo anterior analizamos el perfil de los macrófagos (Fig. 9), se midió el 

porcentaje de expresión de PD-L2 y MHC-ll en células F4/80+ para confirmar la presencia 

de macrófagos alternativamente activados, y posteriormente analizar el porcentaje de 

expresión del IL-4Rα con la finalidad de conocer si la presencia de estas células era o no 

dependiente de la IL-4. PD-L1 y PD-L2 son proteínas pertenecientes a la familia B7, ambas 

se unen al receptor de muerte programada 1 (PD-1) que es expresado en células T 

activadas, interacciones entre PD-1 y sus ligandos pueden modular y suprimir las 

respuestas proliferativas de células T. (Latchman et al., 2004; LI Terrazas et al., 2005). En 

nuestros datos observamos un incremento significativo en el porcentaje de expresión de la 

molécula PD-L2 en macrófagos de ratones WT e IL-4Rα KO durante la infección con T. 

crassiceps. Simultáneamente analizamos el porcentaje de expresión del IL-4Rα (Fig. 10), 

pero no se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales, 

únicamente se observó una tendencia al incremento en el porcentaje de expresión de dicho 

marcador en ratones WT infectados, lo cual sugiere que la expresión de PD-L2 en 

macrófagos podría ser dependiente de la IL-4, al menos en ratones WT lo cual coincide con 

lo reportado por Rodríguez-Sosa et al., 2002, donde se menciona que la IL-4 activa la vía 
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de señalización de STAT-6 promoviendo una respuestas inmunitaria de tipo Th2 y 

favoreciendo la susceptibilidad a la infección por T. crassiceps a través de la expresión de 

moléculas supresoras. Sin embargo continuamos con el análisis del MHC-ll para una mejor 

descripción del fenómeno en los ratones deficientes del IL-4Rα. 

Evaluamos el porcentaje de expresión del MHC-ll en macrófagos (Fig. 10), sin embargo no 

se observaron diferencias significativas en el porcentaje de expresión de dicha molécula 

entre los diferentes grupos experimentales durante la infección con T. crassiceps. Esto nos 

llevó a la tarea de analizar la co-expresión de PD-L2 y MHC-ll en macrófagos y definir mejor 

su fenotipo, observando un incremento significativo en el porcentaje de células F4/80+PD-

L2+MHC-ll+ en ratones WT e IL-4Rα KO infectados (Fig. 11). Los datos anteriores sugieren 

fuertemente la presencia de una población de macrófagos alternativamente activados con 

un fenotipo supresor en ratones WT e IL-4Rα KO durante la infección, ya que se ha descrito 

que los AAMsφ se caracterizan, además de otras moléculas; por la sobreexpresión de PD-

L1/2 y MHC-ll en etapas avanzadas de la infección experimental con T. crassiceps (LI 

Terrazas et al., 2005; Martinez, F. O., Helming, L., & Gordon, S., 2009). La sobreexpresión 

de PD-L2 y MHC-ll en macrófagos de ratones IL-4Rα KO indica que dicho mecanismo no 

es dependiente de la vía de señalización de la IL-4, al menos en este modelo, sugiriendo 

que podría existir una vía de señalización alterna por la cual se induce la diferenciación de 

estos macrófagos hacia un perfil alternativo y consecuentemente la expresión de moléculas 

de superficie características de estas células. Medina-Andrade et al., 2021, reportaron que 

en un modelo murino deficiente IL-4Rα, hay una sobreexpresión de Arg-1 y Relm-α1 que 

media la expresión de IL-13Rα2 (receptor monomérico de la IL-13 de tipo 2), sugiriendo una 

vía de activación de STAT-6 mediada por la unión de la IL-13 con su receptor IL-13Rα2 

(Fichtner-Feigl et al., 2006). Lo anterior podría sugerir que existe una vía de señalización 

que promueve el desarrollo de una respuesta de tipo Th2 independientemente del estímulo 

derivado de la IL-4 y su receptor, y que permite la diferenciación de monocitos hacia una 

población de AAMsφ con un fenotipo supresor. Además los hallazgos obtenidos al 

cuantificar citocinas, le dan sustento a lo planteado anteriormente, ya que observamos un 

incremento en la producción de IL-4 en ausencia del IL-4Rα durante la infección con T. 

crassiceps (Fig. 19D): la producción de la citocina se mantiene, pero la señalación a través 

de su receptor es deficiente. Por lo tanto se sugiere que debe existir una vía de señalización 

alterna que compense la necesidad de activación, por lo tanto el receptor de IL-13 podría 

jugar un papel primordial dentro de este contexto.  
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La nula expresión de PD-L2 y MHC-ll en macrófagos, así como la alta carga parasitaria en 

ratones IL-4Rα KO podría indicar que existe un mecanismo capaz de favorecer el 

establecimiento y sobrevida del parásito, posiblemente mediado por otra población celular 

e independientemente de la presencia de AAMsφ y la señalización de la IL-4. Por lo cual 

decidimos analizar el perfil de algunas poblaciones de células del linaje linfoide que 

pudieran estar involucradas en dicho fenómeno.  

Las respuestas inmunológicas dependientes de células T juegan un papel importante en el 

desarrollo de enfermedades parasitarias y particularmente durante la cisticercosis 

experimental murina con T. crassiceps (Bojalil, 1993; Terrazas et al., 1998), por lo que 

analizamos dos subconjuntos de células T; CD4+ y CD8+ (Fig. 12). Uno de los hallazgos 

más importantes de esta investigación fue el incremento significativo en el porcentaje total 

de células CD8+ en los diferentes grupos experimentales durante la infección con T. 

crassiceps, mientras que no hubo diferencias significativas en el porcentaje total de células 

CD4+ en los diferentes grupos experimentales durante la infección (Fig. 13). Se tiene muy 

poca información acerca del papel de las células T CD8+ durante la cisticercosis 

experimental murina, Toenjes S.A. et al., (1999) reportaron que existe un incremento en 

porcentaje total de células TCD8+ en etapas crónicas de la infección con T. crassiceps en 

un modelo murino bajo el estímulo normal de la IL-4 y en presencia de una respuesta de 

tipo Th2, sin embargo nuestros datos sugieren que existe una participación importante de 

esta población celular durante la infección por T. crassiceps, en ausencia de la señalización 

del IL-4Rα. Por otra parte, diversos autores han demostrado que en etapas crónicas de la 

infección con T. crassiceps, existe una disminución en la proliferación de células TCD4+ 

asociada a la incapacidad de los macrófagos para inducir respuestas proliferativas (L.I. 

Terrazas et al., 1998; Rodríguez-Sosa et al., 2002),además se ha demostrado que los 

macrófagos alternativamente activados tienen la capacidad de suprimir la proliferación de 

células T a través del contacto celular (LI Terrazas et al., 2005), además; la ausencia o 

disminución de células T CD4+ se ha asociado comúnmente con la susceptibilidad a la 

infección en términos de la carga parasitaria (López-Briones et al., 2003).  

Con base en lo anterior; analizamos el porcentaje de expresión del marcador de activación 

CD25 y los marcadores de supresión Tim-3 y PD-1 en las poblaciones de linfocitos CD4+ y 

CD8+ para una mejor caracterización fenotípica.  En el caso de las células T CD4+ (Fig. 14) 

no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de expresión de Tim-3 en los 

diferentes grupos experimentales durante la infección. En cuanto al porcentaje de expresión 
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del marcador PD-1 se observó una tendencia al incremento de dicho marcador en los 

ratones IL-4Rα KO infectados, mientras que en el resto de los grupos experimentales no 

hubo diferencias significativas. Se observó un incremento en el porcentaje de expresión de 

CD25 en los ratones WT infectados, mientras que no se observaron diferencias 

significativas en el resto de los grupos experimentales. Se ha reportado que la unión del 

receptor PD-1 con su ligando PD-L2 expresado por AAMsφ, puede suprimir las respuesta 

proliferativas de células T durante la infección con T. crassiceps (Latchman et al., 2004; LI 

Terrazas et al., 2005; Reyes J.L. et al., 2009), en presencia de la IL-4, sin embargo nuestros 

datos podrían sugerir que existe una inhibición de la proliferación de células T CD4+ 

asociada con la expresión de PD-1, en ausencia del IL-4Rα (Ratones IL-4Rα KO) durante 

la infección y que este mecanismo esta posiblemente relacionado con la expresión de PD-

L2 por AAMsφ. Como se mencionó en el apartado de introducción, CD25 forma parte del 

receptor de alta afinidad de la IL-2; citocina involucrada en el desarrollo y función de células 

T. Se ha demostrado en estudios in vitro que la IL-2 juega un papel importante en la 

proliferación y diferenciación de células T y que una vez activadas estas células expresan 

CD25 (Sakaguchi et al., 2006, Sakaguchi et al., 2008). Lo anterior sugiere que la expresión 

de CD25 en linfocitos T CD4+ de ratones WT está asociado con un perfil de activación de 

estas células durante la infección con T. crassiceps.  

Por otra parte, se observó un incremento el porcentaje de expresión del marcador Tim-3 y 

PD-1 en células CD8+ de ratones IL-4Rα KO infectados, cabe mencionar que el porcentaje 

de expresión basal de PD-1 en ratones IL-4Rα KO fue significativamente mayor con 

respecto a los demás grupos experimentales, mientras que no se observaron diferencias 

significativas en el porcentaje de expresión de CD25 en los diferentes grupos 

experimentales durante la infección con T. crassiceps (Fig. 15). La inmunoglobulina de 

células T y dominio de mucina 3 (Tim-3) es una glicoproteína de superficie que juega un 

papel importante en la regulación de la respuesta inmune. Tim-3 tiene al menos tres 

ligandos, siendo galectina-9 (Gal-9) el principal, una vez unidos Tim-3/Gal-9 pueden inducir 

apoptosis de células T (Tang et al., 2019). Recientemente se ha descrito que Tim-3 juega 

un papel importante en la inmunidad contra parásitos debido a la supresión y atenuación 

de las funciones de células CD4+ y CD8+, Sakuishi et al., (2010); Bailly C, (2023) mencionan 

que durante la schistosomiasis y la toxoplasmosis, la co-expresión de Tim-3 y PD-1 se 

asocian con un perfil de agotamiento en las células CD8+. Con base en lo anterior, nuestros 

datos sugieren fuertemente que la expresión de Tim-3 y PD-1, así como la nula expresión 

de CD25 podrían estar asociados con un perfil de agotamiento en células CD8+ durante la 
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infección con T. crassiceps y en ausencia del IL-4Rα, sin embargo se podrían llevar a cabo 

experimentos más específicos para determinar el fenotipo de éstas células.  

Otra población celular de células analizadas fueron las células T reguladoras, mismas que 

para fines de esta investigación definimos como CD4+Foxp3+ (Fig. 16). Observamos una 

disminución significativa en el porcentaje total de células Tregs en ratones WT durante la 

infección con T. crassiceps, mientras que no hubo una disminución en el porcentaje total 

de dichas células en los ratones IL-4Rα KO infectados (Fig. 17), esto podría sugerir que 

existe un mecanismo dependiente del IL-4Ra posiblemente involucrado en el 

mantenimiento de las células Tregs durante la cisticercosis experimental murina. Un 

hallazgo importante fue el hecho de que basalmente, en los ratones IL-4Rα KO no 

infectados observamos un porcentaje total de células Tregs (aproximadamente 15% de las 

células CD4+ totales) significativamente mayor a los ratones WT no infectados (Fig. 17), ya 

que con base en la literatura el porcentaje basal de células Tregs es de aproximadamente 

10% (Sakaguchi et al., 2007), por lo que podríamos sugerir que en ausencia del IL-4Ra 

existe un mecanismo involucrado en el desarrollo de células Tregs con fines de mantener 

la homeóstasis. Los datos obtenidos con respecto a la producción de citocinas en bazo (Fig. 

19B), sugieren que la IL-2 podría estar involucrada en el mantenimiento de este número 

elevado de células Tregs en ausencia del IL-4Rα, aunque falta investigar más al respecto. 

Posteriormente, para una mejor caracterización de las Tregs, analizamos el porcentaje de 

expresión del marcador de activación CD25 y las moléculas de supresión Tim-3 y PD-1 en 

células Tregs, observando un incremento el porcentaje de expresión de la molécula Tim-3 

únicamente en ratones WT infectados (Fig. 18). Como se mencionó previamente en este 

mismo apartado, Tim-3 es una molécula que al unirse con su ligando (Gal-9) puede afectar 

las funciones de las células T, incluidas las células Tregs, además la expresión de Tim-3 

en Tregs se ha asociado con un fenotipo supresor de esta población celular (Tang et al., 

2019). Con base en lo anterior se podría decir que, las células CD4+Tim-3+Foxp3+ de 

ratones WT podrían presentar un fenotipo supresor o de agotamiento durante la 

cisticercosis murina por T. crassiceps, mecanismo que podría ser dependiente del IL-4Rα. 

Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de expresión de 

CD25 y PD-1 en los diferentes grupos de ratones infectados (Fig. 18), lo cual podría sugerir 

que la mayoría de estas células no muestran un perfil de activación y en el caso de los 

ratones IL-4Rα KO sugiere que, aunque estas células Tregs no disminuyen, tampoco 

expresan un fenotipo asociado con mayor supresión en ausencia del IL-4Rα. El estudio y 
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caracterización de las Tregs es un campo en el cual se debe profundizar para un mejor 

entendimiento de esta población durante la infección con T. crassiceps. 

Con base en estos datos concluimos que, el IL-4Rα juega un papel importante en el 

incremento de neutrófilos durante etapas crónicas de la infección con T. crassiceps, 

además; bajo este mismo contexto están presentes un gran número de monocitos Ly6Chi, 

mismo que posiblemente podrían diferenciarse hacia macrófagos alternativamente 

activados que expresan PD-L2, sin embargo, cabe mencionar que este fenómeno es 

independiente del IL-4Rα durante la infección, sugiriendo que existen otros mecanismos 

involucrados en la generación de AAMsφ con un fenotipo supresor como por ejemplo la 

señalización de la IL-13. Así mismo los porcentajes de células CD4+ y su expresión de PD-

1 sugieren una inhibición de la respuesta proliferativa mediada por la unión de PD-1 con su 

ligando PD-L2, mientras que por otra parte parece ser que las células CD8+ expresan un 

perfil de agotamiento en ausencia del IL-4Rα debido a la alta expresión de los marcadores 

Tim-3 y PD-1, esto podría reflejarse en las altas cargas parasitarias. Finalmente, de manera 

basal existe un aumento de las células Tregs en ratones IL-4Rα KO, lo que sugiere que el 

IL-4Rα está involucrado en el control de las células Tregs. Sin embargo, aún falta 

profundizar más al respecto para un mejor entendimiento de la respuesta inmune durante 

las infecciones parasitaras, así como investigar más a cerca de la microambiente durante 

la infección con T. crassiceps.  
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7 Anexo 

 

Soluciones Utilizadas 

 

Buffer de lisis para Proteinasa K 

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

 

Solución TBE 1x 

Para 1 L: 10.8 g de TRIZMA base, 55 g de ácido bórico y 4 ml de EDTA 0.5 M. 

 

Medio de cultivo RPMI suplementado 

Medio de cultivo RPMI, Suero fetal bovino (FCS) 10% v/v, L-glutamina 2mM, Aminoácidos 

no esenciales (NEAA) 1x, Piruvato de sodio 100 mM, Penicilina-estreptomicina 100x y β-

mercaptoetanol 55mM.  
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