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INTRODUCCIÓN 
 

 
 
El fenómeno de la inmunidad consiste en el reconocimiento de sustancias extrañas al 

organismo mediante la activación de células con receptores específicos, para mantener la 

homeostasis. Las células y moléculas involucradas en la inmunidad constituyen el sistema 

inmunológico y su respuesta colectiva y coordinada frente a la presencia de una sustancia 

extraña es conocida como respuesta inmunitaria (Abbas, A., 2003). 

 
 
Para su mejor estudio, los mecanismos de protección se han dividido en mecanismos de 

respuesta inespecíficos (respuesta innata) y respuesta inmunitaria adaptativa. Estas tienen 

diferentes características y entran en acción a diferentes tiempos durante la infección. Sin 

embargo, no son eventos aislados ya que  existen vínculos que unen ambas respuestas 

(Abbas, A., 2003). 

 

Entre los diversos componentes del sistema inmunológico están moléculas como las 

citocinas, quimiocinas y células como los linfocitos y células presentadoras de antígeno 

(CPA). Entre estas últimas se encuentran los macrófagos (Mφ) (Abbas, A., 2003). Los 

macrófagos son células del sistema fagocítico mononuclear, y tienen entre sus principales 

funciones fagocitar y desencadenar procesos inflamatorios a partir de la liberación de 

citocinas proinflamatorias, quimiocinas y moléculas efectoras como el óxido nítrico 

(Janeway, C. et al. 2003).  

 

A pesar de tratarse de células fagocíticas, los Mφ no siempre pueden eliminar los patógenos 

ingeridos, es entonces cuando se requiere que sean estimulados por células TH1 (que 

inducen la respuesta celular); estas células actúan sintetizando proteínas asociadas a 

membrana y algunas citocinas solubles cuyas acciones, tanto locales como distantes 

coordinan la respuesta inmunológica contra los patógenos intracelulares (Janeway, C. et al. 

2003). Esta inducción de mecanismos antimicrobianos en los macrófagos es conocida como 

la activación de los macrófagos. (Abbas, A. et al. 2003).  

 



Pese a que el estado activado de los Mφ proporciona al organismo una eficiente respuesta 

frente a patógenos, no puede mantenerse constante ya que las sustancias que se liberan y 

actúan destruyendo patógenos también provocan destrucción del tejido debido a su 

toxicidad para el hospedero (Janeway et al. 2003). Sin embargo, estos mediadores tóxicos 

permiten atacar a patógenos extracelulares de gran tamaño que no podrían fagocitar, tales 

como los helmintos, no pudiendo evitarse el daño tisular (Noël, W. et al. 2004).  

 

Los helmintos parásitos logran modular la respuesta en infecciones crónicas ya que la 

respuesta frente a la infección es de tipo TH1 en un principio, ésta se ve modulada hacia una 

respuesta tipo TH2 con el paso del tiempo (Terrazas, L. I. et al. 1999). Esta modulación 

afecta también a los macrófagos, los cuales cambian su fenotipo antes pro-inflamatorio 

hacia un estado más permisivo de tipo TH2 que da lugar a lo que ahora se conoce como 

activación alternativa de los macrófagos (Rodríguez-Sosa, M. et al. 2002).  

 

A diferencia de los macrófagos clásicamente activados (caMφ), los aaMφ no responden al 

IFN-γ produciendo IL-12, NO y demás sustancias proinflamatorias (Goerdt, S. et al 1999), 

por el contrario parecen responder al estímulo con IL-4 e IL-13 (Stumpo, R. et al 1999), 

también presentan alta expresión del receptor de manosa,  de L-arginasa, entre otros 

(Gordon, S. 2003).  

 

Anteriormente se ha trabajado con un modelo experimental basado en la infección 

intraperitoneal de ratones con el helminto Taenia crassiceps y, se ha observado que este 

parásito induce un ambiente de citocinas de tipo TH2 en su hospedero cuando la infección 

se encuentra en un estado crónico (mayor de 4 semanas); con lo que se logra también la 

generación de aaMφ. Aunque los mecanismos mediante los cuales los helmintos modulan la 

respuesta inmunitaria no han sido bien esclarecidos, parecen ser que el cambio de TH1 a 

TH2 propiciado por los mismos parásitos tiene como función inducir para ellos un ambiente 

más permisivo con lo que logran su mejor establecimiento (Reyes, J. L. y Terrazas, L. I. 

2007). 

 



Los aaMφ no responden de forma habitual cuando son estimulados con IFN-γ. En un 

principio se pensó en alguna deficiencia en la expresión del receptor para esta molécula, sin 

embargo, mediante el análisis por citometría de flujo, se ha encontrado que no existen 

diferencias significativas en la expresión del receptor de IFN-γ entre aaMφ y caMφ 

(Rodríguez-Sosa, M. et al 2006). Por lo anterior, se puede sugerir que la causa por la que 

los aaMφ no respondan de manera similar a los clásicos frente al IFN-γ sea debida a alguna 

diferencia en algún paso de la cadena de señalización. 

 

Es por esto que en este trabajo se estudia una de las moléculas de la cascada de señalización 

del IFN-γ en ambos tipos de macrófagos activados, es decir, se evalúa la fosforilación de la 

molécula STAT1α tanto en caMφ como en aaMφ inducidos por Taenia crassiceps, en 

respuesta al estímulo con IFN-γ ya que esta molécula se ha encontrado alterada en 

infecciones con otro tipo de parásitos (Rosas, L., et al. 2006) y también existen estudios que 

relacionan estrechamente a esta molécula con el desarrollo de la respuesta inmunitaria TH1 

(Rosas, L. et al. 2003). 

 

De modo que en entre trabajo se utilizaron diferentes técnicas para evaluar la activación de 

los macrófagos, evidenciar las diferentes características y analizar su capacidad de 

fosforilar a la proteína STAT1α. Se analizaron moléculas de superficie como TLR2, TLR4, 

IFN-γR, CCR5, PD-L1, PD-L2, CD14, CD23 y GR1 mediante citometría de flujo, también 

se analizó la expresión del RNA mensajero para el MMR mediante RT-PCR, la síntesis de 

IL-12 a través de la técnica de ELISA utilizando como muestras sobrendantes de cultivo de 

macrófagos y por último, el análisis de la fosforilación de la molécula STAT1α por la 

técnica de Western Blot. 

 
 
 
 
 



3. GENERALIDADES 
 

 

3.1 LA RESPUESTA INMUNITARIA 

 

 

El término inmunidad se refiere a la protección que un organismo tiene frente a las 

enfermedades, y más específicamente frente a enfermedades infecciosas. Las células y 

moléculas involucradas en la inmunidad constituyen el sistema inmunológico y, su 

respuesta colectiva y coordinada frente a la presencia de una sustancia extraña es conocida 

como respuesta inmunitaria (Abbas, A., 2003) 

 

El sistema inmunológico tiene entre otras funciones, la defensa contra microorganismos 

infecciosos, sin embargo, las sustancias extrañas no infecciosas también pueden 

desencadenar respuestas inmunitarias (alergias). Además, los mecanismos por los cuales el 

individuo se protege de las infecciones y elimina sustancias extrañas que en ocasiones son 

capaces de causar daño en tejidos  y hasta patologías; de ahí que un término más completo 

de inmunidad es la reacción a sustancias peligrosas que incluye a los microorganismos y 

macromoléculas como proteínas y polisacáridos que se da en el organismo a pesar de las 

consecuencias fisiológicas o patológicas que pueda ocasionar. Por lo tanto la inmunología 

es el estudio de la inmunidad y de los eventos moleculares y celulares que ocurren después 

de que un organismo entra en contacto con microbios o sus macromoléculas (Abbas, A., 

2003).  

 

3.1.1 La respuesta inmunitaria innata 

 

Los mecanismos inespecíficos de defensa (MID) (respuesta inmunitaria innata) consisten 

en células y mecanismos bioquímicos de defensa que se encuentran presentes desde antes 

de que ocurra una infección y que responden rápidamente frente a las infecciones. Estos 

mecanismos responden únicamente a microorganismos y lo hacen esencialmente de la 



misma manera frente a infecciones repetidas, es decir, no genera memoria inmunológica 

(Abbas, A., 2003). 

 

Los principales componentes de los MID (inmunidad innata) son  (1) células fagocíticas 

como los neutrófilos y macrófagos, (2) células NK (asesinas naturales); (3) proteínas de la 

sangre que incluyen al sistema del complemento y otros mediadores de la inflamación; y 

(4) proteínas llamadas citocinas que coordinan y regulan muchas actividades  de las células 

de la inmunidad innata (Abbas, A., 2003). 

 

La inmunidad innata provee las primeras líneas de defensa contra los microorganismos. 

Reconoce estructuras específicas que son comunes en diferentes grupos de 

microorganismos pero no distingue pequeñas diferencias entre las sustancias extrañas; 

posee una especificidad única por los productos microbianos que difiere de la especificad 

del sistema inmunitario adaptativo (Abbas, A., 2003). 

 

La inmunidad innata (MID) reconoce moléculas que son características de 

microorganismos patógenos y que no están presentes en las células de los mamíferos. Estas 

moléculas son llamadas PAMP’s, por sus siglas en ingles que significan “patrones 

moleculares asociados a patógenos”. En estas moléculas se incluyen el RNA bicatenario 

presente en algunos virus o las secuencias de ADN CpG no metiladas presentes en las 

bacterias, también se incluyen algunas características de las proteínas que se presentan 

únicamente en microbios, como la iniciación por N-formilmetionina, que es típica de las 

proteínas bacterianas, o bien el lipopolisacárido (LPS) presente en las bacterias Gram 

negativas o los ácidos teicoicos en las bacterias Gram positivas. Los receptores mediante 

los cuales se logra el reconocimiento de estas moléculas se llaman receptores de 

reconocimiento de patrones (Abbas, A., 2003). 

 

Los receptores del sistema inmunitario innato se codifican en la línea germinal y como se 

pueden codificar muchos menos receptores en la línea germinal que los que pueden 

codificarse a través de reordenamiento génico, como es el caso de los receptores de las 

células de la inmunidad adaptativa, el sistema inmunitario innato presenta un repertorio 



limitado de ligandos; se calcula que puede reconocer unos 103 patrones moleculares de 

microorganismos mientras que el sistema inmunitario adaptativo puede reconocer unos 107  

o más antígenos diferentes (Abbas, A., 2003). 

 

Los monocitos/macrófagos presentan estos receptores con los que se unen a los 

microorganismos, entre estos receptores se encuentran los siguientes: 

 

Los receptores de manosa y los receptores “basureros” (scavenger). Actúan para unirse 

a los microorganismos e ingerirlos. El receptor de manosa es una lectina del macrófago 

(Mφ) que se une a la manosa de las glucoproteínas y los glucolípidos. Estos azúcares  

suelen formar parte de las paredes celulares de los microorganismos. Los receptores 

“basureros” se definieron originalmente como moléculas que se unen a lipoproteínas de 

baja densidad (LDL) acetiladas u oxidadas que ya no pueden interaccionar con el receptor 

LDL clásico y median su endocitosis. Estos receptores se unen a diferentes microbios así 

como a partículas de LDL modificadas. Las integrinas de los macrófagos, sobre todo Mac-1 

(CD11b/CD18), también se unen a los microorganismos para facilitar su fagocitosis 

(Abbas, A., 2003). 

 

Los receptores de opsoninas. Favorecen la fagocitosis de los microorganismos recubiertos 

de diferentes proteínas. El proceso de recubrir un microbio para convertirlo en objetivo de 

la fagocitosis se denomina opsonización y las sustancias que recubren los microorganismos 

se llaman opsoninas. Estas sustancias incluyen anticuerpos, proteínas del complemento y 

lectinas (Abbas, A., 2003). 

 

Los receptores de tipo Toll (TLR) son homólogos a una proteína de Drosophila 

denominada Toll y activan a los fagocitos en respuesta a diferentes tipos y componentes de 

microorganismos. Son una familia de proteínas de membrana de la cual hasta la fecha se 

han encontrado 11 TLR de mamíferos y todos parecen necesarios para la respuesta frente 

una clase diferente de patógeno infeccioso (Abbas, A., 2003). 

 



La vía de transducción de señales predominantemente utilizada por los TLR activa a NF-

κβ. Y los genes que se expresan en respuesta a esta señal codifican proteínas importantes 

en muchos componentes diferentes de las respuestas inmunitarias innatas. Entre ellos 

figuran citocinas inflamatorias, moléculas de adhesión endotelial y proteínas que participan 

en los mecanismos de destrucción microbiana. Algunos de los receptores tipo Toll y sus 

funciones son los siguientes (Abbas, A., 2003): 

 

TLR Ligando Origen microbiano Localización

TLR1 Triacil lipopéptidos Bacterias Superficie  

celular 

TLR2 Lipoproteínas 

Peptidoglucano 

Zimosano 

LPS (formas atípicas) 

Anclaje GPI 

Lipoarabinomanana 

Dimanósido de fosfatidilinositol

Bacterias 

Bacterias Gram positivas 

Hongos 

Leptospira 

Tripanosomas 

Micobacterias 

Micobacterias 

Superficie  

celular 

TLR3 RNA bicatenario Virus Intracelular 

TLR4 LPS 

HSP60 

Bacterias gram negativas 

Chlamydia 

Superficie  

celular 

TLR5 Flagelina  Varias bacterias Superficie  

celular 

TLR8 RNA de cadena sencilla Virus Intracelular 

TLR9 ADN CpG Bacterias, protozoos Superficie  

celular 

 
Tabla 1. Receptores tipo Toll (TLR). Se indican moléculas reconocidas por cada uno de 
los TLR así como la procedencia de cada ligando. Abbas, A. 2003. 

 

Sin embargo el repertorio de especificidades de los TLR se amplia por la capacidad de 

estos receptores para formar heterodímeros entre sí. Por ejemplo, se precisan los primeros 

TLR2 y TLR6 para las respuestas a los peptidoglucanos (Abbas, A., 2003). 



En contraste con la inmunidad innata (MID), existen aquellas respuestas que son 

estimuladas por la exposición a  agentes infecciosos y que aumentan su magnitud a mayor 

número de exposiciones con este agente. Es lo que se llama inmunidad adaptativa (Abbas, 

A., 2003). 

 

3.1.2 La respuesta inmunitaria adaptativa 

 

Se le da el nombre de respuesta inmunitaria adaptativa a aquella que se desarrolla como 

consecuencia de una infección o una inmunización y que provoca la activación de los 

linfocitos B y/o T con receptores antígeno-específicos (Abbas, A., 2003). 

 

Entre las características de la inmunidad adaptativa se conoce que tiene una gran 

especificidad hacia distintas moléculas (reconoce 107 o más antígenos diferentes) y que 

tiene la capacidad desarrollar células de  memoria y responder más intensamente frente a la 

exposición repetida a un mismo antígeno. Este tipo de respuesta inmunitaria está compuesta 

por células llamadas linfocitos y por sus productos (anticuerpos y citocinas) (Abbas, A., 

2003). 

 

Existen dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas, la inmunidad humoral y la celular. 

La inmunidad humoral está mediada por moléculas llamadas anticuerpos que son 

producidos por los linfocitos B, que son moléculas que reconocen a los antígenos 

microbianos, neutralizan la capacidad infecciosa de los microorganismos y los eliminan por 

diversos mecanismos efectores como estimular la fagocitosis o activar la liberación de 

mediadores de inflamación por parte de leucocitos. Este tipo de respuesta inmunitaria es el 

principal mecanismo de defensa contra microorganismos extracelulares y sus toxinas 

(Abbas, A., 2003). 

 

La respuesta adaptativa de tipo celular está mediada por células llamadas linfocitos T y su 

importancia radica en que existen patógenos como virus y algunas bacterias que sobreviven 

y proliferan en el interior de los fagocitos u otras células del hospedero y de esta forma los 

anticuerpos circulantes no pueden ejercer ningún efecto; es entonces cuando se necesita la 



función de la inmunidad celular, la cual, favorece la destrucción de los microorganismos 

que residen dentro de los patógenos o de las células infectadas para eliminar los reservorios 

de la infección (Abbas, A., 2003). 

 

Los linfocitos T se dividen en diferentes poblaciones; existen linfocitos T cooperadores, 

linfocitos T citotóxicos y linfocitos T reguladores y también existen las células NK o 

asesinas naturales aunque estas células pertenecen a los mecanismos inespecíficos de 

defensa. Como respuesta a una estimulación antigénica los linfocitos T cooperadores 

sintetizan proteínas llamadas citocinas, cuya función consiste en estimular la proliferación y 

diferenciación de linfocitos T y otras células como los linfocitos B y los macrófagos, entre 

otras. Por otro lado, los linfocitos T citotóxicos tienen como función destruir células que 

expresen antígenos extraños como aquellas infectadas por virus y células transformadas. En 

cuanto a los linfocitos T reguladores no se conoce por completo la naturaleza ni la función 

pero se asocian a la inhibición de la respuesta inmunitaria (Abbas, A., 2003). 

 

3.1.3 Las citocinas 

 

Las citocinas son proteínas de bajo peso molecular  (≈25 KDa) que son secretadas por 

varios tipos celulares, normalmente como respuesta a un estímulo activador e inducen 

respuestas mediante la unión a receptores específicos. Las citocinas dependiendo se su sitio 

de acción se pueden nombrar autócrinas es decir, que actúan sobre la misma célula que la 

liberó; parácrina lo que significa que ejerce su acción en células adyacentes o bien; de 

manera endócrina, afectando el comportamiento de células distantes (Janeway, C. et al. 

2003). 

 

Las citocinas se dividen en tres familias; las hematopoyetinas, en donde se incluye la 

hormona de crecimiento y otras interleucinas que participan tanto en inmunidad innata 

como adaptativa; la familia TNF (Factor de necrosis tumoral) que de igual modo tiene 

componentes que influyen tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa y las 

quimiocinas que poseen propiedades quimiotractantes, de modo que inducen la migración 



de células con el receptor apropiado hacia la fuente de la quimiocina (Janeway, C. et al. 

2003). 

 

Dependiendo de las acciones biológicas de las citocinas, pueden clasificarse en pro y 

antiinflamatorias. Así que cuando la respuesta es inflamatoria se observa la secreción de 

citocinas tales como Factor de Necrosis Tumoral (TNF-α) (caquectina), Interleucina-1β 

(IL-1 β), IL-12,  Interferón-γ (IFN-γ) e IL-18, entre otras. Mientras que en respuestas de 

tipo antiinflamatorio se observa la secreción de citocinas como la IL-4, IL-10 e IL-13, 

TGF-β, entre otras (Abbas, A., 2003). 

 

Se le conoce como inflamación a la reacción compleja que tiene lugar en los tejidos 

vascularizados y que consiste en la atracción de linfocitos y en la extravasación de varias 

proteínas plasmáticas en las zonas de infección (Abbas, A., 2003). 

 

La función de la inflamación es destruir los microorganismos invasores al poner a las 

células efectoras activadas en contacto con ellos en un tejido infectado. La inflamación 

mediada por el sistema inmunológico en respuesta a los microorganismos se inicia por las 

citocinas, especialmente TNF, IL-1 y quimiocinas (Abbas, A., 2003). 

 

La inflamación suele provocar poca lesión tisular añadida a la que se produce por el mismo 

microorganismo. La inflamación produce diversos cambios sistémicos en el hospedero que 

aumentan la capacidad del sistema inmunitario para erradicar la infección y, en las 

infecciones graves, puede contribuir a una lesión tisular sistémica o la muerte (Abbas, A., 

2003). 

 

3.1.3.1. Citocinas proinflamatorias 

 

Factor de necrosis tumoral o caquectina (también llamado TNF-α por razones históricas 

y para distinguirlo del TNF-β). Es el principal mediador de la respuesta inflamatoria aguda 

a las bacterias Gram negativas y otros microorganismos infecciosos y es responsable de 



muchas de las complicaciones sistémicas en las infecciones graves; está formado por un 

homotrímero de 51 KDa, conformado por una proteína de 17 Kda (Abbas, A., 2003). 

 

La principal fuente celular de TNF-α son los fagocitos mononucleares activados, aunque 

puede sintetizarse en otras células. El estímulo más potente para que se sintetice TNF-α por 

los macrófagos es el lipopolisacárido (LPS) presente en bacterias Gram negativas. El 

interferón gamma (IFN-γ) que se sintetiza por linfocitos T y NK, aumenta la síntesis de 

TNF-α en los macrófagos estimulados por LPS (Abbas, A., 2003). 

 

La principal función biológica del TNF-α consiste en estimular la atracción de neutrófilos y 

monocitos hacia las zonas de infección y activar estas células para erradicar a los 

microorganismos. En cantidades bajas produce inflamación local por activación de 

neutrófilos, a concentraciones moderadas induce a la síntesis de proteínas de fase aguda por 

parte del hígado, también produce fiebre y, en concentraciones elevadas y junto con otras 

citocinas como IFN-γ e IL-1, induce choque séptico que se caracteriza por colapso vascular, 

coagulación intravascular diseminada y trastornos metabólicos (Abbas, A., 2003). 

 

Interleucina-1β (IL-1β). Su principal función es similar a la del TNF-α, es un mediador de 

la respuesta inflamatoria del hospedero frente a las infecciones y otros estímulos 

inflamatorios. Esta citocina actúa junto con TNF-α en la inmunidad innata y la inflamación 

(Abbas, A., 2003). 

 

La principal fuente celular de IL-1β, al igual que del TNF-α son los fagocitos 

mononucleares activados pero puede ser secretado por diversos tipos de células como 

neutrófilos, células epiteliales y células endoteliales; su secreción es inducida en respuesta a 

productos bacterianos y a otra citocinas como TNF-α (Abbas, A., 2003). 

 

Los efectos biológicos de IL-1β son similares a los de TNF-α y dependen de la 

concentración de citocina producida. En concentraciones bajas actúa como un mediador de 

la inflamación local, y cuando se secreta en grandes cantidades tiene efectos sistémicos 



como capacidad de originar fiebre e inducir la síntesis de proteínas plasmáticas de fase 

aguda por el hígado (Abbas, A., 2003). 

 

Interleucina-12 (IL-12). Es un mediador fundamental en la respuesta inmunitaria innata 

inicial a los microorganismos intracelulares y es un inductor clave de la inmunidad celular, 

es decir, la respuesta inmunitaria adaptativa frente a estos microorganismos. La IL-12 se 

identificó en un principio como un activador de la función citolítica de las células NK, pero 

su acción más importante consiste en estimular la síntesis de IFN-γ por los linfocitos T y 

NK (Abbas, A., 2003). 

 

Las principales fuentes de IL-12 son los fagocitos mononucleares activados y las células 

dendríticas. La producción de esta citocina se induce por estímulos microbianos, entre ellos 

el LPS, además los linfocitos T cooperadores también inducen la síntesis de IL-12 por 

unión del ligando de CD40 situado en estos linfocitos cuando se une al CD40 de los 

macrófagos y células dendríticas. El IFN-γ producido por linfocitos T o NK también 

estimula la síntesis de IL-12 (Abbas, A., 2003). 

 

La IL-12 es esencial para iniciar una secuencia de respuestas en la que participan 

macrófagos, células NK y linfocitos T y que da lugar a la erradicación de microorganismos 

intracelulares. La IL-12 secretada estimula a las células NK y T para que produzcan IFN-γ 

que después activa a los macrófagos para que destruyan los microorganismos fagocitados 

(Abbas, A., 2003). 

 

Por otro lado, la IL-12 también estimula la diferenciación de los linfocitos T cooperadores 

CD4+ en linfocitos TH1 productores de IFN-γ, además potencia las funciones citolíticas de 

los linfocitos NK y los linfocitos T citotóxicos CD8+ activados (Abbas, A., 2003). 

 

Interleucina-18 (IL-18). Tiene una estructura homóloga a la IL-1. Se produce en los 

macrófagos en respuesta a LPS y otros productos bacterianos. Estimula la síntesis de IFN-γ 

por los linfocitos NK y T y ejerce una acción sinérgica con IL-12 en esta respuesta (Abbas, 

A., 2003). 



Interferón-gamma (IFN-γ). Es la principal citocina activadora de los macrófagos y realiza 

funciones críticas en la inmunidad innata y la inmunidad celular adaptativa. El IFN-γ 

también se denomina interferón inmunitario o de tipo II. Es una proteína homodimérica 

producida por los linfocitos NK, TH1 CD4+ y T CD8+; es la citocina característica de la 

subpoblación TH1 de linfocitos T cooperadores (Abbas, A., 2003). 

 

Las funciones de IFN-γ son importantes en la inmunidad celular frente a los 

microorganismos intracelulares, estimula la expresión de moléculas del MHC y de 

moléculas coestimuladoras en las células presentadoras de antígeno (CPA), también 

favorece la diferenciación de los linfocitos T CD4+ vírgenes en la subpoblación TH1 e 

inhibe la proliferación de los linfocitos TH2. Actúa sobre linfocitos B para favorecer el 

cambio a ciertas subclases de Inmunoglobulina G (IgG), sobre todo, IgG2a en los ratones, 

así como inhibir el cambio a isotipos dependientes de IL-4, como IgE e IgG1 en ratones 

(Abbas, A., 2003). 

 

El IFN-γ es una glicoproteína homodimérica formada por dos subunidades de 21 a 24 KDa, 

ambas codificadas por el mismo gen y asociadas de forma no covalente (Celada, 1994). 

Inicialmente se atribuyó al IFN-γ un efecto principalmente antivírico. Sin embargo, 

actualmente se sabe que esta citocina tiene un papel crítico como modulador de la respuesta  

 (Goes, et al., 1995). Todas las células del organismo poseen receptores específicos para el 

IFN-γ, lo que condiciona que esta citocina tenga un cierto efecto pleiotrópico sobre 

distintos tipos celulares. En linfocitos B, promueve la diferenciación y el cambio de isotipo 

de las inmunoglobulinas (Snapper y Paul, 1987), así como la expresión de las moléculas de 

clase II del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) (Wong y col., 1983). En los 

linfocitos T CD4+, estimula la proliferación de las células con subtipo TH1 y bloquea la de 

las células TH2, favoreciendo aquellos procesos asociados a la respuesta inmunológica 

específica mediada por células. En los neutrófilos y en los linfocitos NK, desencadena el 

proceso de activación, promoviendo la respuesta inmunológica inespecífica. A nivel de 

células endoteliales, el IFN-γ induce un aumento de la expresión de selectinas en la 

superficie celular con el fin de facilitar la extravasación de linfocitos T desde el torrente 

sanguíneo a los tejidos (Bach y col., 1997). 



Pese a este efecto pleiotrópico, las células blanco por excelencia del IFN-γ son los 

monocitos/macrófagos, sobre los que actúa como el principal inductor del proceso de 

activación (Farrar y Schreiber, 1993). En estas células, induce la expresión de los genes del 

MHC de clase II, promoviendo la función presentadora de antígeno de los macrófagos. 

Además, induce la expresión de la sintasa del óxido nítrico inducible (iNOS), la generación 

de intermediarios reactivos del oxígeno, aumenta la expresión de moléculas de adhesión y 

de receptores FcγRI de alta afinidad, así como la síntesis y secreción de citocinas, tales 

como TNF, IL-1β, IL-6 e IL-12, y de componentes del sistema del complemento, por 

ejemplo C3 (Bohem y col., 1997; Celada y col., 1989). En particular, la inducción de la 

síntesis de IL-12 representa un mecanismo de retroalimentación positivo en el contexto de 

la inmunidad específica mediada por células, ya que esta interleucina actúa como un 

potente inductor de la generación y proliferación de linfocitos T CD4+ del subtipo TH1 

(Bellardelli, 1995). 

 

En cuanto al receptor de IFN-γ (IFN-γR), es un heterodímero formado por dos cadenas 

polipeptídicas, α (IFNGR1) y β (IFNGR2), que se encuentran disociadas en el estado 

inactivo. Tras la unión con el ligando, las cadenas del receptor oligomerizan y dan lugar al 

tetrámero α2β2. La cadena α del receptor es la responsable de la interacción con la 

molécula de IFN-γ, mientras que la cadena β está únicamente involucrada en la transmisión 

de la señal hacia el interior de la célula. En el estado inactivo la cadena α se encuentra 

asociada a la cinasa Janus (JAK)-1, y la cadena β a la cinasa JAK-2. Tras la unión con el 

ligando y la consiguiente oligomerización, estas cinasas interaccionan entre sí y se activan 

por fosforilación recíproca, a continuación, fosforilan determinados residuos de tirosina que 

se encuentran en la región intracitoplasmática de la cadena α del receptor. Dichos residuos 

tirosina fosforilados son reconocidos por el dominio SH2 de la proteína STAT1α, entre 

otras proteínas con dominios SH2. Mientras que STAT1 esta asociado con la subunidad α, 

es fosforilado por las JAK activadas en un residuo de tirosina conservado situado en la 

extremo carboxi-terminal de la molécula (posición 701). Las moléculas STAT1 activadas 

por la fosforilación se disocian de la cadena α del receptor de IFN-γ para dimerizar entre sí 

de modo que cada dímero de STAT1 vuelve a ser fosforilado, esta vez en un residuo serina  



situado en el dominio de transactivación convirtiendo al dímero en un factor de 

transcripción activo GAF (Gamma interferon Activated Factor). Este factor se transloca al 

núcleo donde induce la transcripción de numerosos genes mediante la unión a una 

secuencia de ADN específica denominada GAS (Gamma-interferon Activated Sequence) 

(Bach y col., 1997; Ihle y Kerr, 1995; Schindler y Darnell, 1995). 

 
Fig. 1. Vía de señalización de IFN-γ. El receptor de IFN-γ posee dos cadenas α 

(IFNGR1) y dos cadenas β (IFNGR2) (a) que oligomerizan cuando IFN-γ se une al 
receptor propiciando la yuxtaposición de JAK1 y JAK2 que están asociadas a las 
cadenas a y b respectivamente (b). Este hecho propicia la activación por 
transfosforilación  de ambas JAK (c) y la fosforilación en la cadena a del receptor por 
parte de las JAK activadas (d) creando un sitio de unión para STAT1 (e). Dos 
moléculas de STAT1 se unen a dichos sitios de y son fosforiladas en residuos tirosina 
por las JAK (f) favoreciendo la formación de un dímero de STAT1 que a su vez es 
fosforilado en residuos serina (g) y transloca al núcleo donde se une a secuencias tipo 
GAS en el ADN induciendo la expresión génica (h). 

 

Entre los genes controlados por GAF, se encuentran aquellos que codifican para el receptor 

de alta afinidad de la fracción constante de las inmunoglobulinas G (FcγRI); el 

transactivador de los genes del MHC de clase II CIITA (Class II Transactivator), necesario 

para inducir de la expresión de las moléculas del MHC de clase II; factores de transcripción 

de la familia IRF1, necesarios para la regulación de la expresión de genes con secuencias 

ISRE (IFN-stimulated response elements) en sus promotores, como, por ejemplo, IFNα/β, 

MHC clase I o la iNOS. La activación de STAT1α es transitoria y está controlada 



negativamente por la vía del ubiquitinaproteosoma. De esta manera, la activación de 

STAT1α alcanza un nivel máximo a los 15-30 minutos tras la estimulación con IFN-γ y 

disminuye hasta niveles basales en 1-2 horas, permitiendo la atenuación de la respuesta al 

IFN-γ (Boehm y col., 1997). 

 

Por otro lado, tras la unión del IFN-γ a su receptor, el complejo formado por la subunidad 

α y el ligando se internaliza, formando parte de un compartimento acídico intracelular. Allí 

el complejo se disocia y el IFN-γ libre es finalmente degradado en los lisosomas. El 

receptor disociado entra a formar parte de un reservorio intracelular de subunidades α y 

puede ser reciclado a la superficie (Celada y Schreiber, 1986). 

 

A pesar de que la vía de activación de JAK/STATs es el único mecanismo de señalización 

bien establecido para el IFN-γ, recientemente se han descrito diversas actividades mediadas 

por IFN-γ a través de vías alternativas a STAT1, que afectan tanto procesos de proliferación 

como de activación celular. Se ha observado que en fibroblastos embrionarios de ratón, el 

IFN-γ induce la activación de ciertos genes implicados en proliferación y que son 

independientes de la vía JAK/STATs, tales como EGR1, EGR-2, c-Jun, SOCS-2, SOCS-3, 

entre otros. (Gil y col., 2001; Ramana y col., 2000; 2001). 

 

3.1.3.2. Citocinas antiinflamatorias 

 

Interleucina-4 (IL-4). Es el principal estímulo para la síntesis de anticuerpos IgE y para el 

desarrollo de linfocitos TH2 a partir de los linfocitos T cooperadores CD4+ vírgenes. Se 

trata de la citocina característica de la subpoblación TH2 y actúa como inductora y efectora 

de estas células (Abbas, A., 2003).  

 

Las principales células productoras de IL-4 son los linfocitos T CD4+ de la subpoblación 

TH2 así como los mastocitos y los basófilos activados (Abbas, A., 2003).      

Las acciones biológicas de IL-4 incluyen las reacciones mediadas por mastocitos y 

eosinófilos y la supresión de las reacciones que dependen de los macrófagos. También 

estimula la aparición de los linfocitos TH2 a partir de los CD4+ vírgenes y actúa como un 



factor de crecimiento autócrino para los linfocitos TH2 diferenciados. Además, antagoniza 

los efectos activadores de macrófagos del IFN-γ y, por consiguiente, inhibe las reacciones 

inmunitarias celulares (Abbas, A., 2003). 

 

Interleucina-5 (IL-5). Es un activador de los eosinófilos y sirve de nexo entre la activación 

de los linfocitos T y la inflamación eosinófila. IL-5 es un homodímero que se produce en la 

subpoblación TH2 de linfocitos T CD4+ y los mastocitos activados. Las principales acciones 

de IL-5 consisten en activar a los eosinófilos maduros y estimular el crecimiento y la 

diferenciación de los eosinófilos. La IL-5 también estimula la proliferación de linfocitos B 

y la síntesis de anticuerpos IgA (Abbas, A., 2003). 

 

Interleucina-10 (IL-10). Es un inhibidor de los macrófagos y de las células dendríticas 

activadas y, por tanto, participa en el control de las reacciones inmunitarias innatas y la 

inmunidad celular. Es una citocina que se produce principalmente en macrófagos activados 

y, debido a que inhibe las funciones del macrófago, se dice que se trata de 

retroalimentación negativa (Abbas, A., 2003). 

 

Los efectos biológicos de la IL-10 se deben principalmente a su capacidad de inhibir 

muchas de las funciones de los Mφ activados. La IL-10 actúa poniendo fin a la secreción de 

citocinas y a la expresión de coestimuladores que favorecen la activación de los linfocitos T 

y la inmunidad celular. Todo con el fin de devolver al sistema su estado de reposo cuando 

la infección se ha erradicado. La IL-10 inhibe la síntesis de IL-12 por los macrófagos  y las 

células dendríticas activadas. También inhibe la expresión de coestimuladores y de 

moléculas del MHC-II en los macrófagos y en las células dendríticas (Abbas, A., 2003). 

 

Interleucina-13 (IL-13). Es una citocina con una estructura similar a la IL-4 y es 

producida por los linfocitos T CD4+ TH2 y por las células epiteliales. El receptor para esta 

citocina se encuentra principalmente en células no linfocíticas, como los macrófagos, y 

puede activarse por IL-13 o IL-4. La principal acción de IL-13 en los macrófagos consiste 

en inhibir su activación y antagonizar a IFN-γ (Abbas, A., 2003). 

 



3.2. LOS MACRÓFAGOS 

 

Existen células del sistema inmunitario presentes en circulación y en prácticamente todos 

los tejidos. Existe una gran variedad de células que conforman el sistema inmunológico. 

Entre ellas se encuentran a los linfocitos B y las células plasmáticas (sintetizan 

anticuerpos), a los linfocitos T tanto CD4+ como CD8+ (inmunidad celular), a los 

neutrófilos, basófilos, eosinófilos (presentes en circulación), a las células dendríticas, a los 

macrófagos, entre otras.  

 
Fig. 2. Diferenciación de las células madre pluripotenciales a 
monocitos/macrófagos. Los factores de crecimiento que intervienen es cada etapa 
están indicados con flechas. Las flechas curvas indican los puntos donde se generan 
otros linajes. También se indica el nombre de cada nuevo linaje. VALLEDOR et al, 
1998. 



Hablando de forma particular, los macrófagos son células del sistema fagocítico 

mononuclear, y tienen entre sus principales funciones la fagocitosis. Tienen su origen en la 

médula ósea (Fig. 2), a partir de las células madre pluripotenciales (stem cells). En 

respuesta a factores de crecimiento y a citocinas como IL-1, IL-3 e IL-6, la célula madre 

pluripotencial experimenta una división celular desigual o heteromitosis dando lugar a una 

nueva célula madre y a una célula pluripotencial mieloide, GEMM-CFU (granulocyte/ 

erythrocyte/ megakaryocyte/ macrophage- colony forming unit). En presencia de IL-1 e IL-

3, este precursor genérico experimenta un proceso de diferenciación denominado 

compromiso (commitment) y pasa a convertirse en un progenitor común a las líneas 

monocítica y granulocítica, GM-CFU (granulocyte/macrophage colony forming unit), en 

este punto, la interleucina IL-3 y el factor de crecimiento GM-CSF (granulocyte/ 

macrophage-colony stimulating factor) inducen la proliferación de los GM-CFUs, sin 

embargo, el factor de crecimiento M-CSF (macrophage-colony stimulating factor) no sólo 

induce la proliferación de estas células, sino también su diferenciación hacia precursores 

propiamente monocíticos denominados M-CFUs (macrophage- colony forming units). La 

diferenciación terminal de los M-CFUs, proceso conocido como maduración, y la 

consiguiente generación de monocitos, también requiere la presencia de M-CSF, siendo su 

predecesor inmediato el monocito. Los monocitos se diferencian a macrófagos cuando 

salen a los tejidos, gracias a moléculas de adhesión (adhesinas e integrinas), (Valledor, et 

al, 1998). 

 

En cuanto a su morfología, los macrófagos son células de gran tamaño con múltiples 

pliegues y prolongaciones digitiformes, cortas y romas que intervienen en el proceso de 

endocitosis, dado que rodean las sustancias a ser fagocitadas. En lo tejidos los monocitos 

culminan su maduración y se convierten en macrófagos. Este proceso conlleva el aumento 

de tamaño, un mayor desarrollo del sistema lisosomal y del contenido en enzimas 

hidrolíticos y un incremento del número y tamaño de las mitocondrias, así como de su 

metabolismo energético. La vida media de los macrófagos en los tejidos puede ser muy 

larga (meses-años), sin embargo, muchos de los macrófagos que llegan a los tejidos 

acabarán desapareciendo por procesos de muerte celular (Celada y Maki, 1992). 

 



En los tejidos, un pequeño número de macrófagos se diferenciarán bajo la influencia de 

citocinas y, dependiendo del tipo de tejido, se convertirán en células de la microglía en el 

sistema nervioso central, en osteoclastos del hueso, en histiocitos del tejido conectivo, en 

células de Kupffer del hígado o en células de clase A del tejido sinovial. Todas estas células 

pertenecen a la línea macrofágica. Estos macrófagos tisulares son capaces de proliferar en 

dichos tejidos en condiciones basales (no activados) gracias a la presencia o a la producción 

autocrina de M-CSF, así como a la presencia de citocinas y de otros factores de crecimiento 

no específicos como el GM-CSF y la IL-3 (Fig. 2) (Celada y Maki, 1992). 

 

Una vez en los tejidos requeridos, los macrófagos juegan un papel crítico en el desarrollo 

de la respuesta inmunológica, actúan como mediadoras de innumerables mecanismos 

diferentes dentro de la respuesta inmunológica, no sólo participan en la resistencia, sino que 

además, están adaptados para desempeñar funciones esenciales en la inmunidad específica 

adquirida, tanto humoral como mediada por células. De forma basal, los macrófagos se 

encuentran en disposición de realizar una serie de funciones sin necesidad de ningún tipo de 

estímulo, aunque muchas de éstas pueden realizarse con mayor eficiencia tras la activación 

de la célula. Sin embargo, para otras funciones se requiere que el macrófago haya sido 

previamente activado para poder llevarlas a cabo. Los macrófagos realizan algunas de sus 

funciones directamente, a través de interacciones célula-célula, o indirectamente, mediante 

la liberación de sustancias capaces de afectar a otras células. (Comalada, M., 2002; Nathan, 

C.F., 1987). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3.3. ACTIVACIÓN DE LOS MACRÓFAGOS 

 

La activación de los macrófagos es un proceso complejo y estrictamente controlado que 

consiste en una serie de modificaciones bioquímicas, morfológicas y funcionales que 

culminan en el aumento del potencial de la célula para ejercer funciones complejas, tales 

como la presentación de antígenos, la lisis de células tumorales y la actividad bactericida. 

Los agentes más potentes en la activación de los macrófagos son el IFN-γ y el 

lipopolisacárido (LPS), aunque también otros agentes como el GM-CSF, M-CSF, IL-1β, 

IL-2, IL-4 y TNF pueden inducir algunos aspectos de la activación (Celada, 1994; Celada y 

Nathan, 1994; Hamilton y Adams, 1987). 

 

El lipopolisacárido, también conocido como endotoxina, es uno de los componentes de la 

membrana exterior de las bacterias Gram negativas, desde el punto de vista estructural, el 

LPS está formado por tres regiones distintas: una región central compuesta por 

polisacáridos repetitivos, una estructura de tipo antígeno-O, ambas hidrofílicas, y un 

dominio hidrofóbico formado por seis cadenas de ácidos grasos, también denominado 

lípido A, que representa el componente biológicamente activo del LPS. Debido a su 

estructura, el LPS actúa como una molécula anfipática y muy poco soluble en soluciones 

acuosas (Ulevitch y Tobias, 1995). El LPS funciona como un antígeno timo-independiente, 

es decir, es capaz de estimular a los linfocitos B en ausencia de linfocitos T cooperadores, 

además, el LPS activa a los linfocitos B sin la necesidad de interaccionar con las 

inmunoglobulinas presentes en la superficie de este tipo celular (Celada, 1994). 

 

En los macrófagos, el LPS induce la síntesis de citocinas como TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-

10, IL-12, IFN-α/β, TGF-β, metabolitos del ácido araquidónico (prostaglandinas y 

leucotrienos) y otros lípidos bioactivos (factor activador de plaquetas, etc), péptidos 

quimiotácticos como MIP-1α (macrophage inflammatory protein), y especies reactivas del 

oxígeno y del nitrógeno. La mayor parte de estos productos inducidos por el LPS actúan de 

forma autocrina sobre los propios macrófagos y algunos de ellos, como por ejemplo, los 

metabolitos del ácido araquidónico o el IFN-α/β, controlan la expresión de genes tardíos en 

el contexto de la respuesta al LPS. Pero no todos estos productos ejercen un efecto positivo 



sobre la respuesta de los macrófagos. Por ejemplo, la IL-10 y la PGE2 forman parte de un 

mecanismo autoinhibidor que controla la producción de otras citocinas como el TNF-α 

(Sweet y Hume, 1996). También se ha descrito un efecto negativo del LPS sobre algunas de 

las actividades inducidas por el IFN-γ, tales como la expresión de las moléculas del 

complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase II o la expresión de los 

receptores scavenger (Celada y col., 1989; Koerner y col., 1987; Roselaar y Daugherty, 

1997; Steeg y col., 1982; Xaus y col., 2000).  

 

Mientras que una respuesta inflamatoria local generada por el LPS es benéfica para la lucha 

contra las infecciones de bacterias Gram negativas, la respuesta inmunológica generalizada 

y exagerada debido a la presencia de LPS en la circulación puede conducir a un choque 

endotóxico, capaz de causar la muerte del individuo (Wright y Kolesnick., 1995). 

 

El reconocimiento del LPS por los macrófagos se da a través de un receptor de tipo Toll 

(TLR), el TLR4, que es un receptor de alta afinidad al LPS. Para que se produzca el 

reconocimiento del LPS, y la posterior señalización intracelular por parte del receptor 

TLR4, es necesario que el LPS se encuentre unido a una proteína sérica denominada LBP 

(LPS-binding protein) (Viriyakosol y Kirkland, 1995). LBP funciona como una opsonina 

de partículas que contienen LPS, incluyendo a bacterias Gram negativas enteras, facilitando 

la unión de estas partículas con el CD14 presente en las células mieloides. El CD14 es una 

glicoproteína que puede encontrarse anclada a una molécula de glicofosfatidilinositol (GPI) 

en la membrana de monocitos, macrófagos y leucocitos polimorfonucleares, o bien, soluble 

en la circulación (Ulevitch y Tobias, 1995). El CD14 se asocia físicamente con un complejo 

proteínico que incluye al TLR4 y una proteína accesoria, MD-2. A pesar de que MD-2 haya 

perdido el dominio transmembranal, se mantiene asociada con la célula a través de la 

interacción con el dominio extracelular del TLR4. Parece ser que el complejo TLR4/MD-2 

es el responsable del reconocimiento directo de diferentes estructuras del LPS, que varían 

en función de la especie, proporcionando una alta especificidad al receptor (Akashi y col., 

2000; Shimazu y col., 1999). 



 
 

Fig. 3. Vías de señalización por el receptor del Lipopolisacárido. CAPK, 
ceramidaactivated protein kinase; ERK, extracellular-regulated kinase; IP3, inositol 
trifosfato; JNK, c-jun N-terminal quinasa; MEK, MAPK/ERK kinase; P, punto de 
fosforilación; PC-PLC, fosfolipasa C específica de fosfatidilcolina; PI-PLC, fosfolipasa 
específica de fosfatidilinositol; PKC, proteína quinasa C; Src, proteína quinasa de la 
familia Src; TIR, Toll/IL-R homology element; TAK, TNF-activated kinase; TRAF, 
TNFreceptor-activated factor. 

 

Aunque el LPS es el ligando específico del TLR4, se ha descrito que este receptor puede 

reconocer y mediar la respuesta inflamatoria frente a otras moléculas, como son el 

componente anti-tumoral taxol, la proteína HSP60 (Heat-shock protein 60) liberada en 

condiciones de necrosis celular, el EDA (extra domain A) producido por la degradación de 

la fibronectina en lesiones tisulares, y la proteína F del virus respiratorio sincicial (RSV) 

(Underhill y Ozinsky, 2002). Así como no se descarta la existencia de otras moléculas no 

vinculadas al receptor capaces de reconocer, con baja afinidad, al LPS e incluso, transmitir 

algún tipo de señal a altas concentraciones de LPS (Kielian y Blecha, 1995); por ejemplo, 

se ha descrito que el complejo CD11b-CD18 puede reconocer a dos ligandos del TLR4, el 

LPS y el Taxol (Bhat y col., 1999; Wright y Jong, 1986). 

 



Cuando los  macrófagos, ya sea por la unión a IFN-γ o a productos bacterianos como el 

LPS, cambian sus características, se maximizan sus acciones antibacterianas, aumenta su 

capacidad de presentar antígenos y de secreción de algunas citocinas, entre otros cambios. 

Estos cambios en la función y fenotipo se conocen como la activación de los macrófagos. 

 

3.3.1. Activación clásica de los macrófagos 

 

Los macrófagos activados son células efectoras de la inmunidad celular que actúan para 

eliminar los microorganismos fagocitados. Esta activación consta de la aparición de 

cambios cuantitativos que implican la síntesis de proteínas que dan a los macrófagos la 

facultad de llevar a cabo funciones que los macrófagos sin activar, o sus precursores, los 

monocitos, no pueden realizar (Abbas, A., 2003). 

 

Los linfocitos T CD4+ TH1 y CD8+ activan a los macrófagos mediante señales mediadas 

por contacto producidas por las interacciones CD40L-CD40 y por la citocina IFN-γ. 

Cuando los linfocitos efectores TH1 y CD8+ son estimulados por un antígeno, secretan 

citocinas, en particular IFN-γ y expresan CD40L. CD40L se une a CD40 sobre los 

macrófagos que están presentando antígenos a los linfocitos T y activan una señal de 

transducción intracelular que es similar a las vías activadas por los receptores de TNF. El 

requisito de que exista una interacción entre CD40-CD40L para la activación de los 

macrófagos  asegura que estos macrófagos que están presentando antígenos a los linfocitos 

T sean los que se activen con mayor eficacia (Abbas, A., 2003). 

 

Una vez activado, el macrófago desempeña diversas funciones, es decir, en respuesta a 

CD40 y a IFN-γ, se ve aumentada en estas células la producción de varias proteínas. La 

unión de CD40 activa los factores de trascripción NF-κβ y AP-1, mientras que IFN-γ activa 

los factores de trascripción STAT-1 e IRF-1. Entonces en respuesta a estas señales los 

macrófagos sintetizan mayores cantidades de proteínas responsables de las funciones 

efectoras de la inmunidad celular. Entre estas funciones se encuentran la destrucción de  

microorganismos que han fagocitado por la acción de intermediarios reactivos del oxígeno, 

óxido nítrico y enzimas lisosómicas que son bactericidas. Los macrófagos activados 



estimulan la inflamación aguda mediante la secreción de citocinas como TNF, IL-1 y 

quimiocinas, y mediadores lipídicos de vida corta. La acción colectiva de estas moléculas 

consiste en producir una inflamación local rica en neutrófilos, los cuales fagocitan y 

destruye los a microorganismos infecciosos. También se liberan otras citocinas que tienen 

funciones en la inmunidad celular como la IL-12 e IL-18. (Mosser, D, 2003); así como un 

aumento en la expresión de moléculas del MHC y coestimuladores (Abbas, A., 2003). 

 
Fig. 4. Activación y funciones de los macrófagos en la inmunidad celular (Abbas, 

A., 2003). 



3.3.2. Activación alternativa de los macrófagos 

 

El concepto de la activación “clásica” de los macrófagos data de la década 1960, a partir de 

los estudios de Mackaness y sus colaboradores (Mackaness, G. et al. 1964) quienes 

mostraron que la infección de ratones con el bacilo Mycobacterium bovis o Listeria 

monocytogenes aumentó la actividad antimicrobiana de los macrófagos en una manera 

estímulo-dependiente, pero no de manera antígeno-específica (Gordon, S, 1999). Estudios 

posteriores a esas fechas han demostrado que un tipo de  activación de los macrófagos 

depende de los productos de los linfocitos T cooperadores de la case TH1 y de las células 

NK, entre estos productos se habla principalmente del IFN-γ (Dalton, D. et al. 1993) y la 

IL-12 e IL-18 producidas por células presentadoras de antígeno. 

 

De hecho la activación de los macrófagos depende del ambiente de citocinas, de modo que 

los macrófagos se pueden diferenciar en diferentes poblaciones para desarrollar diferentes 

funciones inmunológicas (Noël, W., et al. 2004) 

  

Un poco menos conocido es el caso de la activación  alternativa de los macrófagos por 

IL-4 e IL-13, citocinas que son producidas generalmente en respuestas tipo TH2. Se ha 

observado que IL-4 e IL-13 inducen algunos cambios fenotípicos diferentes a aquellos 

producidos por IFN-γ (activación clásica) e IL-10 (desactivación). IL-4 e IL-13 regulan 

positivamente en los macrófagos la expresión del receptor de manosa y de moléculas del 

MHC tipo II; con lo que se estimula la endocitosis y la presentación de antígeno; y esto 

induce la secreción de quimiocinas selectivas como CCL2 y CCL17; y enzimas 

intracelulares como la arginasa (Gordon, S. 2003). 

 

El concepto de activación alternativa de los macrófagos no ha sido profundamente 

estudiado en relación con la heterogeneidad y la diferenciación de estas células. Ha sido 

mucho menos estudiado que la activación de los macrófagos por el IFN-γ (Ehrt, s. et al. 

2001) o la activación directa de genes por estímulo con LPS o microorganismos (Boldrick, 

J. et al. 2002; Nau, G. et al. 2002). Se ha considerado la posible relevancia de los 



macrófagos alternativamente activados (aaMφ) en condiciones como el asma y la 

arterosclerosis.  

 

Como en otros casos, el intento de simplificar el concepto de activación alternativa de los 

macrófagos resultó en ampliar el término, incluyendo una gran variedad de estímulos 

inmunomoduladores y respuestas por parte de los macrófagos (Goerdt, S. y Orfanos, C. et 

al. 1999; Tzachanis, D. et al. 2002). 

 

De forma paralela a las respuestas TH1 y TH2, tenemos a los macrófagos clásicamente 

activados y a los de activación alternativa. Estos últimos median la tolerancia y los 

procesos de inflamación. Las respuestas inflamatorias son necesarias para eliminar agentes 

infecciosos o tóxicos, pero es necesario que, una vez inducida esta respuesta, sea controlada 

(Goerdt, S. Politz, O. et al. 1999). 

 

Se sabe que de forma clásica, los macrófagos secretan IL-12 induciendo la diferenciación 

de células T vírgenes hacia un fenotipo TH1 y viceversa, las células TH1 dirigen la 

diferenciación de los macrófagos hacia un perfil proinflamatorio por medio del IFN-γ. En 

contraste, los agentes antiinflamatorios tales como la IL-4 y los glucocorticoides, así como 

la IL-10 y el factor transformante del crecimiento-β, han demostrado que inhiben la 

secreción de citocinas proinflamatorias por parte de los macrófagos. Este descubrimiento se 

interpretó como la desactivación de los macrófagos. Aunque más recientemente se ha 

observado que la IL-4 y los glucocorticoides inducen el incremento en los macrófagos de la 

expresión del receptor de manosa así como de otros receptores. (Goerdt, S. Politz, O. et al. 

1999). Desde que esto se comprobó contra la simple idea de la desactivación de los 

macrófagos, Gordon y sus colaboradores (Stein, M., et al. 1992) introdujeron el concepto 

de activación inmunológica alternativa de los macrófagos. 

 

Los macrófagos alternativamente activados (aaMφ) son diferentes en la expresión de genes 

en comparación con los clásicamente activados (caMφ) hasta en un 25% (Ehrt, S. et al. 

2001). Entre estas diferencias se encuentra que los aaMφ sobrexpresan el receptor de 

manosa, no producen NO (no se expresa la sintasa inducible de ON, iNOS) ni radicales de 



oxígeno, por el contrario, se activa la arginasa (Rutschman, R. et al. 2001) por lo que tiene 

comprometida su capacidad de matar patógenos intracelulares. Y aunque se ha observado 

que sobreexpresan algunas moléculas de tipo MHC-II, los aaMφ no son células 

presentadoras de antígeno eficientes y, de hecho son células que en algunos casos inhiben 

la proliferación de los linfocitos T, es decir, tienen actividad supresora sobre las células T 

(Schebesch, C. et al. 1997).  

 

Estos macrófagos producen niveles elevados de fibronectina y de matriz asociada a proteína 

βIG-H3 (Gratchev, A. et al. 2001). Promueven la fibrogénesis por parte de los fibroblastos 

(Song, E. et al. 2000); la inducción de arginasa en estas células permite la biosíntesis de 

poliamina y prolina, promoviendo el crecimiento celular, la formación de colágeno y la 

reparación tisular (Hesse, M. et al. 2001), y es que la arginasa producida por los 

macrófagos alternativamente activados metaboliza la arginina hacia urea y ornitina, un 

precursor de poliaminas y prolina.  También se han observado dos factores de trascripción, 

FIZZ1 y Ym1, que se presentan en estos aaMφ (Raes, G. et al. 2002). 

 

Así que la activación clásica de los macrófagos presenta una expresión de genes diferente a 

la activación alternativa, lo que conlleva que estos dos tipos de macrófagos sinteticen 

diferentes sustancias, expresen diferentes moléculas y por lo tanto desempeñen diferentes 

funciones (Tabla 2).  

 Macrófagos clásicamente 
activados 

Macrófagos 
alternativamente activados 

Señales 
de activación 

IFN-γ 
TNF 

IL-4, IL-13 
Glucocorticoides 

Productos secretados ↑TNF, ↑IL-12 
↑IL-1, IL-18, IL-6 

↑IL-1RA, ↑IL-10 
 

Marcadores biológicos ↑MCH-II 
↑CD86 
↓Receptor de manosa 

↑Receptor de manosa 
↑Receptores Scavenger 
↑CD23 

Moléculas reactivas NO, O2- Ninguna conocida  
Producción de 
quimiocinas 

IP-10, MIP-1α, MCP-1 AMAC-1 

 
Tabla 2. Diferencias entre macrófagos clásica y alternativamente activados. Los 
aaMφ y los caMφ responden a diferentes señales de activación, secretan diferentes 
productos y quimiocinas y presentan diferentes marcadores biológicos. 



3.3.3. aaMφ en infecciones con protozoarios 

 

Los protozoarios son eucariontes unicelulares en su mayoría organismos de vida libre, sin 

embargo, existen algunos con gran importancia clínica. Estos parásitos presentan una 

estructura interna relativamente compleja, y pueden presentar elementos de locomoción. 

Además estos parásitos presentan diferentes estadios durante su ciclo de vida. 

 

Durante infecciones con protozoarios tales como Leishmania, Toxoplasma, Plasmodium o 

Trypanosoma, la respuesta proinflamatoria, dependiente de IFN-γ, es necesaria para 

controlar la parasitemia, principalmente en la fase aguda de la infección (Kropf, P. et al. 

2004; Peluffo, G. et al. 2004; Walther, M. et al. 2006). Sin embargo, dependiendo de 

alguno factores como la etapa de infección, el hospedero puede producir citocinas de perfil 

TH2, como IL-4 e IL-13, suprimir la producción de NO, y en lugar de este se activa una vía 

metabólica alterna para la arginina, catalizada por arginasa-1.  

 

Es decir, los protozoarios logran modular la respuesta inmunitaria, de un perfil TH1 a uno 

TH2, logrando su establecimiento en el hospedero. Esta modulación de la respuesta 

inmunitaria da lugar a los llamados macrófagos alternativamente activados (Gordon, S. 

2003). 

 

Trypanosoma 

 

El Tripanosoma africano, entre cuyas especies se encuentran T. brucei y T. congolense, es 

un protozoario extracelular que causa la enfermedad del sueño en los humanos y el 

padecimiento llamado Nagana en el ganado. Se ha aceptado actualmente que el desarrollo 

de un ambiente de citocinas de tipo TH1 es esencial para controlar la etapa temprana de la 

infección (Hertz, C. J. et al. 1998). Mientras que el papel de la respuesta inmunitaria TH2 

en la tripanosomiasis sigue siendo controversial. 

 

Con el uso de modelos murinos de la infección con Trypanosoma se ha observado  que el 

desarrollo de una respuesta inmunitaria protectora se ve correlacionada con un cambio de la 



respuesta TH1 en las primeras etapas de la infección hacia una respuesta de tipo TH2 (IL-4, 

IL-10, IL-13) en las etapas posteriores o crónicas (Namangala, B. et al. 2001; Noël, W. et 

al. 2002). Este cambio en el ambiente de citocinas es paralelo a un cambio en el estado de 

activación de los macrófagos, los cuales pasan de un estado caMφ a un estado de aaMφ en 

las fases tardías de la infección. 

 

Durante las etapas tempranas de la infección, los caMφ inducidos por IFN-γ limitan el 

desarrollo del parásito mediante la secreción de moléculas tóxicas para éste, como NO y 

TNF (Vincendeau, P. et al. 2003; Magez, S. et al. 1999); así que el surgimiento de los 

aaMφ en las etapas tardías podrían limitar la patología causada por las moléculas 

proinflamatorias de las etapas tempranas de la tripanosomiasis. 

 

La Tripanosomiasis americana (T. cruzi), conocida como enfermedad de Chagas, es 

causada por un protozoario intracelular que infecta macrófagos y células B. Así que el 

hecho de que los linfocitos T citotóxicos respondan contra las células infectadas es 

importante como protección durante la enfermedad de Chagas. Además la respuesta TH1 

que involucra citocinas como IL-12, IL-18, IFN-γ, y la producción de NO por los 

macrófagos, favorecen el control de la enfermedad en etapas tempranas (Rodrigues, M. M. 

et al. 2000). Sin embargo, si la respuesta TH1 no es controlada, es capaz de causar daño. 

Con respecto al punto anterior IL-4, IL-6 e IL-10 se han visto implicadas en la resistencia a 

T. cruzi ya que balancean el ambiente proinflamatorio que se presenta en la enfermedad 

temprana (Abrahamsohn, I. A. et al. 2000; Gao, W y Pereira, M. A. 2002). 

 

Se ha observado que la inmunización de ratones con el antígeno cruzipaina, produce un alto 

nivel de secreción de citocinas TH2 (IL-4, IL-5, IL-10), y niveles bajos de IFN-γ e IL-12 

(Giordanengo, L. et al. 2002). Además los macrófagos estimulados con este antígeno 

presentan un aumento en la actividad de arginasa y secretan IL-10 y TGF-β (Stempin, C. et 

al. 2002). De modo que T. cruzi, por medio de cruzipaina, induce la activación alternativa 

de los macrófagos. 

 

 



Leishmania  

 

También en la infección causada por Leishmania, que es un protozoario intracelular 

responsable de varios padecimientos, se han reportado macrófagos alternativamente 

activados. Los macrófagos activados por citocinas TH1 como  IFN-γ y TNF pueden 

controlar la infección mediante la activación de iNOS. Sin embargo, estos parásitos han 

desarrollado estrategias para resistir la fusión del fagolisosoma y así sobrevivir dentro de 

las células. Leishmania puede inhibir la producción de IL-12 e inducir IL-10 y TGF-β, con 

lo que se logra un cambio en la respuesta inmunitaria de un perfil TH1 a un perfil TH2, lo 

que produce susceptibilidad a la enfermedad (Scharton-Kersten, T- et al. 1995). 

 

Existe evidencia indirecta de que aaMφ surgen de un ambiente TH2, facilitando la 

diseminación del parásito en le organismo (Iniesta, V. et al, 2001). La incubación de los 

macrófagos con IL-4 anterior a la infección con Leishmania major o Leishmania infantum, 

dirige el metabolismo de L-arginina, a través de arginasa, hacia la síntesis de poliamina, lo 

que promueve el crecimiento intracelular del parásito. 

 

3.3.4. aaMφ en infecciones con helmintos 

 

Los parásitos de tipo helminto son un grupo muy diverso de organismos que presentan 

morfologías muy diversas, estructuras accesorias y comportamientos sexuales y 

alimenticios característicos, así como diversos estadios en sus ciclos de vida. 

 

Este tipo de parásitos se ha visto involucrado con la presencia de aaMφ, más aún, los 

estudios que mejor apoyan el concepto de estos macrófagos han sido realizados en modelos 

de infecciones por helmintos. Los helmintos han desarrollado mecanismos complejos por 

los cuales logran evadir y modular la respuesta inmunitaria. Las infecciones con estos 

parásitos inducen una fuerte polarización de la respuesta inmunitaria tipo TH2 asociada 

frecuentemente con una deficiente respuesta proliferativa de las células T. Se ha sugerido 

que los macrófagos pueden ser un blanco de la inmunomodulación ya que se ven alterados 



cuando un hospedero experimenta una infección crónica o una exposición crónica a los 

antígenos de parásitos helmintos (Reyes, J. L., Terrazas, L. I. 2007). 

 

La respuesta inmunitaria hacia una infección con helmintos es característica debido al perfil 

de citocinas que induce, tales como altos niveles de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13; y también 

altos niveles de anticuerpos específicos tales como IgG1 e IgE; también de igual manera se 

ve aumentada la población de algunas células tales como eosinófilos y mastocitos (Maizels, 

R. M. et al. 2003). Se han observado entonces dos poblaciones celulares reguladoras que se 

presentan en infecciones con helmintos, las células T reguladoras (Wilson, MS y Maizels, 

R. et al. 2006) y los macrófagos alternativamente activados (Loke, P. et al. 2002; 

Rodríguez-Sosa, M. et al. 2002). 

 

Brugia malayi 

 

La presencia de aaMφ se ha observado en diversos modelos experimentales con estos 

parásitos, como es el caso de la infección con  el nemátodo Brugia malayi, en donde los 

macrófagos suprimen la proliferación de las células T ante la primera estimulación con un 

antígeno específico. Esta actividad supresora no involucra factores solubles como el NO, la 

PGE2 o IL-10, entre otras, es más bien un evento contacto dependiente (Loke, P. et al. 

2000). 

 

Taenia crassiceps 

 

Otro ejemplo de la polarización de la activación de los macrófagos en infecciones con 

helmintos es el caso del modelo murino de infección con el céstodo Taenia crassiceps, que 

es el modelo para la cisticercosis humana por Taenia solium. Además existen  estudios que 

indican que en humanos inmunocomprometidos se puede llegar a desarrollar cisticercosis 

por T. crassiceps (Francois, A. Favennec L, Cambon-Michot, et al. 1998; Heldwein, K. et 

al. 2006). 

 



Los ratones infectados con Taenia crassiceps desarrollan una respuesta inmunitaria de tipo 

TH1 (IL-12, IFN-γ, NO, IgG2a) en las primeras fases de la infección (en tiempos menores a 

4 semanas); esta respuesta es reemplazada por un perfil TH2 cuando la infección se 

encuentra en una etapa crónica (mayor a 4 semanas) (Rodríguez-Sosa, M. et al. 2002). 

 

Estos macrófagos encontrados en fases crónicas de infección con T. crassiceps han 

presentado actividad de arginasa, revelan un incremento en la expresión de moléculas del 

MHC-II, CD40, CD86, CD23 y CCR5 (Rodríguez-Sosa, M. et al. 2002). Además estos 

macrófagos se han visto asociados a una pobre capacidad de inducir proliferación de 

células T contra un antígeno específico. 

 

Una característica muy benéfica de este modelo murino de infección es que se logra a 

través de la inyección intraperitoneal de metacéstodos de T. crassiceps, los cuales presentan 

un tipo de reproducción asexual, la gemación (Chau CY y Freeman RS, 1976), lo que 

permite el fácil mantenimiento de la cepa en el laboratorio ya que después de varias 

semanas se obtienen miles de estos metacéstodos de la cavidad peritoneal de los ratones 

infectados. Además se han establecido muchas similitudes antigénicas entre los 

metacéstodos de T. solium y T. crassiceps (Ishida MM. et al. 2003). 

 

Otros helmintos 

 

Se han estudiado otros modelos de infección por helmintos en los cuales también se ha 

observado la presencia de aaMφ, por mencionar algunos se tiene el caso de otro nemátodo, 

Litomosoides sigmodontis, en donde se ve regulada positivamente la expresión de Fizz1 y 

Ym1 (Nair, MG. et al. 2003; Nair,  MG. et al. 2005); también esta el caso del tremátodo 

Schistosoma mansoni, que a principios de los 90’s fue estudiado por el equipo de 

investigación de Stadecker quienes encontraron que macrófagos aislados de granulomas de 

ratones infectados de entre 7 y 8 semanas de infección con S. mansoni eran capaces de 

inhibir la respuesta de las células T a estímulos específicos y policlonales (Stadecker, MJ. 

et al. 1990).  

 



4. HIPÓTESIS: 

 

La fosforilación de la molécula STAT1α en respuesta a IFN-γ se encuentra 

alterada en macrófagos alternativamente activados obtenidos de animales 

infectados con Taenia crassiceps. 

 

4.1 HIPÓTESIS NULA: 

 

La fosforilación de la molécula STAT1α en respuesta a IFN-γ se encuentra 

normal en macrófagos alternativamente activados obtenidos de animales 

infectados con Taenia crassiceps. 

 

 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL: 

 

Identificar el estado de fosforilación de la molécula STAT-1α en macrófagos 

alternativamente activados obtenidos de animales infectados con Taenia 

crassiceps. 

 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES: 

 

Corroborar que en el modelo de infección crónica con Taenia crassiceps se 

generan macrófagos con características que sustentan su activación alternativa.  

 

Comparar la expresión de diversas moléculas de membrana entre los 

macrófagos alternativa y clásicamente activados. 

 

Evaluar la respuesta a IFN-γ de macrófagos alternativamente activados a través 

de la fosforilación de la molécula STAT-1α. 



6. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Se trabajó con un modelo murino de infección con Taenia crassiceps. Los ratones que se 

manejaron fueron hembras BALB/c de entre 6 - 8 semanas de edad provistas por Harlan-

México y mantenidas en el bioterio de la FES Iztacala  después de la infección y hasta el 

momento del sacrificio.  

 

Se manejaron tres grupos de ratones de 5 ratones cada uno. Un grupo control al que se le 

administró 1.5 mL de solución de tioglicolato IP por ratón cuatro días antes del sacrificio, 

un grupo con infección aguda con Taenia crassiceps (1-2 semanas de infección) y un tercer 

grupo con infección crónica con el parásito (6- 8 semanas). 

 

6.1 LA INFECCIÓN  

 

La infección se realizó por inyección IP de 25 metacéstodos por ratón de Taenia crassiceps 

de 1-2 mm de diámetro suspendidos en aproximadamente 0.5 mL de SSF. Estos cisticercos 

se obtuvieron de la cavidad peritoneal de ratones hembras BALB/c de entre 8 y 15 semanas 

de infección. 

 

Tanto la infección como la administración de tioglicolato se realizaron de forma que 

coincidiera la fecha de los tres grupos para el día de sacrificio, el cual se realizó en cámara 

de CO2. 

 

6.2 OBTENCIÓN DE CÉLULAS PERITONEALES (PEC’s peritoneal exudate cells) 

 

A los ratones de los tres grupos, se les extrajeron las células de la cavidad peritoneal en 

condiciones de esterilidad por lavado del peritoneo inyectando 5 mL de SSF IP y dando 

masaje para desprender mayor cantidad de células. Se recolectó la SSF que contenía las 

PEC’s y en el caso de los tratamientos de ratones infectados, que contenía también los 

metacéstodos de Taenia crassiceps. En estos casos se dejaron sedimentar los metacéstodos 

para separarlos de las células y el sobrenadante se colocó en tubos para centrífuga de 50 ml. 



 

Los tubos que contenían la SSF con las PEC’s se centrifugaron a 600 g (2500 rpm) durante 

10 minutos (en estas condiciones se realizaron todos los procesos de centrifugación de 

células). Si se observaba la presencia de eritrocitos, se resuspendía la pastilla en solución de 

Boyle (0.17 M Tris y 0.16 M cloruro de amonio) y Se volvía a centrifugar. Se decantaron 

los sobrenadantes y se resuspendieron las pastillas en SSF. 

 

6.3 CITOMETRÍA DE FLUJO (Fluorescence Analizer Cell Sorter, FACS) 

 

Las PEC’s obtenidas tal como se indicó anteriormente, se volvieron a lavar con SSF y se 

centrifugaron después. Se resuspendieron y se contaron por exclusión con azul de Tripán. 

Una vez contadas se colocaron 500,000 células en tubos para citometría. 

 

Se incubaron las células con anticuerpos marcados con fluorocromos utilizando como 

medio amortiguador de FACS (200 µl). Se mantuvieron por media hora a 4° C. Después de 

este tiempo se agregó más buffer de FACS y se centrifugaron; se desechó el sobrenadante 

para eliminar los restos de anticuerpos libres. Se realizó otro lavado. Las pastillas obtenidas 

se resuspendieron en paraformaldehído. Se analizaron 100,000 células en el citómetro. Por 

esta técnica se midieron las siguientes moléculas: CD23, GR1, PDL1, PDL2, CD14, TLR2, 

TLR4, CCR5 e IFN-γR en los 3 grupos de ratones. 

 

Los anticuerpos usados fueron CD23 (FITC) y CCR5 (PE) de Pharmingen, GR1 (PE/Cy5) 

e IFN-γR (PE) de Biolegend y PDL1 (PE), PDL2 (FITC), CD14 (PE), TLR2 (FITC) y 

TLR4 (PE) de eBioscience. 

 

6.4 ELISA Y RT-PCR 

 

Obtenidas las PEC’s se contaron las células viables por exclusión con azul de Tripán, se 

ajustaron a 6 millones/mL en DMEM completo y se sembraron en placas de 6 pozos, 

poniendo 1 millón de células por pozo. Se sembraron 4 pozos por cada grupo de ratones. Se 

incubaron las células por lo menos dos horas a 37° (O2 95% + CO2 5%). Después de ese 



tiempo se eliminaron las células no adherentes (las células adherentes son 

aproximadamente un 90-95% macrófagos) lavando  dos veces con SSF o DMEM. Para 

cada grupo de ratones (tioglicolato, de infección aguda y de infección crónica) se 

prepararon los siguientes estímulos, y a cada uno de los 4 pozos de cada grupo de ratones se 

le agregó un estímulo diferente: 

• DMEM solo 

• IFN-γ [20 ng/mL] 

• LPS [2.5 µg/mL] 

• IFN-γ [20 ng/mL] + [LPS 2.5 µg/mL] 

 

Las células se mantuvieron en contacto con los estímulos incubándose a 37° C (O2 95% + 

CO2 5%) por 24 horas después de las cuales se recolectaron los sobrenadantes para la 

medición de citocinas por la técnica de ELISA y las células adheridas se lisaron con 500 µL 

de Trizol por pozo, los cuales se recolectaron y se guardaron a -20° C hasta la obtención del 

RNA. 

 

6.5 DETERMINACIÓN DE CITOCINAS. Método de ELISA sandwich 

 

Se analizaron sobrenadantes de cultivo de macrófagos de los tres grupos de ratones por la 

técnica de ELISA sandwich; se utilizaron placas MaxiSorp; las placas se sensibilizaron, se 

bloquearon con albúmina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS y posteriormente se 

depositaron 100 µL de muestra por pozo, y los estándares para la realización de la curva. 

Después de remover las muestras se colocó el anticuerpo secundario biotinilado; para la 

detección se utilizó sustrato ABTS (11 mL) con H2O2 (100 µL). Se agregaron 100 µl por 

pozo hasta el desarrollo de color. La intensidad de color se midió con el Thermo 

Labsystems MultiskanAscent a 405 nm: después de bloquear, incubar con el anticuerpo de 

captura, poner las muestras y la curva y de poner el anticuerpo de  detección, las placas se 

lavaron con Tween-20 al 0.05%.  Mediante esta técnica se analizó la producción de IL-12. 

los anticuerpos usados fueron de Peprotech. 

 

 



6.6 RT-PCR 

 

Obtenido el lisado de células en medio mL de Trizol, se procedió a la obtención del RNA, 

para lo cual se realizó una extracción con cloroformo y precipitación con alcoholes fríos. Se 

centrifugó para obtener las pastillas; se decantó sin perder la pastilla y se dejó secar al aire. 

Se resuspendieron las pastillas en agua mQ (20-40 µL). 

 

Posterior a este paso se procedió a la conversión del RNA a cDNA, para lo cual se utilizó el 

kit SuperScript First-Strand (syntehsis system for RT-PCR) de Invitrogen, se realizó la 

amplificación de los genes, utilizando por reacción 50 ng de cDNA.  

Se corroboró el tamaño del amplificado mediante electroforesis de las muestras (a las que 

se les agregó una mezcla de bromofenol y xileno-cianol con glicerol y Syber-green)  en gel 

de agarosa al 1.5%, a 90mV, 150mA por 45 minutos. Después de este tiempo se observó el 

gel en un scanner con luz UV para corroborar el tamaño del amplificado; por esta técnica se 

analizaron los genes MMR y GAPDH. 

Primers: 

 

 

 

6.7 WESTERN BLOT 

6.7.1 Obtención de proteínas 

 

Se obtuvieron PEC’s como se mencionó anteriormente, se contaron por exclusión con Azul 

de Tripán, se ajustaron y se sembraron en placas de 6 pozos, 6 millones de PEC’s por pozo, 

4 pozos por cada grupo de ratones. Se obtuvieron células adherentes como se indico 

anteriormente.  

 

MMR  F CTC gTg gAT CTC CgT gAC AC 

 R gCA ATT ggA gCC gTC TgT gC 

GAPDH F CTC ATg ACC ACA gTC CAT gC 

 R CAC ATT ggg ggT Agg AAC AC 



Se prepararon estímulos para cada grupo: 

 

 DMEM solo 

 IFN-γ [20 ng/mL] 

 LPS [2.5 µg/mL] 

 IFN-g [20 ng/mL] + [LPS 2.5 µg/mL] 

 

Se mantuvieron las células con estos estímulos por 20 minutos. Posteriormente se lavó cada 

pozo con SSF y se adicionaron 300 µL de amortiguador de lisis de Mφ (20mM Tris-HCl 

pH=8, 1% Triton X-100, 137mM NaCl y 10% glicerol) por pozo además de inhibidor de 

proteasas (20 µL por cada pozo). Se realizó un raspado con el embolo estéril de una jeringa 

en cada pozo para terminar de lisar las células y se homogenizó con la pipeta para lavar el 

fondo del pozo; se recolectó el lisado. Se congelaron a -70° C hasta la realización de la 

electroforesis. 

 

6.7.2 Electroforesis de las proteínas 

 

Para el análisis de las proteínas, se mezclaron cantidades iguales de muestra de proteínas y 

amortiguador de muestra 2x (Tris Base 0.125 M, SDS 4%, Glicerol 20% y mercaptoetanol 

10%) y se mantuvieron en baño María en agua hirviendo por 5 minutos. La electroforesis se 

realizó en gel de proliacrilamida al 10 % en cámara llena con amortiguador de corrida 

(Glicina 1.44%, Tris Base 0.3025% y SDS 0.1%). Se colocaron 5 µL de marcador de peso 

molecular por cada gel, y se cargaron 25 µL de cada muestra por pozo, se realizó la 

electroforesis a 90 V, 150 mA, por 2 horas. 

 

6.7.3 Transferencia y bloqueo 

 

La transferencia de las proteínas se realizó mediante sistema de cámara seca. Una vez 

transferidas las proteínas a la membrana, esta se bloqueó en leche desnatada al 5% en PBS 

en agitación ligera durante toda la noche a 4° C. Después de este tiempo se lavaron las 

membranas suavemente con PBS.  



6.7.4 Inmunodetección 

 

Se colocó el anticuerpo primario diluido en leche al 1% en PBS según especificaciones 

(entre 1:500 – 1:1000). Se incubó con el anticuerpo primario toda la noche a 4° C. después 

de esto se lavó la membrana con PBS-Tween 20 al 0.05%. Se colocó el anticuerpo 

secundario marcado con HRP diluido en leche al 1% en PBS según especificaciones (entre 

1:1000 – 1:2000). Se incubó con este anticuerpo por 2 horas a temperatura ambiente. Se 

lavaron las membranas y se revelaron. 

 

Para revelar se utilizó un kit de luminiscencia ECL Western Blotting Detection Reagents de 

Amersham. Por esta técnica se evaluaron las proteínas β-Actina, STAT1 y STAT1-P. 

 
Los anticuerpos utilizados fueron Anti β-Actina, HRP conjugado de cabra anti IgG de ratón 

y HRP conjugado de burro anti IgG de, de Biolegend y Anti STAT1 y Anti STAT1 

(pY701) de BD.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



7. RESULTADOS 

 

 

En este trabajo se evaluó la fosforilación de la molécula STAT-1α en macrófagos 

alternativamente activados en respuesta al estímulo con IFN-γ. Para sustentar esta tesis 

también se analizaron parámetros que corroboran la activación alternativa de estas células. 

 

7.1 Amplificación del gen del Receptor de Manosa (MMR). Reacción en cadena de la 

polimerasa, Transcriptasa Reversa (RT-PCR) 

 

Anteriormente solo se manejaban los conceptos  “macrófagos activados” y “no activados”, 

pero recientemente ha surgido el concepto de activación alternativa de los macrófagos 

(Gordon, S. 2003).  

 

Para facilitar la identificación del tipo de activación que presenten estas células, se han 

estudiado moléculas que funcionan como marcadores de activación alternativa, una de ellas 

es el receptor de manosa (MMR), por medio del cual se reconocen glicanos ricos en 

manosa presentes en patógenos y está involucrado en su fagocitosis (Abbas, A. 2003).  

 

Dado lo anterior se realizó por RT-PCR el análisis de la expresión este gen, utilizando 

como control el gen GAPDH (Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa). El análisis se 

realizó en los tres grupos de ratones (sanos, con 2 semanas de infección y con 8 semanas de 

infección con T. crassiceps), y de cada grupo se manejaron 4 muestras diferentes debido a 

los diferentes estímulos (a las concentraciones indicadas en la metodología) a los que los 

macrófagos fueron expuestos:  

 

• Sin estímulo 

• Lipopolisacárido (LPS) 

• Interferón-γ (IFN-γ) 

• LPS + IFN-γ 

 



Los resultados de los amplificados específicos para MMR fueron  los siguientes: 

 

No infectados                         2 semanas                                  8 semanas 
 
 (Sin est, LPS, IFN-γ, LPS+IFN-γ)     (Sin est, LPS, IFN-γ, LPS+IFN-γ)      (Sin est, LPS, IFN-γ, LPS+IFN-γ) 
 
(a) MMR 

 
 
 
(Sin est, LPS, IFN-γ, LPS+IFN-γ)   (Sin est, LPS, IFN-γ, LPS+IFN-γ)   (Sin est, LPS, IFN-γ, LPS+IFN-γ) 

 
(b) GAPDH 

 
 
Fig. 5. Amplificados de MMR (a) y GAPDH (b) obtenidos por RT-PCR a partir  
de RNA de macrófagos. La primera línea de cada grupo de ratones pertenece a una 
muestra de células sin estímulo, el segundo al estímulo de LPS, el tercero a IFN-γ y el 
último a muestra de células estimuladas con IFN-γ + LPS (las concentraciones se 
indican en la metodología). 

 

 

Se encontró el MMR sobreexpresado en los Mφ de ratones de 6-8 semanas de infección, a 

diferencia de los otros dos grupos. También se pudo observar que esta sobreexpresión es 

independiente a estímulos posteriores, sin embargo el LPS logra aumentar esta 

sobreexpresión. 

 

7.2 Expresión de moléculas coestimuladoras utilizadas como marcadores de activación 

alternativa y receptores involucrados en la respuesta proinflamatoria. Citometría de 

Flujo. 

 

Además del receptor de manosa (MMR), existen otras moléculas que se han identificado 

como marcadores de activación alternativa, entre estas se encuentran ciertas moléculas 

coestimuladoras. 

 



Con el fin de corroborar el tipo de activación de los macrófagos obtenidos de peritoneo de 

ratones de entre 6-8 semanas de infección, se determinó la expresión de algunas de estas 

moléculas coestimuladoras descritas anteriormente, también se analizó la expresión de 

receptores involucrados con la respuesta proinflamatoria, entre ellos el IFN-γR. 

 

Esta medición se realizó mediante Citometría de flujo y el posterior análisis por 

Histogramas. Las células que se analizaron en los tres grupos de ratones fueron F480+ 

(marcador de macrófagos), a partir de una región de células grandes y granulosas.  
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Fig. 6. Región analizada por Citometría de flujo. (a) Región de PECs que contiene a 
células grandes y granulosas. (b) Región a partir de las células grandes y granulosas 
que son fenotipo F480+ y sobre las cuales se realizó el análisis. 

 

Entre las moléculas coestimuladoras que se analizaron están CD23, CCR5 (Fig. 7), PD-L1 

y PD-L2 (Fig. 8). También se analizó GR-1 (Fig. 7) que es un marcador de células de 

origen mieloide y los receptores TLR2, TLR4 (Fig. 9), CD14  y el IFN-γR (Fig. 10). 

 

Se observó que las moléculas  CD23 y PD-L2 se encontraron sobreexpresadas, mientras 

que CCR5 y PD-L1 si bien no mostraron sobreexpresión, sí se expresaron en grado similar 

que en los macrófagos de 1-2 semanas post infección. 

 

Al analizar la expresión de las moléculas tipo Toll se encontró que TLR2 mostró una 

sobreexpresión en los macrófagos de 6-8 semanas de infección en comparación con los de 
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1-2 semanas. Sin embargo,  los grupos infectados mostraron una mayor expresión de este 

receptor que los macrófagos obtenidos de ratones inyectados con  tioglicolato. En cuanto a 

la expresión de TLR4, se encontró sobreexpresado en los macrófagos de animales 

infectados comparados con los del grupo de tioglicolato, de manera interesante, a mayor 

tiempo de infección hubo mayor incremento en la expresión de TLR4. 

 

De la misma forma la molécula CD14 mostró mayor expresión en los macrófagos de 1-2 

semanas, aunque su expresión en el grupo 6-8 semanas post-infección fue notablemente 

mayor que en el grupo sin infectar. Así CD14 y TLR4 que participan como receptores de 

LPS se encontraron altamente expresadas en macrófagos alternativamente activados. 

 

Por otro lado, los macrófagos de ratones de 6-8 semanas de infección expresaron el IFN-γR 

de forma similar a los macrófagos de infección aguda, e inclusive se encontró este receptor 

más densamente expresado en los macrófagos de infección crónica; mientras que en los 

macrófagos del grupo de tioglicolato no pareció haber inducción de la expresión de este 

receptor. 
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 Citometría de flujo. Porcentaje de células positivas y MFI (Intensidad de fluorescencia 
media) 

       
Marcador T. infec. (semanas) % de células positivas MFI 

CD23 0 20.41 36.11 

 2 21.61 39.66 

 8 59.21 36.53 

CCR5 0 3.56 57.52 

 2 36.49 65.75 

 8 33.21 73.08 

GR1 0 6.40 68.17 

 2 36.85 56.77 

 8 46.58 83.82 

PDL1 0 52.32 79.67 

 2 74.17 109.46 

 8 78.37 90.39 

PDL2 0 29.4 40.175 

 2 56.56 57.16 

 8 70.68 44.295 

TLR2 0 41.67 35.31 

 2 64.50 43.07 

 8 86.17 50.37 

TLR4 0 3.08 34.45 

 2 21.05 36.66 

 8 25.32 46.96 

CD14 0 10.42 105.77 

 2 53.94 140.35 

 8 37.81 86.74 

IFN-γR 0 2.98 36.85 

 2 31.39 40.20 

 8 28.73 56.33 

 
Tabla. 3.  Porcentaje de células positivas e intensidad de fluorescencia media (MFI)  
para cada tiempo post-infección y cada tinción. 



 7.3 La infección con T. crassiceps inhibe  la producción  de IL-12 en los Mφ 

estimulados con LPS e IFN-γ. ELISA. 

 

Las infecciones con helmintos logran polarizar la respuesta inmunitaria de un perfil inicial 

TH1 hacia  uno TH2. Junto con esta polarización, se han identificado cambios en el fenotipo 

de los macrófagos, dando lugar a la ya mencionada activación alternativa (Reyes, J. L., 

Terrazas, L. I. 2007; Maizels, R. M. et al. 2003). 

 

Una de las características de este tipo de activación, es la disminución de citocinas 

proinflamatorias como la IL-12, esta citocina es producida en respuesta a estímulos 

proinflamatorios como IFN-γ. Y dado que este trabajo tiene como objetivo principal 

evaluar una proteína de la cascada de señalización del IFN-γ, se decidió realizar el análisis 

de IL-12 para observar la producción de dicha citocina en los aaMφ. 

 

Esta determinación se realizó mediante la técnica de ELISA, en donde se encontró que los 

macrófagos proinflamatorios (grupo de tioglicolato) cuando son estimulados con LPS, IFN-γ 

e IFN-γ + LPS, producen altos niveles de IL-12, mientras que en los grupos infectados se 

observó una clara disminución en la producción de esta citocina. 
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Fig. 11. Determinación de IL-12 mediante la técnica de ELISA. De determinó IL-12 
en sobrenadante de cultivo de Mφ después de 24 horas del estímulo con DMEM, IFN-γ, 
LPS y LPS-IFN-γ. 



7.4 Análisis de la fosforilación de la proteína STAT-1α. Western Blot (Inmunoelectro 

transferencia IET) 

 

Patrón de proteínas de Mφ de fases aguda y crónica de infección con T. crassiceps. 

 

Se ha mencionado que existen diferencias en la expresión de moléculas entre macrófagos 

clásica y alternativamente activados. Estas diferencias se pudieron  evidenciar observando 

el patrón de proteínas que presenta cada uno de estos Mφ activados, aún sin precisar de qué 

proteínas se trata. 

 

Para evidenciar estas diferencias se realizó la electroforesis de proteínas obtenidas de 

macrófagos tanto de fases tempranas como tardías de infección, estimulados como se 

indicó en la metodología. El gel de poliacrilamida se tiñó con azul de Coomasie. 

 

 

                 MPM 

 
 

 

Fig. 12. Patrón de proteínas de macrófagos estimulados. (a) Macrófagos de fases 
tempranas  de infección con T. crassiceps (caMφ). (b) Macrófagos de fases tardías  de 
infección con T. crassiceps (aaMφ). 

Mφ de fase aguda de infección 
con T. crassiceps. (a) 

Mφ de fase crónica de infección 
con T. crassiceps. (b) 

  Ctrl            LPS         IFN-γ   LPS+ IFN-γ     Ctrl         LPS        IFN-γ      LPS+ IFN-γ     



Análisis de la proteína pSTAT-1α en macrófagos alternativamente activados. 

 

El IFN-γ ejerce su función en los Mφ a través de unirse a su receptor específico (IFN-γR) y 

desencadenar una cascada de señalización vía proteínas JAK/STAT lo que culmina en la 

transcripción de genes involucrados en la inflamación y respuesta inmunitaria. Existen 

varias Janus cinasas (JAK) así como 7 diferentes STAT, pero las involucradas en la 

señalización del IFN-γ son las JAK 1 y 2 y la STAT1. Sin embargo, los aaMφ no responden 

de forma habitual al IFN-γ (Fig. 11). Se podría pensar que se debe a una deficiencia en la 

expresión del IFN-γR, pero en este trabajo como en otros previos se ha demostrado que no 

existen diferencias significativas que indiquen anomalías en el receptor (Fig. 10). 

 

Dado lo anterior  quisimos estudiar a la proteína pSTAT-1α, y observar si existen 

diferencias entre la fosforilación de esta molécula entre los Mφ de fases tempranas de 

infección (caMφ) con T. crassiceps y los de infecciones crónicas (aaMφ) con este mismo 

parásito. Además de identificar a la proteína pSTAT-1α, se identificaron las proteínas 

STAT-1α total y β-Actina, la cual se utilizó como control en el análisis por densitometría 

(Fig. 14 y 15). 

 

En ambos experimentos (Fig. 13) se observa que en los grupos de tioglicolato y de 2 

semanas post-infección, la fosforilación de la molécula STAT-1α es dependiente al 

estímulo con IFN-γ y, que en el caso del doble estímulo (IFN-γ + LPS) la fosforilación 

parece verse aumentada. Mientras que el LPS por si solo no logra inducir la fosforilación de 

la molécula. En estos dos grupos también se observa que en el caso del tratamiento que no 

incluye estímulo, la fosforilación es prácticamente nula. 

 

Por otra parte, en el primer experimento se observó un alto nivel basal de fosforilación de 

STAT-1α, pero no se ve modificado de forma alguna por ninguno de los estímulos. Es 

decir, parece ser que no se presenta fosforilación de STAT-1α dependiente de IFN-γ ni de 

LPS. En el segundo experimento no se observa fosforilación ni basal ni en respuesta a 

ninguno de los estímulos (Fig. 13). 



Experimento 1                                                                                                                                                       

                             Tioglicolato             2 sem postinfección           8 sem postinfección          
                            

                                    Ctrl    IFN-γ   LPS LPS+IFN-γ     Ctrl     IFN-γ   LPS LPS+IFN-γ      Ctrl     IFN-γ   LPS LPS+IFN-γ 
 

a) pSTAT-1α 

 

 

b) STAT-1α 

 

 

c) β-Actina 

 

 

 

Experimento 2  

                      Tioglicolato              2 sem postinfección            8 sem postinfección 
                             

                                      Ctrl    IFN-γ  LPS LPS+IFN-γ      Ctrl    IFN-γ   LPS LPS+IFN-γ   Ctrl     IFN-γ   LPS LPS+IFN-γ 
 

a) pSTAT-1α 

 

 

b) STAT-1α 

 

 

c) β-Actina 

 

 
Fig. 13. Imágenes de proteínas identificadas por Western Blot. Se muestra las 
proteínas STAT-1P (a), STAT-1 total (b) y la proteína control β-Actina (c). Cada grupo 
de tiempo de infección se incubó con diferentes estímulos (IFN-γ, LPS y LPS + IFN-γ) 
y se mantuvo una muestra solo con medio (control). 

 

  



Densitometrías del experimento 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14. Densitometrías del experimento 1. a) Tioglicolato, b) 2 semanas 
postinfección y c) 8 semanas postinfección. 
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Densitometrías del experimento 2  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 15. Densitometrías del experimento 2. a) Tioglicolato, b) 2 semanas 
postinfección y c) 8 semanas postinfección. 
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8. DISCUSIÓN 

 

 

Es ampliamente conocido que las infecciones por helmintos son capaces de modular la 

respuesta inmunitaria de su hospedero, principalmente por la inducción de respuestas 

polarizadas hacia Th2, con altos niveles de IgE, IL-4, IL-5 e IL-13 (Maizels, R. M. et al. 

2003). En años recientes, también se ha empezado a hacer notar que la respuesta de los 

macrófagos provenientes de animales infectados por helmintos es diferente a estímulos 

inflamatorios. De hecho, se ha propuesto que estos macrófagos son alternativamente 

activados por las altas concentraciones de IL-4 e IL-13 que generan dichas infecciones. Así, 

los macrófagos alternativamente activados son considerados ahora como una característica 

más de las infecciones por helmintos (Reyes, J. L., Terrazas, L. I. 2007; Rodríguez-Sosa, 

M. et al. 2002). Sin embargo, la pregunta de porque estos macrófagos responden de manera 

deficiente a estímulos inflamatorios estaba aún sin resolver. 

 

En la infección por T. crassiceps, se había reportado anteriormente que los macrófagos 

provenientes de animales con infecciones avanzadas eran incapaces de mantener la 

producción de NO, TNF-α e IL-12 al estímulo con LPS + IFN-γ. En este trabajo se planteó 

un diseño para establecer si los receptores para dichos estímulos estaban correctamente 

expresados en los macrófagos y además se analizó por Western Blot, una proteína de la 

cascada de señalización que induce el IFN-γ, la proteína p-STAT1, con el fin de identificar 

si la presencia de los receptores o bien la fosforilación de la molécula STAT1 es un paso 

diferencial que  indique porque los macrófagos alternativamente activados no responden de 

manera habitual a estos estímulos pro-inflamatorios, es decir, que respondan con la 

producción de citocinas proinflamatorias.  

 

8.1 Los macrófagos de infecciones crónicas con T. crassiceps sobreexpresan el MMR 

que es un indicador de activación alternativa además de otras moléculas de superficie. 

 

Para el análisis de la proteína p-STAT1α en macrófagos alternativamente activados se 

utilizó el modelo de infección IP crónica en ratones, y para confirmar que los macrófagos 



obtenidos por este modelo efectivamente presentan activación alternativa, se realizaron 

diversas mediciones de moléculas descritas anteriormente como marcadores de dicha 

activación. 

 

El primero de estos marcadores de activación alternativa que se analizó fue el receptor de 

Manosa (MMR). Mediante la técnica de RT-PCR se midió la expresión del gen que 

codifica para este receptor y se encontró que los macrófagos de entre 6-8 semanas de 

infección con T. crassiceps lo sobreexpresaron, mientras que en los animales inyectados 

con tioglicolato  y en los de 1-2 semanas de infección la expresión del gen de este receptor 

fue apenas perceptible En los macrófagos del grupo de infección crónica se pudo observar 

que aún sin ser sometidos a ningún estímulo, es decir en condiciones basales, 

sobreexpresan el MMR, pero esta sobreexpresión se ve aumentada cuando están en 

contacto con LPS. 

 

El receptor de manosa (MMR) es una lectina del macrófago que reconoce a la manosa de 

las glucoproteínas y los glucolípidos que se encuentran en las paredes celulares de los 

microorganismos (Abbas, A., 2003). Sin embargo, la exposición del macrófago a   IL-4 o 

IL-13 (ambiente TH2), induce la sobreexpresión de este receptor (Gordon, S. 2003) (Goerdt, 

S. Politz, O. et al. 1999). 

 

Se sabe que un ambiente TH2 induce la activación alternativa de los macrófagos, de modo 

que el MMR se encuentra sobreexpresado en los macrófagos alternativamente activados. 

(Gordon, S. 2003) (Goerdt, S. Politz, O. et al. 1999). Lo anterior apoya la idea de que  el 

modelo de infección crónica con el helminto T. crassiceps sí induce la activación 

alternativa de estas células. 

 

Además del gen de MMR, se decidió analizar mediante citometría de flujo algunas 

moléculas de membrana que previamente se han descrito como marcadores de activación 

alternativa. 

 



Se encontró que los macrófagos obtenidos de ratones de entre 6 - 8 semanas de infección 

sobreexpresaron algunas de estas moléculas. Específicamente, sobreexpresaron CD23 en 

comparación con los de 1-2 semanas y más aún contra los macrófagos de ratones 

inyectados con tioglicolato (proinflamatorios) (Fig. 7 y Tabla 3). CD23 es un receptor de 

IgE de baja afinidad que junto con CCR5, se han descrito anteriormente como marcadores 

de activación alternativa, es decir, que se encuentran sobreexpresados en los aaMφ. 

(Rodríguez, et al 2002). La IgE es una inmunoglobulina implicada en la respuesta 

inmunitaria contra parásitos y en procesos alérgicos, además de estar asociada con las 

respuestas tipo TH2, ya que la función efectora  más importante de los linfocitos TH2 se 

observa en las reacciones inmunitarias mediadas por esta inmunoglobulina (Abbas, A., 

2003). En la medición de CCR5  (receptor 5 de quimiocina) también se observó un 

incremento, pero éste no fue en el número de células que lo expresaron, sino en la 

intensidad de expresión de esta molécula por cada célula (Fig. 7 y Tabla 3).  Ahora bien, el 

papel que juega la sobreexpresión de CCR5 en los macrófagos es aún desconocido, pero 

puede relacionarse a la ausencia de ligandos (RANTES/MIP-1α) para este receptor (Mack, 

M. et al. 2001). 

 

También se analizó la molécula GR-1, un marcador de células de linaje mieloide. Este 

marcador se encontró sobreexpresado en los macrófagos de ratones de 6-8 semanas de 

infección, en comparación con los de 1-2 semanas, mientras que los del grupo de 

tioglicolato mostraron una expresión relativamente baja de este marcador (Fig.7 y Tabla 3).  

 

La expresión de GR-1 se ha visto relacionada con actividad supresora en células mieloides. 

Se ha observado que conforme progresa la infección IP con T. crassiceps, disminuye 

gradualmente el porcentaje de células T y B en la cavidad peritoneal y se incrementa el 

porcentaje de células CD11blow-GR-1high (granulocitos) (Brys, L. et al. 2005). 

 

Entonces el hecho de que los macrófagos de infecciones tardías con T. crassiceps 

sobreexpresen el marcador GR-1 indica  su actividad supresora. 

 



Otra molécula que se ha sugerido como marcador de activación alternativa es PD-L2. PD-

L1 y PD-L2 son ligandos de PD-1, una molécula coestimuladora que juega un papel 

inhibitorio en la regulación de la activación de las células T en tejidos periféricos. PD-L1 se 

ha descrito como una molécula constitutiva mientras que PD-L2 es de carácter inducible y 

que puede sobreexpresarse en activación alternativa de los macrófagos vía IL-4  (Loke, P y 

Allison, J, 2003; Terrazas, LI et al. 2005). 

 

Los macrófagos obtenidos de ratones infectados con Taenia crassiceps y con tiempo post 

infección entre 6-8 semanas sobreexpresaron  PD-L2 en comparación con los otros dos 

grupos (grupo de tioglicolato y grupo de 1-2 semanas post infección). Mientras que PD-L1 

se encontró más expresado en los grupos infectados que en el de tioglicolato, sin embargo 

en el grupo de tioglicolato la expresión fue notable (Fig. 8 y Tabla 3). 

 

Esto puede deberse a que el tioglicolato induce en los macrófagos un perfil proinflamatorio, 

y que  PD-L1 se ha encontrado expresado en este tipo de macrófagos. Es el mismo caso 

para el grupo de 1-2 semanas, el cual también es de perfil proinflamatorio. La expresión de 

PD-L1 en el grupo de 6-8 semanas puede deberse al carácter constitutivo de la molécula. 

Por otro lado, la expresión de PD-L1 se relaciona directamente con la presencia de TLR4, 

el cual también se midió en este trabajo y se encontró expresado en similar nivel en el 

grupo de 6-8 semanas que en el de 1-2 semanas (Loke, P y Allison, J, 2003). 

 

La sobreexpresión de PD-L2 en los macrófagos de animales con infecciones crónicas por T. 

crassiceps, corrobora la activación alternativa de estas células y sugiere su participación en 

un papel inmunoregulatorio negativo (Loke, P y Allison, J, 2003). 

 

También se sabe que los aaMφ no responden convencionalmente a estímulos 

proinflamatorios, y dos de los principales receptores para este tipo de estímulos son TLR2 y 

TLR4, el primero, involucrado en el reconocimiento de péptidoglicano y otras moléculas 

presentes en bacterias gram positivas y el segundo, en el reconocimiento de LPS (y en la 

expresión de PD-L2), en el cual también está involucrado un co-receptor, el CD14 

(Ulevitch y Tobias, 1995;  Loke, P y Allison, J, 2003). Dado lo anterior, se analizó la 



expresión de estos dos receptores y el co-receptor CD14 en los aaMφ, y se compararon  con 

los otros dos grupos de células.   

 

Se encontró que TLR2 se sobreexpresó claramente en los macrófagos de ratones de 6-8 

semanas de infección en comparación con los otros dos grupos, aunque a las dos semanas la 

expresión era ya mucho mayor que en aquellos a los que solo se les inyectó tioglicolato. El 

TLR4 se observó ligeramente aumentado en los macrófagos de ratones de infección 

crónica, en comparación con los de 1-2 semanas de infección, pero este segundo grupo 

mostró un gran incremento comparado con el grupo de tioglicolato (Fig. 9 y Tabla 3). 

 

En cuanto a CD14, se encontró este co-receptor más expresado en los macrófagos 

provenientes de infecciones agudas, sin embargo, los macrófagos de infecciones crónicas lo 

expresan mucho más que aquellos a los que solo se les administró tioglicolato, por lo que 

no se puede descartar que sí esté ejerciendo su función en el reconocimiento del LPS. (Fig. 

10 y Tabla 3). Entonces, la infección aguda con T. crassiceps induce la sobreexpresión de 

CD14, sin embargo, esta expresión no se ve disminuida importantemente en la fase crónica 

de la infección (más de 6 semanas). Por lo tanto, el receptor de LPS y su co-receptor se 

encuentran expresados en los macrófagos alternativamente activados, lo que sugiere que no 

es la ausencia de dichos receptores a lo que se debe la falta de respuesta a esta molécula y 

también que estos macrófagos no son células desactivadas, ya que además expresan 

adecuadamente gran cantidad de receptores involucrados en la respuesta proinflamatoria y 

que dado el grado de expresión de los mismos, son capaces de reconocer sustancias de 

origen bacteriano como el péptidoglicano y LPS, es decir, que tienen la facultad de 

reconocer estímulos inflamatorios. 

 

8.2 La infección con T. crassiceps induce la disminución de la producción de IL-12 en 

los macrófagos. 

 

IL-12 es uno de los productos que se inducen en los macrófagos proinflamatorios tras el 

estímulo con IFN-γ, pero que se ve disminuido en los macrófagos con activación 

alternativa. Al evaluar su producción en los diferentes grupos de macrófagos, encontramos 



que aquellos obtenidos de ratones inoculados con tioglicolato mostraron una fuerte 

producción de esta citocina cuando fueron estimulados por IFN-γ e incluso LPS, y más aún 

cuando fueron estimulados con ambas moléculas. En contraste, los grupos de ratones 

infectados mostraron que a pesar de haber sido tratados con los mismos estímulos y a las 

mismas concentraciones, su producción de IL-12 es cercana a los niveles basales de los 

macrófagos del grupo de tioglicolato, es decir que  no se observó una producción eficiente 

de  IL-12 en respuesta a  los estímulos. 

 

En los macrófagos de 1-2 semanas de infección a pesar de que por lo general siguen 

mostrando un perfil proinflamatorio, se ha encontrado que pueden empezar a perder sus 

características proinflamatorias, ahora bien, dado que la infección se realizó con 25 

metacéstodos de T. crassiceps, y que otros trabajos previos  indican haber inoculado 10 

metacéstodos, puede ser que el aumento en la carga parasitaria sea la causa de una  

polarización más temprana de los macrófagos en este caso. 

 

8.3 El IFN-γR se expresa adecuadamente en los macrófagos alternativamente 

activados. 

 

En concordancia con los hallazgos anteriores, se sabe que los aaMφ no responden de 

manera habitual a los estímulos proinflamatorios, como es el caso LPS e IFN-γ. En el 

desarrollo del presente trabajo en primera instancia se pensó en una alteración en la 

expresión del IFN-γR, y que debido a eso no se estuviera llevando posiblemente la  

respuesta esperada a la citocina. Sin embargo, se ha reportado anteriormente que el  

receptor de IFN-γ se expresa adecuadamente en los aaMφ (Rodríguez-Sosa, M. et al 2006). 

De tal forma que para darle más sustento a esta tesis, quisimos medir la expresión de este 

receptor en los tres grupos de macrófagos, dado que corroborar la correcta expresión del 

IFN-γR era importante  para enfatizar la importancia de analizar las proteínas de la cadena 

de señalización del IFN-γ. 

 

El IFN-γR por  su parte no presenta diferencias en el porcentaje de células que lo expresan 

entre los grupos infectados, pero sí con respecto al  grupo de tioglicolato. Esto parece 



indicar que la infección con T. crassiceps, independientemente de que sea aguda o crónica, 

induce la sobreexpresión del receptor de Interferón-γ.  

  

Lo anterior sugiere que los aaΜφ, pueden ser capaces de reconocer al IFN-γ, y que sin 

embargo no responden de manera habitual a este estímulo. Lo que indica que el paso 

diferencial entre los caMφ y los aaMφ en cuanto a la respuesta hacia esta citocina es 

posiblemente en alguna de las proteínas de la vía de señalización. Dado todo lo anterior es 

que este trabajo tuvo como fin analizar la fosforilación de  la proteína STAT1α (p-

STAT1α) en los tres grupos de macrófagos para identificar alguna diferencia en la 

fosforilación que sea dependiente del tipo de activación el macrófago.  

 

8.4 Los macrófagos alternativamente activados presentan diferente patrón de 

proteínas que los de activación clásica. 

 

Se realizó la electroforesis del extracto total de proteínas de macrófagos tanto de 1-2 como 

6-8 semanas post infección, y de cada grupo se obtuvieron muestras con diferentes 

estímulos. El gel obtenido de la electroforesis y teñido posteriormente con Azul de 

Coomassie (Fig. 12), muestra que existen diferencias en el patrón de proteínas entre los dos 

grupos de macrófagos (clásica y alternativamente activados, respectivamente). 

 

Se observó que algunas proteínas se encuentran más expresadas en la activación clásica y 

viceversa. De modo que aún sin precisar de qué proteína se trate, es evidente que a pesar de 

tratarse de las mismas células, los estados de activación son diferentes, ya que un distinto 

patrón de proteínas indica características y funciones diferentes. Y esta expresión 

diferencial es independiente a estímulos posteriores. 

 

8.5 Los macrófagos alternativamente activados no presentan una adecuada 

fosforilación de la molécula STAT-1α en respuesta al estímulo con IFN-γ. 

 

Se realizó el análisis por Western Blot (IET) del extracto de proteínas de los diferentes 

grupos de macrófagos y de los diferentes estímulos, así como las de densitometrías. Al 



observar las imágenes del WB (IET), encontramos que no parece haber disminución ni 

alteración en cuanto a la concentración de la molécula STAT1α en ninguno de los grupos 

de macrófagos (Fig. 13). Al realizar las densitometrías, corroboramos que no existieron 

diferencias importantes en las concentraciones de esta proteína en ninguno de los casos 

(Fig. 14 y 15).  

 

La molécula STAT1α es un factor de transcripción que se dimeriza mediante fosforilación 

mediada por las cinasas llamadas JAK1/2 ancladas a las cadenas del receptor de IFN-γ. Esta 

dimerización da lugar al GAF (Factor activado por IFN-γ) el cual se une a secuencias de 

tipo GAS en el material  genético y da como consecuencia la transcripción de genes 

activados por IFN-γ. De modo que para que esta cadena de señalización se lleve a cabo, la 

fosforilación de STAT1α es un paso fundamental. 

 

Y sobre esta proteína encontramos que en los dos experimentos realizados, los macrófagos 

del grupo de tioglicolato (proinflamatorios) montan una fuerte fosforilación de la molécula 

STAT1α en respuesta a IFN-γ, y que el LPS por si solo no es un activador de la 

fosforilación de la misma, mientras que, cuando los macrófagos son estimulados por ambos 

al mismo tiempo, el LPS parece sinergizar con el IFN-γ y aumentar ligeramente la 

fosforilación de STAT1α. En el grupo de 1-2 semanas de infección encontramos que los 

macrófagos presentaron el mismo patrón de respuesta a los estímulos, sin embargo, la 

fosforilación de STAT1-α es menor en ambos experimentos. 

 

La fosforilación de STAT1α en respuesta al IFN-γ es el mecanismo normal que presenta el 

macrófago para desencadenar una respuesta proinflamatoria, y es lo que se observó en los 

macrófagos provenientes de animales sin infección, mientras que en los macrófagos de 

ratones de 1-2 semanas de infección se observó que la fosforilación empieza a disminuir, 

pero este evento no se observó en los aaMφ obtenidos con el modelo de cisticercosis de 6-8 

semanas, ya que en el primer experimento se encontró un nivel basal muy evidente de 

fosforilación en las muestras no estimuladas, sin embargo este nivel no se ve modificado en 

respuesta a ninguno de los estímulos. Es decir, la fosforilación que se presentó no es debida 



a alguna respuesta hacia el IFN-γ, ya que no se vió modificada cuando los macrófagos se 

estimularon con IFN-γ. Lo anterior es más evidente en el análisis por densitometría.  

En el segundo experimento, observamos que no se presentó fosforilación en respuesta a 

ninguno de los estímulos. De modo que fue más evidente la deficiencia en la fosforilación 

de STAT1α en respuesta al IFN-γ por parte de los aaMφ obtenidos de infecciones crónicas. 

 

Al parecer, esta deficiencia en la fosforilación de STAT1α que se presenta en los aaMφ, es 

un paso crucial para que la respuesta proinflamatoria mediada por el IFN-γ se encuentre 

disminuida. Pues como se había observado previamente y confirmamos aquí , estos 

macrófagos no tienen la capacidad de responder adecuadamente a este estímulo. 

 

Los mecanismos involucrados que impiden que se lleve a cabo la adecuada fosforilación de 

STAT1α en los aaMφ en respuesta al IFN-γ aún son desconocidos. Sin embargo, sabemos 

que los helmintos logran modular la respuesta inmunitaria favoreciendo su establecimiento, 

y aunque los mecanismos por los cuales lo logran no se han identificado, sí es conocido  

que una infección crónica con este tipo de parásitos logra polarizar la respuesta hacia un 

perfil TH2 con la consecuente disminución de la producción de citocinas proinflamatorias 

inducidas por IFN-γ. De modo que de alguna forma la interacción con el helminto tiene 

como consecuencia la disminución en la fosforilación de STAT-1α.  

 

Los mecanismos como se mencionó anteriormente son desconocidos, sin embargo podemos 

intentar dar algunas explicaciones probables. 

 

Las proteínas encargadas de activar a STAT-1 son las Janus cinasas (Jak) 1 y 2. De tal 

modo que sería interesante analizar el estado de estas cinasas, ya que la deficiencia en 

alguna de ellas daría como resultado la falta de fosforilación de STAT-1. Esta posibilidad 

se sustenta en que se ha observado que la infección con L. major y L. mexicana reduce los 

niveles totales de Jak1 y Jak2 en los macrófagos con lo que disminuye su respuesta hacia el 

IFN-γ. (Bhardwaj, N. et al. 2005). Algo relacionado se ha observado también en otras 

infecciones, como es el caso de L. donovani, en donde encontró que esta infección induce la 

defosforilación de Jak1 y 2 mediante la activación de la tirosinfosfatasa  SHP1 de los 



macrófagos (Blanchette et al., 1999). Sin embargo, es necesario aclarar que en esas 

infecciones el parásito está dentro del macrófago, lo cual no sucede en nuestro modelo 

experimental. 

 

De modo que sería interesante observar si la infección con T. crassiceps induce algún 

mecanismo mediante el cual  ya sea Jak 1 ó 2 no se encuentren capacitadas para activar a 

STAT-1. Así que identificar una deficiencia en alguna de las cinasas, nos permitirá 

entender un poco más sobre la modulación ejercida por  los helmintos.  

 

Existen moléculas implicadas en la supresión de señalización de citocinas y que por su 

mecanismo de acción pudieran estar involucradas en la disminución de la fosforilación de 

STAT-1. Entre estas moléculas se encuentran  las proteínas de la familia SOCS (Suppresors 

of cytokine signaling), las cuales inhiben la vía Jak/STAT mediante un clásico mecanismo 

de retroalimentación negativa presentando especificidad por las citocinas y no  por las Jak o 

los STAT (Greenhalgh y Milton, 2001). La expresión de SOSC1 y SOCS3 en los 

macrófagos es inducida por varias citocinas y factores de crecimiento, así como por 

productos bacterianos como LPS, y mientras SOCS1 se ha propuesto como inhibidor de la 

actividad de las Janus cinasas médiente su unión a su sitio de activación (Yasukawa, H. et 

al. 1999), el mecanismo de acción de SOCS3 es mediante la unión al receptor de citocinas 

activado. En este contexto,  se ha demostrado que la infección con L. donovani induce la 

expresión de SOCS3 lo que reduce significativamente la fosforilación de STAT1. Lo más 

interesante es que la expresión de SOCS3 en la infección con L. donovani  fue 

independiente a la acción de las citocinas, es decir, que el parásito por sus propios 

mecanismos logró inducir la expresión de esta molécula supresora (Bertholet, S., et al. 

2003). De hecho, datos recientes indican que moléculas solubles o no derivadas de 

helmintos son capaces in Vitro de modular la respuesta no sólo de macrófagos sino también 

de células dendríticas. También se ha visto que durante el desarrollo de una infección las 

células se ven expuestas a diferentes antígenos los cuales influyen significativamente en sus 

funciones (Gómez-García, L. y Terrazas, L. I. 2007).  

 



También se encuentran las Tirosina fosfatasas, cuyo mecanismo de regulación de esta vía 

consiste en la defosforilación de los componentes activados. Además de SHP-1, que se ha 

visto involucrada en la defosforilación de  Jak1 y 2 por L. donovani existen otras fosfatasas 

que no se han identificado como inhibidores de la fosforilación ni de Jak ni STAT durante 

una infección pero que por su mecanismo de acción podrían estar implicadas, tal es el caso 

de SHP-2 que además de tener la capacidad de defosforilar Jak, puede defosforilar a STAT 

tanto a nivel nuclear (Wu, et al. 2002) como citoplasmático (Chen, et al 2003). 

Los  mecanismos propuestos se resumen en la siguiente figura: 
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Fig. 16. Posibles mecanismos que impiden la adecuada fosforilación de STAT1. La 
molécula SOCS1 inhibe las funciones de las Janus cinasas mediante su unión a las 
mismas, por su parte SOCS3 lo logra mediante su unión al receptor de citocinas 
activado. SHP-1 es una fosfatasa que se ha visto involucrada en la 
defosforilación de de Jak1 y 2 por L. donovani mientras que SHP-2 es otra 
fosfatasa que podría estar involucrada en la defosforilación de STAT1. 

 

Estudios más profundos en este modelo de cisticercosis y la inducción de aaMφs serán 

necesarios para dilucidar cual o cuales mecanismos están involucrados en la disminución de 

la fosforilación de STAT1. 



 

 

9. CONCLUSIONES 

 

 

 

1. Los macrófagos provenientes de infecciones crónicas con T. crassiceps 

sobreexpresan marcadores de activación alternativa tales como MMR, CD23, GR1 

y PD-L2. 

 

2. Los aaMφ expresan adecuadamente receptores a estímulos proinflamatorios tales 

como TLR2, TLR4 e IFN-γR. 

 
3.- La fosforilación de STAT1 en los aaMφ en respuesta al estímulo con IFN-γ es 

deficiente, encontrándose prácticamente nulificada después de 6 semanas post-infección 

con T. crassiceps.  Por lo que la falta de respuesta  de los aaMφ obtenidos de 

infecciones crónicas por T. crassiceps se debe a una falla en la fosforilación de la 

molécula STAT1-α. 

 



10. APENDICE: FUNDAMENTOS DE LAS TÉCNICAS UTILIZADAS 

 

ELISA. “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay" Ensayo inmunoabsorbente ligado a 

enzimas. Es una técnica para la detección de un antígeno inmovilizado sobre una fase sólida 

mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una reacción cuyo producto 

puede ser medido espectofotométricamente.  

 

Western Blot. Método para la detección de proteínas en una muestra de un tejido 

homogeneizado o extracto. Implementa gel electroforesis para separar proteínas 

desnaturalizadas. Las proteínas son transferidas desde el gel hacia la membrana 

(originalmente de nitrocelulosa), donde son examinadas utilizando anticuerpos específicos 

para la proteína los cuales vienen marcados con una enzima. 

 

RT-PCR. “Transcriptasa reversa-Reacción en cadena de la polimerasa”. Técnica cuyo 

objetivo es obtener un gran número de copias de un fragmento de ADN particular (obtenido 

de una muestra de ARN mediante reacción de transcriptasa inversa) partiendo de un 

mínimo. Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para 

replicar hebras de ADN, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas 

para separar las hebras de ADN recién formadas entre sí tras cada fase de replicación y, a 

continuación, dejar que vuelvan a unirse a polimerasas para que vuelvan a duplicarlas.  

 

Citometría de flujo. Técnica de análisis celular que implica medir las características de 

dispersión de luz y fluorescencia que poseen las células conforme se las hace pasar a través 

de un rayo de luz. Las células deben encontrarse individualmente en suspensión. Al 

atravesar el rayo de luz, las células interaccionan con éste causando dispersión. Basándose 

en la difracción de la luz en sentido frontal, se evalúa el tamaño de las células que pasan y 

al medir la reflexión de la luz de manera lateral se evalúa la granularidad. Además de la 

dispersión de la luz, si previamente a su análisis se coloca a las células en presencia de 

anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos se pueden evaluar que células 

poseen los antígenos complementarios a los anticuerpos usados.  
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