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RESUMEN TESIS 

 

mMGL (Mouse macrophage galactose- type C lectin) es una glicoproteína 

transmembranal tipo II, miembro de la familia de las lectinas, funcionalmente 

dependiente de calcio; muestra alta afinidad por glicoproteínas con terminales 

galactosa (Gal) y N-acetilgalactosamina (GalNac). mMGL se expresan en la 

superficie de macrófagos (M ø) y células dendríticas inmaduras (DCs) 10, 20, 28, 30, 36. 

 

Con el objetivo de conocer si la molécula mMGL participa en la resistencia o 

susceptibilidad, así como en la respuesta inmune ante la infección con Taenia 

crassiceps, se utilizaron ratones C57 B/L6 silvestres (mMGL +/+) y ratones 

deficientes en dicha molécula (mMGL -/-). Ambos grupos de ratones se infectaron 

con 25 o 15 metacéstodos de este parásito. Se evaluo la cinética de la respuesta 

inmune humoral y celular de los tiempos 0 a 8 semanas p.i. A los mismos tiempos se 

evaluó el crecimiento del parásito. 

 

Se observó susceptibilidad significativamente mayor en los ratones mMGL -/- en 

comparación con los ratones mMGL +/+. Esta mayor susceptibilidad se asoció una 

respuesta TH2 dominante en los ratones mMGL -/-, los cuales presentaron mayor 

producción de IL-4, IL-13, así como mayores niveles de IgE. En contraste el grupo 

de animales mMGL +/+ presentaron menores cargas parasitarias y mayor 

producción de IFN-γ. 

 

Por RT-PCR se analizó la expresión de genes asociados a la activación alternativa 

de Mø (YM-1, ARG-1, iNOS, FIZZ); en     Mø de la cavidad peritoneal de ambos 

grupos ratones y en los diferentes tiempos de infección,  se observó que a las 4 y 8 

semanas post-infección los Mø provenientes de ratones mMGL -/- mostraron 

transcriptos de estos genes antes que las células provenientes de ratones mMGL 

+/+. 

 

Por otro lado se observo que la producción de oxido nítrico (ON) fue mayor en los 

ratones mMGL +/+ lo que coincide con un menor número de parásitos en este grupo 

de ratones.  

 



 

Por citometría de flujo se analizó la expresión de las moléculas PDL-1 y PDL-2 en 

Mø de ambos grupos de ratones, los resultados mostraron  que en los Mø 

provenientes  de animales mMGL -/-  se sobre expresan PDL-1 y PDL-2 lo que   

sugiere un potencial papel supresor de éstos Mø.  Se observó también que IL4-R e 

INFγ-R están sobre expresadas en las células del grupo de ratones mMGL -/-. 

 

En conjunto, los datos obtenidos sugieren que  la molécula mMGL tiene un papel 

importante en el reconocimiento de antígenos parasitarios que pudieran participar en 

la respuesta inmune  para controlar la infección por Taenia crassiceps. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

mMGL (Mouse macrophage galactose C-type lectin)  is a type II transmembranal 

glycoprotein, member of the C-type lectin family, which depends  on cellular calcium 

concentration. Such lectin has high affinity for the Galactose and N-

acetilgalactosamine ending glycoproteins. Furthermore, this lectin is expressed on 

macrophages and Dendritic Cell (DC) surface. However a role for mMGL in 

helminthic infections has not been described. 

In order to know whether mMGL  coordinates immune response as well as resistance 

against Taenia crassiceps challenge, we infected i.p. mMGL deficient  (mMGL-/-)  

and wildtype mice (mMGL +/+) with 25 or 15 non-budding T. crassiceps 

metacestodes both with C57BL/6 genetic background. Parasite burden, cellular and 

humoral responses were measured during 8 weeks of infection. 

An increased susceptibility in mMGL-/- mice can be observed compared to mMGL 

+/+ mice.  Concomitantly, susceptibility was associated with higher levels of Th2 

cytokines (IL-4,IL-13) and IgE. In contrast, mMGL+/+ mice presented lower number 

of parasites and increased IFNγ production. 

Next, macrophage polarization genotype was evaluated in adherent peritoneal cells 

at 4 and 8 weeks after infection. RT-PCR assay was performed to test mRNA 

transcripts of classic and alternative macrophage markers. mMGL -/- infected mice 

showed higher expression of Relm-α and Ym-1 than their  mMGL+/+ counterparts. 

Thus, a clear alternative activation status in macrophages is observed only in mMGL 

-/- mice consistent with previously reported findings showing alternative 

macrophages only in susceptible hosts. 

According to above mentioned Nitric Oxide production was higher in LPS/IFNγ-

stimulated mMGL+/+ macrophages than mMGL-/- cells which was associated with 

lower parasite burden. 

Finally, flow cytometry analysis showed over expression of IL-4Rα, PDL1 and PDL2 

on macrophage surface in mMGL-/- group unrevealing alternative and suppressive 

phenotypes respectively. 

Altogether these data suggest an important role for mMGL lectin in parasite antigen 

recognition, which is most likely to turn on an inflammatory protective signal during T. 

crassiceps infection.  

 



 

ABREVIATURAS 
 
 
APCs  Células presentadoras de antígeno. 
 
Arg 1  Arginasa 1. 
 
CRD  Dominio de reconocimiento de carbohidratos. 
 
DCs     Células dendríticas. 
 
DNA  Ácido desoxi nucleico 
 
FACS   
i.p  Intraperitoneal. 
 
IFN- γ  Interferona ɣ 
 
IgE  Inmunoglobulina E. 
 
IgE  Inmunoglobulina E. 
 
IgG 1  Inmunoglobulina 1. 
 
IgG2a  Inmunoglobulina G 2a. 
 
 IgG4  Inmunoglobulina G 4 
 
 IL-10  Interleucina 10. 
 
IL-12  Interleucina 12. 
 
IL-13  Interleucina  13. 
 
IL-4  Interleucina  4 
 
IL-6  Interleucina 6 
 
iNOS  Enzima óxido nítrico sintasa inducible. 
 
LPS   lipopolisacáridos. 
 
MALDI  Análisis de espectrofotometría de masas. 
 
ml  Mililitro 
 
mMGL  macrophage galactose-Type C-type lectin. 
 
Mø  Macrófagos. 
 



 

MøaA  Macrófagos alternativamente activados. 
 
MøaC  Macrófagos activados clásicamente. 
 
mRNA  Ácido Ribonucleico mensajero 
 
ng  Nanogramo 
 
nm  Nanometro 
 
 ON  Óxido Nitrico 
 
p.i  Post-infección. 
 
PAMPs  Pathogen associated molecular patterns 
 
pb  Pares de bases. 
 
PGE2  Prostaglandina E2. 
 
PRR   pattern recognition receptors. 
 
TGF-β  Factor de necrosis tumoral β. 
 
TLRs  Receptores de células T. 
 
 TNF-α Factor de necrosis tumoral alfa. 
 
µg  Microgramo 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

INTRODUCCIÓN.  

 

El sistema inmune innato constituye la primera línea de defensa que impide la 

invasión y diseminación de los patógenos. Las células del sistema inmune innato 

reconocen un patrón molecular común y constante de la superficie de los 

microorganismos denominado patrón molecular asociado a patógenos  PAMPs 

(Pathogen associated molecular patterns)  a través de los receptores conocidos 

como receptores de reconocimiento  de patrones (PRR) (pattern recognition 

receptors). Los PRRs se expresan fundamentalmente en la superficie de las células 

que primero entran en contacto con el patógeno durante la infección y en las células 

presentadoras de antígeno (células dendríticas y monocitos/macrófagos). La 

respuesta inmune efectiva depende del reconocimiento de los patógenos por células 

presentadoras de antígeno como las células dendríticas y los macrófagos a través 

de  sus PRRs. Estos receptores inducen una vía de señalización específica que 

inicia la inducción de la respuesta inmune contra los patógenos. Los diferentes tipos 

de PRRs incluyen  a los receptores tipo Toll (TLRs),  las lectinas tipo C (CLRs), 

receptores de la familia NOD-Like (dominio de oligomerización para la unión a 

nucleótidos) y CARD (proteínas que contienen un dominio para la activación y el 

reclutamiento de las caspasas) helicasas. Los TLRs son PRRs que se unen a 

PAMPs presentes en los patógenos tales como lípidos, lipoproteínas, 

lipopolisacáridos (LPS), ácidos nucleicos o DNA bacterial, ácido lipoteico, 

secuencias de DNA CpG no metiladas, manosa y RNA bicatenario característico de 

virus, así como estructuras presentes en parásitos intracelulares tales como 

Trypanosoma cruzi y Toxoplasma gondii  10,  17, 24, 29, 53. 

 

Características de los receptores tipo lectinas C (CLRs). 

 

Los receptores lectina tipo C, son proteínas de unión a carbohidratos que están 

involucradas en una variedad de procesos inmunes tales como fagocitosis, 

presentación de antígenos, adhesión celular, y apoptosis. Los CLRs reconocen 

patrones de carbohidratos expresados por microorganismos invasores y tienen un 

importante papel en la inmunidad innata y adaptativa. La capacidad de los 

receptores lectina tipo C de detectar microorganismos depende de la densidad de 



 

los PAMPs presente en la superficie de los patógenos invasores, así como del grado 

de oligomerización del CLR 8, 10. 

 

Las lectinas tipo C son muy prominentes en el sistema inmune de mamíferos, 

algunos ejemplos incluyen las selectinas como mediadores de la inflamación a 

través de la unión de leucocitos (CD11α/CD18β) a selectina-E expresados en células 

epiteliales activadas. Adicionalmente, las CLRs en la superficie de células inmunes 

incluye CD23, receptor Fcε de baja afinidad a IgE, receptor de manosa (CD206), 

macrophage galactose-Type C-type lectin (mMGL), Dectina-1, L-SIGN y DC-SIGN 

(CD209). En particular DC-SIGN, que es una lectina tipo C, tiene un papel 

importante en la inducción de la respuesta inmune contra numerosos patógenos  

incluyendo micobacterias, hongos y virus 10, 18. 

 

Los CLRs se expresan en macrófagos y células dendríticas inmaduras (DCs) 

presentes en la mayoría de los tejidos; y están implicados con actividad tumoricida, 

fagocitosis y endocitosis; se considera que tienen un papel importante en el paso 

inicial de la captura de antígenos que contienen carbohidratos 20, 34. Se ha postulado 

que como parte de las funciones de las CLRs es su participación en la adhesión 

célula-célula,  el reconocimiento de antígeno y como molécula de señalización 

influyendo en el balance entre tolerancia e inmunidad 27, 35. 

 

 

                                                                      

 

Fig. 1. Ejemplos de lectinas. Tomado de referencia 55. 



 

Características de mMGL. 

 

mMGL (macrophage galactose-Type C-type lectin), estructuralmente, es una 

glicoproteína transmembranal de ~Mr 42 kDa; posee un dominio citoplásmico, un 

dominio transmembranal, un dominio de cuello y  un dominio de reconocimiento de 

carbohidratos (CRD) que es una estructura estabilizada por dos o tres puentes 

disulfuro; responsable de unir carbohidratos, y una secuencia QPD de Gln-Pro-Asp 

que facilita el reconocimiento de carbohidratos. Se caracterizan por conservar 115 a 

130 aminoácidos en su CRD, con múltiples sitios de unión a Ca2+.  Sin embargo, el 

perfil de reconocimiento de carbohidratos esta fuertemente influido por la 

oligomerización del receptor y el espacio de los carbohidratos con el ligando 18, 34, 35, 

41,51, 52, 54.  

 

Los CRD se unen a residuos de carbohidratos, en forma dependiente de Ca2+. Los 

iones Ca2+  están directamente involucrados en la unión con el ligando, así como en 

el mantenimiento estructural y la integridad del CRD que es necesario para la 

actividad de la lectina. Dependiendo de la secuencia de aminoácidos, los CRD son 

específicos para manosa y galactosa. Sin embargo, la interacción de estas 

estructuras de carbohidratos con las diferentes lectinas depende de la estructura de 

los carbohidratos y sus valencias 8. 

 

En humanos sólo se ha encontrado un gen para MGL (CD301), sin embargo en 

ratones existen dos copias del gen el  mMGL 1 y mMGL 2, (CD301a y CD301b). 

Ambas moléculas son proteínas transmembranales tipo 2 altamente homólogas en 

su secuencia de aminoácidos, idénticas en el 91.5%, particularmente en sus 

dominios de cuello y 86% en el CRD (Tabla 1). Por detección de mRNA de mMGL 2 

en células que expresan MGL1 se identificaron células doble positivas, en lámina 

propia de intestino delgado, dermis y nódulos linfáticos, sugiriendo que ambas 

pueden ser expresadas en la misma célula 35, 51. 

 

Ambos se expresan en la superficie de Mø y DCs. A pesar de la alta similitud entre 

la secuencia primaria de estas dos lectinas, ellas tienen afinidad por ligandos 

específicos. mMGL 1 tiene alta afinidad por trisacaridos Lewis X, mientras que 

mMGL 2 muestra alta afinidad por N-acetilgalactosamina 44. 



 

Las células que expresan MGL están ampliamente distribuidas en el tejido conectivo. 

A mMGL 1 se le atribuyen una variedad de funciones biológicas tales como 

reconocimiento y endocitosis de glucoproteínas con residuos Gal/GalNAc, también 

contribuye a la defensa contra células tumorales metastásicas y limpia a los 

embriones de células apoptóticas. MGL 2  tiene el mismo patrón de distribución que 

MGL 1 44, 55. 

 
 
                        89       111 

  
   MGL1  FEKGFKNWAPLQPDNWF GHGLGGGEDCAH ITTGGPWNDDVCQRHYHWIC 

    MGL2               FDKGRKNWRPLQPDNWHGHMLGGGEDCAHFSYDGRWNDDVCQRTFRWIC 

 
 

Comparación de la secuencia de aminoácidos entre MGL1 y MGL2. Los 
aminoácidos en color son los sitios de unión con los carbohidratos de T. crassiceps. 

 
 
 

 

 
 

 

 

Fig. 2.  Modelo de la unión de mMGL 1 y carbohidratos con estructura Lewis X. 

Tomado de referencia 44. 

 



 

Tabla 1. MGL ortólogos en humano, ratón y rata. 

 
 
 
 

Especie Otra nomenclatura Patrón de 
expresión 

Carbohidrato específico Localización 
cromosómica 

Humano ASGP-R (H1/H2) Hepatocitos Glicanos tri- o tetra-
antenarios con terminal 

gal/GalNAc 

17p13.2 

Humano MGL (CD 301 corto) 
DC-ASGPR ( CD 301 

largo) 

CDs inmaduras 
macrófagos 

CDs inmaduras 
macrófagos ? 

Terminal Gal/NAc 
Antígenos Tn, LDN) 

No determinado 

17p13.1 
17p13.1 

Ratón mMGL 1 CDs inmaduras 
Macrófagos 

Lewis X 
Terminal galactosa 
Terminal GalNAc 

11 B3 

Ratón mMGL 2 CDs inmaduras 
Macrófagos 

Terminal GalNAc 11 B3 

Rata  rMGL  (M – ASGP-BP) Macrófagos 
CDs ? 

Glicanos bi-antenarios 
com terminal 

Gal/GalNAc, Lewis X, 
Lewis A 

10q24 

 
 

   Tomada de referencia 55. 
 

 

Papel de los azúcares de la superficie de los patógenos y el huésped, 

interacciones y modulación de la respuesta inmune. 

 

Los azúcares en forma de monosacáridos, oligosacáridos, polisacáridos y 

glucoconjugados (glicoproteínas y glicolípidos) son componentes vitales de los 

microbios infectantes y las células del huésped, se involucran en la señalización 

celular y se asocian con la modulación de la inflamación en todos los tejidos.  Ellos 

tienen un papel importante en la adherencia, colonización y formación de 

biopelículas  de los microbios. La abundancia de varios tipos de carbohidratos en la 

superficie de las células animales es una razón por la que éstos son involucrados en 

la adherencia a los receptores de azucares en forma específica para iniciar el 

proceso de la infección y colonización del hospedero 23,   

 

Por ejemplo, se sabe que los componentes de la superficie de la pared celular de los 

hongos median la adherencia de éste a las células del huésped. Los polisacáridos 

de la pared celular pueden activar la cascada del complemento y provocar una 



 

reacción inflamatoria; son escasamente degradados por el huésped y se pueden 

detectar con colorantes especiales. Las paredes celulares liberan antígenos inmuno-

dominantes que pueden inducir respuesta inmunitaria celular y anticuerpos 

diagnósticos 6. 

 

Las bacterias utilizan a los polisacáridos extracelulares como un mecanismo 

protector que, por ejemplo, pueden brindar protección contra los posibles agentes 

mortales como los antibióticos o los iones de metales pesados. Las grandes 

cantidades de polisacáridos producidos por un gran número de células dentro de 

una colonia pueden permitir a las células del interior resistir la exposición, a una 

concentración tal de un agente mortal capaz de matar a células aisladas 6. 

 

Estudios en una serie de protozoarios indican que las respuestas inmunes a estos 

parásitos en los animales infectados y los seres humanos se dirigen a los factores 

determinantes de glúcidos en la superficie celular y glicoconjugados secretadas  que 

son importantes en las interacciones huésped-parásito 6. 

          

Los parásitos helmintos como Schistosoma mansoni y Taenia crassiceps expresan 

carbohidratos Lewis X y sus derivados, los cuales parecen modular la respuesta 

inmune del huésped hacia una dirección TH2; por lo tanto establecen una infección 

crónica con crecimiento exponencial del parásito. Por otro lado, se ha demostrado 

que la presencia de carbohidratos intactos en antígenos de T. crassiceps induce 

activación alternativa de los macrófagos (MøaA).  14, 17, 22, 26.     

 

 

Respuestas inmunitarias mediadas por los linfocitos TH2. 

 

La principal función efectora de los linfocitos TH2 es favorecer las reacciones 

inmunitarias mediadas por IgE y eosinófilos/mastocitos, que se han asociado a 

protección en infecciones por helmintos, el aumento del número de mastocitos y 

eosinófilos, así como las altas concentraciones de IgE e IgG 4 son característicos de 

los individuos infectados por helmintos 1, 2. Los linfocitos TH2 secretan IL-4, IL-5 IL-

13. La IL-4 y la IL-13 estimulan la síntesis de anticuerpos IgE específicos contra el 

helminto  1, 4. 



 

Por el contrario, la IL-5, puede activar directamente los eosinófilos próximos a los 

helmintos. Los eosinófilos activados liberan el contenido de sus gránulos, incluyendo 

la proteína principal básica y la proteína principal catiónica, que son capaces de 

destruir  tegumentos de los helmintos 1, 5. 

 

 

 

 

 

 

Fig.   3.    Funciones efectoras de los TH2. Tomado de 1.  

 

 

En la helmintiasis intestinal, se ha demostrado que la expulsión del gusano parásito 

está controlada por citocinas del grupo TH2 que induce una mastocitosis en la 

mucosa, eosinofilia intestinal y concentraciones elevadas de IgE en suero. De aquí 

que los helmintos tienen una fuerte asociación  con las reacciones de 

hipersensibilidad, atestiguada con los altos valores de IgE encontrados en la 

mayoría de las helmintiasis 4.   
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Respuestas inmunitarias mediadas por los linfocitos TH1. 

 

La principal función de los linfocitos TH1 es la defensa mediada por los citocinas 

contra las infecciones, especialmente por microorganismos intracelulares. El IFN-γ, 

IL-12 y TNF-α sintetizados por las células TH1 estimula las actividades microbicidas 

de los macrófagos favoreciendo de esta forma la destrucción intracelular de los 

microorganismos fagocitados. El IFN-γ también estimula la síntesis de anticuerpos 

IgG opsonizadores y fijadores del complemento, que favorecen la fagocitosis de los 

microorganismos 1, 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.  Funciones efectoras de los linfocitos TH 1. 
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Mecanismos de regulación de la respuesta inmune por helmintos. 

 

Actualmente es bien conocido que los helmintos parásitos son capaces de modular 

la respuesta inmune del huésped, mayormente hacia un perfil TH2. Esta 

inmunomodulación puede manifestarse como un cambio en el equilibrio entre la 

respuesta de tipo TH1 y TH2 inducida por el parásito, según el microambiente, con 

efectos benéficos o perjudiciales para el huésped. Aunque los mecanismos 

implicados en este fenómeno aún no están claramente definidos, se ha propuesto 

que las células presentadoras de antígeno (APCs), como las DCs y macrófagos 

(Mø) podrían desempeñar un papel importante en este proceso ya que son las 

encargadas de activar y polarizar a las células T  13, 48, 50. 

 

Se ha propuesto  que el mecanismo de regulación de la respuesta inmune por helmintos 

(Fig. 3  A), inicia con la entrada del helminto que lleva a activación de células dendríticas 

en tejidos periféricos. Se sabe que se activan células T vírgenes a TH2. También es 

posible que una reacción cruzada estimulada por los antígenos del helminto pueda 

estimular la participación de células T reguladoras naturales. La pronta participación de 

las células T reguladoras se piensa impide la respuesta TH2 25.  

 

En la Fig. 5. B) Se encuentra  el mecanismo propuesto  de regulación de la 

respuesta inmune en infección crónica por helmintos, se propone que el incremento 

de los niveles de antígeno parasitario transmite una fuerte regulación sobre las 

células TReg. En estado crónico de infección se sabe que los macrófagos adquieren 

un fenotipo de alternativamente activados (MøaA) que puede suprimir la proliferación 

de células T y promover el desarrollo de células de tipo TH2. La interacción de 

células dendríticas y macrófagos recientemente diferenciados con células T en 

infecciones crónicas por helmintos son menos claras, pero las armas efectoras del 

sistema inmune permanecen con un estado modificado, por ejemplo, disminución en 

la producción de IL-5, y altos niveles de IL-10 (producidos por células TReg 

adaptativas) la cual cambia la respuesta de las células B hacia la producción de 

IgG4 y no hacia IgE. También induce la producción de TGF-β que modula la anergia 

celular 25. 



 

 

A).  Mecanismo propuesto de regulación de la respuesta inmune en infección aguda 

por helmintos. 

 

 

B). Mecanismo propuesto de regulación de la respuesta inmune en   infección 

crónica por helmintos. Fig.  5  Tomado de referencia 25. 

TH0 

Natural o 
adaptativa 

TReg. 

TH2 

B2  
IL-4 

IL-5 

Eosinófilo. 
IgE 

Célula 
dendrítica 

Infección 
aguda. 

Adaptativa 
TREG. 

B2 

TH2 modificada. 

IL-5 

IL-10 

Supresión del medio 
ambiente regulador. 

Conversión ? 

IgG4 

MФaA 

Infección 
crónica. 



 

Taenia crassiceps y respuesta inmune. 

 

Taenia crassiceps es un cestodo que naturalmente afecta a los roedores y sus 

hospederos finales son los caninos. Sin embargo, se ha reportado que humanos 

inmuno comprometidos pueden desarrollar la infección por este céstodo. El estado 

metacéstodo de T. crassiceps tiene la ventaja de reproducirse en forma asexual. 

Este fenómeno biológico permite la inducción de infecciones en ratones de 

laboratorio al inocular el parásito intraperitonealmente  y después de varias 

semanas, cientos de parásitos macroscópicos pueden encontrarse en la cavidad 

peritoneal 33. En la Fig. 4 se muestra el ciclo de vida de Taenia crassiceps, con 

flecha roja se marca la infección como modelo experimental 16. 

 

La cisticercosis experimental causada por T. crassiceps  induce una fuerte respuesta 

de tipo TH2 e inhibe la capacidad de proliferación de las células de bazo en 

respuesta a un estímulo antígeno específico y/o policlonales. Los mecanismos 

involucrados en este proceso aún no son claramente conocidos 16. 

 

Por análisis de espectrofotometría de masas MALDI,  se identificó la estructura 

terminal de los carbohidratos de Taenia crassiceps que consisten en Fuc-α- (1- 3)-

GlcNAc y Gal – β (1 – 4)-GlcNAc residuos como componentes dominantes los 

cuales pueden ser reconocidos  por mMGL. El alto contenido de estos azucares en 

la membrana de Taenia crassiceps influye en el desarrollo de una fuerte respuesta 

de tipo TH2 7, 10.  

 

Típicamente, la respuesta TH2 involucra producción de las citocinas interleucina-4 

(IL-4), IL-5, e IL-13, así como inmunoglobulina E (IgE) y la expansión y movilización 

de células efectoras como mastocitos, eosinófilos y basófilos 25. 
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Fig. 6. Ciclo del vida de Taenia crassiceps.  

 

En el modelo de cisticercosis experimental murina en la cavidad peritoneal causado 

por Taenia crassiceps se han identificado factores genéticos, sexuales e 

inmunológicos asociados a la susceptibilidad en esta parasitosis. Por ejemplo, estas 

infecciones se caracterizan por la polarización de la respuesta inmune de un perfil 

TH1 inicial hacia un perfil TH2, con progresión de la infección; y un incremento 

notable en el número de parásitos 16, 36, 46.  

 

Aunque los mecanismos involucrados en este fenómeno  no están claramente 

definidos, las células presentadoras de antígeno tienen un papel importante en este 

proceso, nuestro grupo analizó la respuesta de  macrófagos provenientes de ratones 

con infección aguda, y observaron que éstas células producen niveles altos de IL-12 

y Oxido Nítrico (NO), paralelamente con niveles bajos de IL-6 y prostaglandina E2 

(PGE2) y con la habilidad de inducir la proliferación de células antígeno-específicas 

CD4+ en respuesta a antígenos no relacionados. En contraste, los macrófagos que 

provenían  de ratones con infecciones crónicas produjeron  niveles superiores de IL-

6 y PGE2 y mostraron una  supresión en la producción de IL-12 y ON, asociados con 

una pobre habilidad para inducir la proliferación de células CD4+ antígeno 

específicas 36. 

 



 

Como y porque los helmintos inducen una respuesta inmune tipo TH2 no esta 

completamente claro, pero se propone la participación de varios factores, tanto del 

parásito como del huésped; por ejemplo: se ha propuesto que los carbohidratos con 

estructuras tipo Lewis X  [D-GlcNAc β (1-3),  D-Gal β (1 – 4), D-Glc, L-Fuc α- 1] que 

expresa T. crassiceps  son detectados en particular por las CLRs de las APCs  y ello 

favorece la polarización de la respuesta inmune hacia un perfil TH2 8, 10, 13, 36, 46. 

 

Lo mencionado anteriormente fue  corroborado en un estudio del mismo grupo 16 

donde se observó  que los antígenos de T. crassiceps son ricos en carbohidratos, 

los cuales al ser inyectados en ratones sanos favorecen la respuesta inmune con un 

perfil TH2, ya que la inyección de antígenos solubles de éste parásito condujo a una 

alta producción de IgE total e IgG1 en los ratones, mientras que se produjeron bajos 

niveles de IgG2a 16. 

 

Los carbohidratos de los antígenos de T. crassiceps también tienen un papel crítico 

en la inducción o expresión de genes de macrófagos alternativamente activados; 

varios de estos genes de activación alternativa ya están bien identificados, como 

arginasa 1 (arg 1), una enzima hepática que metaboliza ornitina y urea a partir de 

arginina. 16. 

 

También se sabe que la vía de señalización STAT-6  tiene un papel importante para 

el desarrollo de respuesta inmune TH2, ya que ésta media la señalización de IL-4/IL-

13. Por ejemplo, ratones STAT6 -/- no montan respuesta inmune TH2 significativa y 

controlan  las cargas parasitarias después de la infección con T. crassiceps. 

Rodríguez-Sosa et al,  encontraron que ratones STAT6 +/+ tuvieron un incremento 

progresivo en el número de parásitos de su cavidad peritoneal conforme avanzaba el 

tiempo de infección, mientras que el grupo de ratones STAT6 -/- controló con éxito la 

infección en la semana 12 y sus células de bazo produjeron mayores niveles de IFN-

γ que aquellas provenientes de ratones STAT6 +/+. En contraste, conforme la 

infección progresaba, las células de bazo provenientes de ratones STAT6 +/+ que se 

estimularon in vitro con Ag. de Taenia crassiceps  produjeron niveles 

significativamente mayores de IL-4 e IL-13 que los ratones STAT6 -/-, que 

produjeron niveles bajos de estas citocinas. Estos resultados demostraron que la vía 



 

de señalización STAT6 está involucrada en la patogénesis de la infección con 

Taenia crassiceps 41. 

 

En esta investigación se comprobó que  ratones resistentes a la infección montaron 

una fuerte respuesta TH1 con niveles altos de IgG2a, IFN-γ e IL-17, e incrementos de 

la transcripción de TNF-α y oxido nítrico sintasa. Mientras que ratones hembra del 

mismo fondo genético, STAT6 -/-  que recibieron L- NAME (nitro-D-arginina metil 

ester, un inhibidor de iNOS) montaron una respuesta inmune similar pero con baja 

transcripción de iNOS, por lo tanto con bajos niveles de oxido nítrico, éstos animales 

presentaron una carga parasitaria significativamente  mayor.  Lo que sugirió que los 

Mø clasicamente activados (MøaC) y la producción de ON son mecanismos 

efectores que contribuyen a que el huésped sea resistente a la infección con Taenia 

crassiceps 41.   

 

Por otro lado, otro factor de transcripción como  STAT4, que es una proteína de 89 

kDa,  que está implicado fundamentalmente en la vía de señalización de IL-12. A su 

vez, STAT4 es crucial para la producción de interferon – γ. Con el propósito de 

confirmar sus hallazgos previos, este mismo grupo de investigadores estudió el 

papel de ésta molécula en la cisticercosis experimental. Encontraron que los ratones 

STAT4 +/+ con un fondo genético C57BL/6 resolvieron rápidamente la infección, 

mientras que un grupo de ratones STAT4 -/- fueron muy susceptibles a la 

cisticercosis y mostraron grandes cargas parasitarias. Por otra parte, la incapacidad 

de los ratones STAT4 -/- de controlar la infección se asoció  con la inducción de una 

respuesta antígeno-específica de tipo  TH2, caracterizado por niveles 

significativamente altos de inmunoglobulina G1 (IgG1) e IgE total, así como IL-4, IL-

10 e IL-13; mientras que los ratones STAT4+/+ produjeron significativamente más 

interferón-γ. Por otra parte, poco después de la infección, los macrófagos 

provenientes de ratones STAT4 -/- produjeron niveles más bajos de citocinas pro 

inflamatorias como IL-12, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), IL-1β, y ON que 

aquellos provenientes de ratones STAT4+/+, lo que apoyó la hipótesis del  papel 

fundamental de los Mø en la mediación de la protección contra la cisticercosis 

experimental. En conjunto éstos resultados demostraron que la vía de señalización 

STAT4 tiene un papel fundamental en el desarrollo de la respuesta inmune tipo TH1, 



 

que es esencial para mediar la protección contra la fase larvaria de Taenia 

crassiceps 1, 42. 

 

El fondo genético del huésped también influye en como se desarrollan las 

enfermedades infecciosas. Por ejemplo, en infección por Leishmania major, los 

ratones C57BL/6 montan una fuerte respuesta TH1 y resuelven  la infección. En 

contraste, ratones BALB/c montan una respuesta inmune de tipo TH2 y desarrollan 

lesiones crónicas. En otras infecciones por protozoarios, por ejemplo Toxoplasma 

gondii, los ratones de la cepa C57BL/6 sucumben ante la infección a pesar de 

presentar una respuesta inmune de tipo TH1, mientras que los  ratones BALB/c 

mostraron  resistencia y sobreviven  por un largo periodo de tiempo 38.     

 

En infecciones por helmintos, el fondo genético del huésped  también tiene un papel 

importante en el desarrollo de la infección. Por ejemplo en cisticercosis experimental 

causada por Taenia crassiceps la respuesta inmune en ratones BALB/c inicialmente 

es de tipo TH1 pero después de 3 o 4 semanas se polariza hacia una respuesta 

inmune de tipo TH2 38.  La resistencia a este parásito se ha asociado con una 

temprana respuesta tipo TH1, así como con el fondo genético (Sciutto 1991- 1995, 

Terrazas 1998). Estos ratones BALB/c (MHC haplotipo H2d) son susceptibles a la 

infección, mientras que los C57BL/6 (MHC haplotipo H2b) son relativamente 

resistentes a la infección con T. crassiceps. Por lo que el mecanismo inmunológico 

asociado con las diferencias en la susceptibilidad a T. crassiceps no esta claramente 

definido 38. En nuestro grupo de trabajo se analizó la expresión de diferentes genes 

de activación alternativa en macrófagos de ratones BALB/c y C57BL/6 infectados 

con Taenia crassiceps  a las semanas 2, 4 y 8 post-infección. A la semana 2 post-

infección los macrófagos provenientes de ratones BALB/c tuvieron una regulación a 

la alta de genes codificadores de proteínas que son asociadas con activación 

alternativa, tales como Arg-1, RELM-α, Ym-1 y TREM-2. Así como una débil 

expresión de iNOS. Sin embargo, conforme progreso la infección se observaron 

cambios en estos marcadores, mientras que el gen de Ym-1 disminuyo para la 

semana 8 post-infección, y la expresión de Arg-1 se mantuvo sin cambios en las 

semanas 4 y 8; la transcripción de RELM-α y TREM-2 fue mayor para la semana 8 

post-infección en macrófagos de ratones BALB/c infectados con Taenia crassiceps, 

en contraste, la transcripción de iNOS que fue inhibida. En el grupo de animales 



 

C57BL/6 la expresión de Arg-1 y TREM-2 fue débil en tiempos tempranos post-

infección,, así como incremento en la transcripción de iNOS. La expresión de iNOS 

fue sostenida hasta la semana 4,  y la expresión de Arg-1, TREM-2 y RELM-α fueron 

reguladas a la baja conforme progreso la infección en esta cepa de ratones. 

Adicionalmente, los macrófagos aislados  de ratones C57BL/6 expresaron niveles 

similares de mRNA para citocinas pro-inflamatorias como TNF-α y MIF a lo largo de 

toda la infección comparados con los macrófagos provenientes de ratones BALB/c, 

sin embargo, los genes transcriptores para IFN-γ estuvieron elevados en la semana 

8 post-infección, en los ratone C57BL/6. El hecho de que para semana 8 post-

infección, los macrófagos provenientes de ratones C57BL/6 expresaron un claro 

perfil pro-inflamatorio, mientras que los macrófagos de ratones BALB/c expresaron 

transcripción mixta de activación alternativa y marcadores proinflamatorios. 

(Terrazas et. Al 2009) 38.   

 

Macrófagos (Mø) 

 

Los Mø  son una de las poblaciones más ampliamente distribuidas del sistema 

inmune, presentes en todos los tejidos del cuerpo, son efectores en la inmunidad 

innata y están involucrados en el inicio y regulación de la respuesta adquirida; están 

implicados en diversos procesos patogénicos. Tienen funciones homeostáticas que 

incluyen reparación, modelación y angiogénesis de los tejidos; proveen protección al 

poner en marcha mecanismos inmunes innatos e iniciar el desarrollo de respuestas 

inmunes específicas a través de fagocitosis, reconocimiento y presentación de 

antígenos, la expresión de moléculas coestimulatorias y la producción de citocinas 15, 

32. 

 

 Los MФ tienen un papel central en la respuesta a las infecciones. La generación de 

metabolitos como los metabolitos de oxígeno y nitrógeno, permite atribuirle a estas 

células una potente actividad microbicida. Concomitantemente, es necesario que se 

disparen mecanismos de control que les permitan evitar la excesiva activación del 

sistema inmune cada vez que el organismo enfrente a un antígeno extraño 39, 46.  

 

En la respuesta inmune se atribuye a los Mø las siguientes funciones. Primero son 

detectores de patógenos a través de los PRRs tales como los receptores tipo Toll y 



 

las lectinas tipo C;  son células presentadoras de antígeno en el inicio de la 

respuesta inmune del huésped; participan como células efectoras directamente en la 

muerte del patógeno, como cuarta función participan como células reguladoras y 

supresoras en infecciones parasitarias y tumores del huésped 39.  

 

Los Mø pueden estar involucrados en respuestas pro y antiinflamatorias, en 

destrucción de tejidos, así como en actividades de restauración. Hay evidencias que 

sugieren que los macrófagos activados en ambiente TH2 tienen como función 

primaria la reparación de tejidos. Esta hipótesis fue bien aceptada ya que se conoce 

a la prolina, producida por macrófagos alternativamente activados (MøaA) como un 

importante precursor de colágena y poliaminas que están involucradas en la 

proliferación celular 26. 

 

Macrófago activado. Describe cambios intrínsecos en la resistencia y capacidades 

fagocíticas y digestivas 14. Señales encontrados por los Mø durante su desarrollo y 

migración determinan sus propiedades funcionales en sitios de inflamación e 

infección. Las características de los macrófagos activados incluyen cambios en la 

membrana plasmática como cambios en el contenido de colesterol, de 

fosfodiesterasa alcalina 1 y disminución de la 5´-nucleotidasa; con incremento de 

adherirse a objetos de vidrio y plástico, en la fagocitosis y en la pinocitosis, y, por 

ende, en el número de fagolisosomas y vesículas endocíticas. Tienen la capacidad 

de reconocer y destruir células singénicas neoplásicas. Además, en respuesta a la 

inflamación o a la infección microbiana in vivo, o a linfocinas in Vitro, secretan altas 

cantidades de proteinasas neutras, que incluyen el activador de plasminógeno, 

elastasa y colagenasa, presentan un incremento en las actividades de las hidrolasas 

ácidas y un alto consumo de oxígeno durante la fagocitosis 15, 1.   

 

♦ Activación clásica del macrófago (M1; MøaC). Este tipo de 

activación es Inducida por exposición a IFN γ,  TNF-α o  inductores de este tales 

como ligandos de los receptores tipo Toll (TLR), LPS, peptidoglicanos y señales 

endógenas (de HSP de 60 y 70 kDa) 46. 

 

♦ Los MфaC tienen la capacidad de detonar mecanismos efectores: 

muerte de parásitos intracelulares, lisis de células tumorales, producción y secreción 



 

de IL-1β, IL-6, IL-12, IL-18, TNFα, CCL3, CXL9, CXCL10, generación de oxido 

nítrico, cambios fagolisosomales y aumento en la expresión de MHC-II, CD86 y de la 

presentación antigénica asociada con células TH1 3, 14.  Una de las características 

principales de estas células es la inducción de la enzima óxido nítrico sintesa 

inducible (iNOS) que actúa sobre la L-arginina produciendo óxido nítrico (ON) y 

citrulina.  La iNOS es inducida en macrófagos a través de citocinas inflamatorias 

como TNF-α, IFN-γ e IL-12 15, 26, 30, 46. 

 

 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 7 Metabolismo de L-arginina en Macrófagos. LNMMA: N-G-metil-arginina, 

DFMO: di-fluor-metil ornitina, ODC: ornitina descarboxilasa, NOHA: NG-hidroxi- L-

arginina.  

 

La arginina puede ser metabolizada por dos vías diferentes. Por un lado, es oxidada 

por la enzima iNOS, inducida por citocinas pro-inflamatorias, para generar óxido 

nítrico (ON) y citrulina. Durante este proceso se genera un compuesto intermediario  

NG-hidroxi-L-arginina (NOHA) , que es un potente inhibidor de la arginasa. Por otra 

parte, L-arginina puede también ser hidrolizada a urea y ornitina a través de la 

acción de la enzima arginasa. Existen dos isoformas de esta enzima en células de 

mamíferos; arginasa I, citosólica inducida por citocinas TH2 en Mø, mientras que 

arginasa II es mitocondrial y se expresa de manera constitutiva.  Luego, por la 

acción de ornitina descarboxilasa (ODC), la ornitina es transformada a poliaminas 
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(putrescina, espermidina y espermita). Estas últimas son aminas de bajo peso 

molecular, cuya función está relacionada a la proliferación y división celular. Por otra 

parte la prolina producida a partir de la ornitina es un componente clave para la 

síntesis de colágena 30,  46.  

 

Criterios funcionales y bioquímicos de los MøaC. Estas células muestran un 

incremento en la expresión de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad 

clase II (MHC II) y de moléculas co-estimulatorias, tienen mayor capacidad para 

presentar antígenos y para eliminar patógenos intracelulares. Presentan incremento 

en la producción de especies tóxicas del oxígeno. En este contexto, el ON actúa 

como una molécula efectora citotóxica del sistema inmune 46. 

 

♦ Activación alternativa del macrófago (M2; MøaA). Se propuso como 

nombre genérico para formas alternativas de activación que, además, comparten 

propiedades funcionales generalmente involucradas en respuestas tipo Th2, como 

inmunoregulación y remodelación de tejidos. Los MoaA son inducidos  por IL-4 e IL-

13; por la exposición a complejos inmunes y agonistas de los TLRs. IL-10 y 

glucocorticoides, algunos autores consideran que TGF-β es activador alternativo de 

este fenotipo. Además, los MфaA en condiciones normales (individuos sanos), han 

sido identificados en tejidos en los cuales es necesario evitar la inflamación, como 

pulmón y placenta 3, 39. 

 

♦ Los macrófagos M2 tienen propiedades anti-inflamatorias, inhiben la 

producción de IFN-γ, antagonizan las respuestas a ésta incluida la activación de M1 

y son inducidos por IL-4 e IL-13, participan en alergias y se reclutan  ante 

infecciones por parásitos 15, 26. 

 

En respuesta a la inducción de la enzima arginasa, éstos Mø producen urea y 

ornitina y luego poliaminas y prolina  (Fig. 5). Estos Mø  exhiben una gran capacidad 

de endocitosis  y fagocitosis. La actividad supresora de estos Mø alcanza a células T 

activadas por mitógenos, las cuales muestran una respuesta proliferativa y 

secretoria significativamente disminuida en presencia de MøaA. Las citocinas 

características producidas por estos MøaA son la IL-10, el receptor antagonista del 

IL-1 (IL-1RA) y TGF-β 30, 46.   



 

En Mø tratados con IL- 4, frecuentemente incrementan la expresión de genes que 

codifican para la citocina secretoria Ym1 y para arginasa. Los MøaA producen altos 

niveles de fibronectina y proteínas asociadas a la matriz extracelular, la formación de 

colágena y la reparación de tejidos (Fig.  5). Además, la producción de citocinas 

antiinflamatorias   podría frenar el proceso inflamatorio inducido por los MøaC 30, 46. 

 

 

Papel de los MøaA en la infección por helmintos. 

 

Céstodos. 

 

Taenia crassiceps. 

 

Al inicio de la infección intraperitoneal (i.p) con Taenia crassiceps el huésped 

presenta una rápida pero transitoria respuesta inmune TH1, la cual cambia a un tipo 

de respuesta TH2, seguida de una respuesta mixta TH/TH2. Conforme esto sucede 

los Mø reclutados en la cavidad peritoneal cambian con el progreso de la infección 

ya que durante la infección aguda producen niveles altos de IL-12  y ON, 

paralelamente presentan niveles bajos de IL-6 y tienen la habilidad de inducir 

proliferación de células T CD4+ antígeno específicas. En contraste, los Mø, durante 

la infección crónica producen patrones diferentes de citocinas y quimiocinas, 

asociadas con una pobre habilidad de inducir proliferación de células T CD4+ 

antígeno específicas 39. 

 

Los Mø reclutados de la cavidad peritoneal durante la infección con Taenia 

crassiceps  presentaron aumento en la expresión de genes de MR, lectinas tipo C 

(mMGL 1 y mMGL 2), Arg-1, Fizz1, Ym1 y TREM-2 confirmando que estos Mø son 

alternativamente activados 39. Posteriormente se demostró que estos macrófagos 

tienen actividad supresora sobre linfocitos T activados, la cual fu contacto-

dependiente y las moléculas involucradas fueron PD-L1 y PD-L2 45. 

 

 

 

 



 

Echinococcus multilocularis. 

 

Al igual que en el modelo de T. crassiceps se presenta una respuesta transitoria de 

tipo TH1, pero progresa a un tipo de respuesta TH2. Los Mø parecen desempeñar un 

papel en la interface huésped- parásito. Los parásitos aislados de la cavidad 

peritoneal a las 6 semanas p.i tuvieron una reducción significativa en la respuesta de 

células T aún con antígenos no relacionados (péptidos OVA), en comparación con 

Mø de la cavidad peritoneal de ratones no tratados previamente. Estos Mø inducidos 

por E. multilocularis suprimen la proliferación de linfocitos en forma contacto 

dependiente, cuando son estimulados con Con-A, aunque los datos anteriores 

sugieren que factores solubles (NO) participaron en la baja respuesta proliferativa 

durante la infección con echinococcosis 39.  

 

Hymenolepis diminuta. 

 

En ratones infectados con H. diminuta se producen IL-10, TGF-β e IL-4. Por RT-PCR 

se detectaron marcadores de membrana celular en Mø en el día 8 post-infección 

para establecer si los Mø de intestino de ratones infectados con H. diminuta eran del 

grupo de  MøaA. Aunque la actividad de regulación no ha sido probada, los autores 

correlacionaron la aparición de MøaA con el momento de la expulsión del gusano; lo 

que sugiere que los MøaA podrían participar en la protección contra la infección por 

este cestodo 39 

 

Cabe hacer notar que los MøaA han sido identificados en forma consistente durante 

las infecciones con las tres clases de helmintos parásitos. En conjunto, estos datos 

apoyan la idea de que la inducción de  MøaA es una característica común en la 

infección por helmintos 39. 

 

Nemátodos. 

 

Brugia malayi. 

 

En el modelo de infección con B. malayi  se induce un alto número de Mø F4/80+ 

junto con una respuesta TH2 a lo largo de la infección. Cuando los Mø peritoneales 



 

aislados por adhesión fueron co-cultivados con antígeno específico se observó una 

inhibición de la respuesta proliferativa. Estos Mø mostraron alta actividad de Arg-1 

en lugar de actividad de iNOS. Otros estudios realizados por el mismo grupo de 

investigadores mostró una regulación a la alta de estos Mø, con expresión de otros 

dos genes como Fizz 1 y Ym1 y fueron considerados desde entonces  como 

marcadores para MøaA en varias infecciones por nemátodos. Del mismo modo el 

incremento en la producción de IL-10 y TGF-β se asoció con MøaA. Se determinó 

que esta actividad inhibitoria y la expresión de genes eran IL-4 dependientes, dado 

que los ratones que carecen de IL-4 fueron incapaces de producir MøaA, mientras 

que los ratones IL-10 -/- presentaron ambos,. En este tipo específico de infección los 

MøaA fueron nombrados NeMø, éstos tienen habilidad de suprimir la proliferación de 

células T ya que se encontró que la respuesta es contacto dependiente y 

parcialmente dependiente de TGF-β. Sin embargo, las moléculas involucradas en el 

contacto células-célula no fueron definidos. No obstante se considera que estos 

NeMø inducidos por B. malayi  tienen un papel anti-inflamatorio en el sitio de 

infección 39. 

 

Litomosoides sigmodontis. 

 

Se conoce que la infección por L. sigmodontis induce MøaA F4/80+ (NeMø) donde 

Fizz1 y Ym1 son regulados a la alta en los sitios de migración del parásito. De forma 

similar que en la infección por B. malayi  la actividad supresora es macrófago-

dependiente y presentaron el patrón similar de expresión de Arg-1, Fizz1 y Ym1..  La 

actividad supresora de NeMø inducidos por L. sigmodontis fue contacto dependiente 

y se asoció mínimamente con TGF-β. En contraste, el bloqueo del receptor de IL-10 

y CTLA-4 no tuvo ningún efecto en la actividad supresora de NeMø. Los NeMø se 

encuentran con frecuencia cerca del parásito, también aparecen diseminados en el 

nodo linfático (LN) solo cuando la filaremia aparece en la cavidad pleural. No se 

conoce otro papel funcional de los MøaA en la filariasis, pero es evidente que 

poseen actividad supresora 39. 

 

 

 



 

Nippostrongylus brasiliensis. 

 

La infección es inducida subcutáneamente y el parásito maduro migra hacia los 

pulmones donde N. brasiliensis induce una fuerte respuesta TH2 en pulmones y 

nódulos linfáticos asociados a ellos. Además los altos niveles de IL-4 e IL-13, se 

encontró que otros genes fueron altamente expresados en pulmones de ratones 

infectados, como Fizz1 y Ym1, sugiriendo la presencia de MøaA. Este conjunto de 

marcadores de MøaA recientemente se asoció con la expresión de IL-21R durante la 

infección con N. brasiliens; se demostró que este receptor aumenta la actividad de 

los MøaA principalmente por incremento en la expresión de IL-4Rα e IL-13Rα. 

Además, la fibrosis pulmonar causada por la infección por N. brasiliensis se asoció 

con la presencia de MøaA, dado que los ratones que carecen IL-21R indujeron 

menos MøaA y por lo tanto la fibrosis pulmonar se redujo. Por lo tanto, una fuerte 

respuesta Th2, junto con la presencia de MøaA está asociada con la patología  

observada en los pulmones de N. brasiliensis de ratones infectados. En contraste, 

otras observaciones recientes indican que los MøaA expresanArg-1, Ym1, Fizz1 y  

RM, pueden ser inducidos en los pulmones en la ausencia de células T CD4 en 

respuesta a la infección N. brasiliensis. En este estudio se detectaron in situ 

(pulmones) MøaA GSL-I+ a los 4 días post-infección (pi) en ratones con 

inmunodeficiencia combinada severa (SCID) o  silvestres. Sin embargo, estas 

poblaciones se mantuvieron justo después de 8 días post-infección en los ratones 

silvestres, los cuales mostraron una resolución muy rápida tanto de los daños 

mecánicos y la inflamación causada por la N. brasiliensis. Por el contrario, la 

inflamación y el daño en pulmones de los ratones SCID persistió después de 8 días 

p.i. En base a estos resultados, se lograron dos conclusiones importantes. 

En primer lugar, los MφaA se pueden presentar en las respuestas inmunitarias 

innatas, cuando no hay respuesta TH2 concreta, lo que sugiere que N. brasiliensis 

puede inducir directamente MφAa o que una de las primeras fuentes de IL-4 es a 

partir de células innatas (por ejemplo, los mastocitos y células NK) que pueden ser 

suficientes para inducir MφaA. En segundo lugar, los MφaA también pueden 

desempeñar un papel como células reguladoras, al evitar la inflamación pulmonar 

excesiva así como la función de remodelación. Un informe más reciente demostró 

que la inducción MφaA durante la infección por N. brasiliensis depende 

estrictamente de la vía de señalización STAT-6. En conjunto, estos resultados 



 

implican una clara dependencia de IL-4/IL-13 para que los MφaA migren durante 

infección con este nemátodo 39 

 

Heligmosomoides polygyrus.  

 

Los ratones adquieren al parásito en fase de larva y 36 horas después éstas migran 

al intestino delgado, donde pueden penetrar la mucosa e invaden la capa muscular 

interna donde se enquistan. H. polygyrus desencadena una respuesta polarizada 

hacia un tipo TH2 y puede inducir infecciones crónicas. Si se eliminan los parásitos 

después de una infección primaria el huésped tiene memoria contra una reinfección. 

Como se observa en B. malayi, L. sigmodontis y las infecciones de N. brasiliensis, 

estos MφaA eran escasos en  ratones STAT6 -/- e IL-4 -/-  que mostraron 

mayores cargas de parásitos y huevos. Sorprendentemente, éstos  datos sugieren, 

por primera vez, un papel de protección de los MφaA en una infección por helmintos, 

además de la clásica participación de eosinófilos. Como se mencionó anteriormente, 

la actividad arginasa es una característica de los  MφaA. En este estudio, cuando la 

arginasa fue bloqueada químicamente en ratones resistentes, se observó mayor una 

recuperación de larvas, lo que sugiere un papel para 

arginasa en las respuestas de acogida y protección contra la fase intestinal 

de H. polygyrus. Se concluyó que la arginasa no desempeña ningún papel en  las 

respuestas de protección en enfermedades infecciosas 39 

 

Tremátodos. 

 

Schistosoma mansoni. 

 

A principios de los años 90, el grupo de Stadecker descubrió que los macrófagos 

aislados de granulomas hepáticos de ratones infectados con  S. mansoni fueron 

capaces de anergizar las respuestas de células T ante estímulos específicos y 

policlonales. Los Granulomas de esquistosomiasis presentaron un crecimiento 

máximo 7 u 8 semanas después de la infección, tiempo en el que el huésped ha 

desarrollado una fuerte respuesta TH2. El grupo de Stadecker también encontró que 

la actividad supresora de la IL-2 fue reversible y demostró que estos macrófagos 

fueron capaces de conducir las respuestas TH2. No obstante, los mecanismos que 



 

participan en la respuesta TH2 y las actividades supresoras fueron indefinidos. Estos 

macrófagos aislados de granulomas hepáticos no se han definido como MφaA en 

ese tiempo. Estos macrófagos supresores también se determinaron que son MφaA. 

Por otra parte,los ratones que carecen de la cadena IL-4Rα específicamente en sus 

macrófagos (LysMCreIL - Ratones 4Rα-/- sucumbieron a la esquistosomiasis aguda. 

Este resultado se asoció con el deterioro de la capacidad de los 

ratones LysMCreIL-4Rα-/- de reclutar MφaA al granuloma a pesar de tener una 

respuesta tipo TH2 normal en otros tejidos. En contraste, un elevado número de 

CAMφ se detectaron en los granulomas hepáticos de estos ratones. Por lo tanto, la 

inducción de MφaA dependiente de IL-4/IL-13 fue esencial para evitar los daños 

inmuno patológicos y para sobrevivir a la esquistosomiasis aguda 39. 

 

Fasciola hepática. 

 

Al igual que otros helmintos, F. hepática induce respuesta de tipo Th2. 

Recientemente se ha informado, la inducción de marcadores de MφaA en las 

primeras etapas de la infección. Esta inducción puede ser imitada en ratones 

mediante la inyección de productos de excreción/secreción de F. hepática.  

 

Actualmente, la presencia de  macrófagos alternativamente activados se considera 

otra característica de las infecciones por helmintos y su acción parece ser diversa; y 

dependiendo  del parásito de que se trate es la función de este tipo de macrófagos. 

Por otro lado, el hecho de que factores solubles ya sea extraído, liberado o 

excretado por este tipo de parásitos parecen inducir también la aparición de esta 

población de macrófagos. Dentro de estos productos de excreción/secreción de los 

helmintos las moléculas ricas en carbohidratos han acaparado la atención de los 

investigadores dado que se han detectado que pueden alterar el desarrollo de una 

respuesta inmune. Sin embargo, los receptores para tales moléculas glucosiladas no 

han sido claramente identificados, ni tampoco se ha estudiado si la ausencia de 

algún receptor que pudiera reconocerlas podría afectar el desarrollo de una 

infección. Por lo tanto en este trabajo se hizo una primera investigación en el posible 

papel de un CLR en la respuesta inmune y susceptibilidad a un helminto. 

 



 

Helmintos que inducen MøaA. 
 

 
 

Tremátodos    
Schistosoma 
mansoni 

Fizz1, Ym1, Arg-1 
AMCase, MR, IL-
21R 

Habilidad de 
polarización TH2 

Si (PD/PDL1 
dependiente) 

Fasciola hepática Fizz1, Ym1,  Arg-1 Desconocido Desconocido. 
 
 

Cestodos    
Taenia crassiceps Fizz1, Ym1, Arg-1, 

MR, 12/15 LOX, 
mMGL, CD23, 
CCR5, OX40L, 
SLAM, TREM2. 

Habilidad de 
polarización TH2 

Si (PD1- PDL 
dependiente y 
ROS parcialmente 
dependiente. 

Hymenolepis 
diminuta. 

Fizz1, Ym1, Arg-1 Desconocido Desconocido 

Echonicoccus 
multilocularis 

Fizz1, Ym1, Arg-1 
ND 

Desconocido 

 

Desconocido 

  
 
Tabla 2. Tomado de referencia 39. 

 

 

 

Parásito Incremento de la 
expresión de 
marcadores de 
MøaA 

Función de las 
APC 

Actividad supresora 

Nemátodo    
Brugia malayi Fizz1, Ym1, Arg-1 Habilidad de 

polarización 
TH2 

Si (TGF/ β contacto 
dependiente 
/parcialmente 
dependiente. 

Litomosoides 
sigmodontis 

Fizz1, Ym1, Arg-1  Desconocido Si (contacto 
dependiente/TGF-β 

Nippostrongylus 
brasiliensis. 

Fizz1, Fizz2, Ym1, 
Arg-1, MMR, 
AMCase IL-21R 

Desconocido Desconocido 

Heligmosomoides 
polygirus 

Fizz1, Ym1, MR, 
AMCase, IL-4R 

Desconocido Desconocido 



 

 

JUSTIFICACIÓN 

 

 

Dado la estructura compleja de las glicoproteínas, es importante estudiar a las 

lectinas. Hay antecedentes acerca del receptor de manosa (MR), que es un tipo de 

lectina tipo C, estructuralmente es una glicoproteína presente en la superficie de las 

células de algunos microorganismos patógenos (Schistosoma mansoni) mediando la 

opsonización  directamente o por medio de la activación del complemento por la vía 

de las lectinas. Ratones deficientes en MR no sufren modificación de la 

susceptibilidad a éste parásito. 

 

Debido a que no existen estudios sobre la posible modificación inmunológica ni 

susceptibilidad  a la infección parasitaria relacionados con la molécula mMGL; 

recientemente el Consortium for Functional Glycomics (USA) desarrollo ratones 

deficientes en la molécula mMGL (mMGL -/-), en ratones de fondo genético C57 

BL/6. En este contexto, los animales mMGL -/- pueden ser útiles para entender la 

interacción entre ésta molécula y los carbohidratos Lewis X del cestodo T. 

crassiceps. 

 

Por lo mencionado, creció nuestro interés en conocer el papel de la interacción de la 

molécula mMGL del huésped;  con los carbohidratos Lewis X del cestodo T. 

crassiceps y el desarrollo de la respuesta inmune y susceptibilidad a este parásito; y 

decidimos utilizar a los animales mMGL -/-, que tuvieron una reproducción normal y 

sin problemas inmunológicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

HIPÓTESIS. 

 

 

 

 

Debido a que los carbohidratos son relevantes para el reconocimiento de los 

parásitos por las células de la inmunidad innata; la deficiencia de la molécula mMGL-

1 que reconoce algunos de ellos, ocasionará que las células no se activen en forma 

correcta; por lo tanto  los ratones deficientes para esta molécula serán más 

susceptibles a la infección por Taenia crassiceps y la respuesta inmune será 

permisiva para el crecimiento del parásito. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 
 

OBJETIVO GENERAL 
 
 
 
Determinar el papel que desempeña la molécula mMGL-1 (receptor de galactosa/N-

acetilgalactosamina) en la respuesta inmune y susceptibilidad al céstodo Taenia 

crassiceps. 

 
 
 
 
 

Objetivos particulares 
 
 
 

1.- Caracterizar el desarrollo de la infección con Taenia crassiceps y la respuesta 

inmune asociada a esta infección en ratones relativamente resistentes mMGL +/+ y 

en aquellos deficientes en la molécula mMGL -/-; ambos grupos con fondo genético 

C57BL/6.   

 

 

 

2.- Definir el papel de los macrófagos en la respuesta al parásito en el posible efecto 

de mMGL  sobre el desarrollo de la infección. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
DISEÑO EXPERIMENTAL Y METODOLOGÍA 

 

 

 RATONES. Se utilizaron ratones hembra de 6 – 8 semanas de edad, 

genéticamente deficientes en el receptor mMGL1 (mMGL -/-) con un fondo genético 

C57BL/6. Estos animales nos fueron donados por el   Consortium for Functional 

Glycomics (USA). Como controles se utilizaron ratones C57BL/6 silvestres (mMGL 

+/+) de la misma edad y género (Harlan, México). Además se infectó también un 

grupo de ratones BALB/c silvestres (mMGL +/+) del mismo género y rango de edad. 

Los ratones se mantuvieron en un ambiente libre de patógenos en el bioterio de la 

FES – Iztacala de acuerdo con las normas institucionales y nacionales. 

 

 Taenia crassiceps. Se infectó con metacestodos de T. crassiceps, cepa 

ORF. De aproximadamente 2 mm de diámetro, sin gemaciones 

 

 GENOTIPIFICACIÓN.  Todos Los animales fueron genotipados para 

determinar la ausencia del gen mMGL por PCR. 

 

 Obtención de la muestra: Se cortaron aproximadamente 0.5 cm de la parte 

final de la cola de los ratones mMGL -/- y silvestres, y se llevó a cabo la digestión de 

éstas en tubos Eppendorf de 1.8 ml previamente identificados, en la que se colocó el 

tejido con 500 µl de Amortiguador de lisis y 20 µl de proteinasa K (100 µg por 

muestra) la cual se dejó durante toda la noche en un incubador a 55°C. 

 

Obtención del DNA: Una vez digerida la cola se centrifugó a 14,000 rpm durante 10 

minutos, se tomó el sobrenadante con micropipeta y se pasó a otros tubos 

Eppendorf a los que se les agregaron 500 µl de isopropanol frío, se homogéneos 

invirtiéndolos de manera suave hasta que la precipitación del DNA fue evidente. 

Posteriormente los tubos se centrifugaron a 14000 rpm durante 1 minuto; para 

concentrar el precipitado y se decantó la fase líquida para después lavar el botón de 

DNA con etanol frío al 75% en el mismo tubo, se centrifugó a 14000 rpm durante 5 

minutos; se dejó evaporar el etanol a temperatura ambiente por lo menos 1 hora. 



 

Una vez seco el botón de DNA se resuspendió en el tubo con 200 µl de agua grado 

biología molecular, para nuevamente incubarlo toda la noche a 55°C. 

PCR: Para la amplificación del gen de mMGL se utilizaron los siguientes primers 

específicos. 

 

 

mMGL (F) CTTGGTCCCAGATCCGTATC 

mMGL ®  ATGTCATGACTCAGGATC 

 

 

El producto esperado de amplificación para mMGL es de 633 pb. 

Para amplificar el gen de selección Neomicina (NEO) se utilizaron los siguientes 

primers específicos: 

 

 

NEO (U) 5´AGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTG3´ 

NEO (D) 5´AAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCG3´ 

 

 

El producto esperado de amplificación NEO es de 492 pb 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Modelo experimental. Se indujo la infección por ratón, a través de la inyección 

intraperitoneal de 25 metacéstodos de Taenia crassiceps cepa ORF, de 

aproximadamente 1 a 2 mm de diámetro y sin gemaciones, suspendidos en 

aproximadamente 1 ml de solución fisiológica, Este procedimiento se llevó a cabo en 

los 3 grupos de ratones. 

 

Se realizó una segunda ronda de experimentos induciendo la infección a 

través de la inyección intraperitoneal con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps, por 

ratón, de aproximadamente 1 a 2 mm de diámetro suspendidos en 

aproximadamente 1 ml de solución fisiológica.  

 

 Se sangró a los ratones al tiempo cero (sanos) y a las 2, 4 y 8 semanas post-

infección. Para la obtención de la muestra se realizó una pequeña incisión en el 

tercio proximal de la cola de los ratones, se colecto la sangre en un tubo ependorf de 

1.5 ml y se centrifugó a 3,500 rpm durante 10 minutos; posteriormente se separó el 

suero y se congeló hasta su uso. 

 

Obtención de células de peritoneo: Los ratones se sacrificaron con cámara 

de CO2. Inmediatamente se les inyectó 10 ml de solución salina estéril 

intraperitonealmente, recibieron en el abdomen un ligero masaje para despegar los 

macrófagos del peritoneo, se les hizo una pequeña incisión en la piel y la disección 

de la misma sin romper el peritoneo, se hizo una pequeña incisión en el peritoneo, 

teniendo cuidado de no dañar las vísceras; y se colectó el líquido que contenía las 

células peritoneales y los parásitos el cual se colectó en tubos Falcón de 50 ml, 

previa rotulación de los mismos. Se dejó reposar los tubos Falcón hasta que 

sedimentaron los parásitos y se extrajo el sobrenadante que contenía las células 

peritoneales, se colocó el líquido con las células en tubos Falcón de 50 ml, los 

cuales se mantuvieron el hielo para la mejor conservación de las células. 

 

A los parásitos se les agregó solución salina estéril hasta cubrirlos, para su posterior 

conteo. 

 



 

 

Los tubos que contenían las células se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 

minutos, se decantó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla celular, se 

agregaron 3 ml de solución hemolizante de Boyle, se dejó actuar durante 10 

minutos, se agregaron 10 ml de solución fisiológica estéril para detener la reacción, 

se centrifugaron nuevamente los tubos a 2500 rpm durante 10 minutos, se decantó 

el sobrenadante, se resuspendió la pastilla celular y se agregó 1 ml de medio de 

cultivo DMEM [(DEMEN/HIGH GLUCOSE) + 4.00 mM L – glutamine, + 4500 mg/L 

glucose, + Sodium Pyruvate]. Los tubos se pusieron en hielo e inmediatamente se 

procedió a contar las células poniéndolas en cámara de Neubauer previamente se 

puso una muestra de 10 µl con 10 µl de azul tripano. Se ajustaron las células a 1 

millón por mililitro y fueron sembradas 500 mil células por pozo en  placas de cultivo 

de fondo plano, de 24 pozos, 4 pozos por ratón; se colocaron las placas de cultivo 

en incubadora de CO2 durante 2 horas A 37 °C. 

 

Transcurridas las 2 horas se procedió a lavar los macrófagos con solución salina 

estéril, 2 veces y se estimuló a los macrófagos con IFN-γ + LPS. 

 

Estímulo de macrófagos: Para cada grupo de ratones (BALB/c, mMGL +/+ y 

mMGL -/-) se prepararon los siguientes estímulos y a cada uno de los 4 pozos de 

cada grupo de se les estimuló como se cita a continuación: 

 

♦ DMEM  

♦ IFN-γ (20ng/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 (CO2 

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

medición de citocinas por la técnica de ELISA y  se procedió a lisar las células 

adheridas  con 500 µl de trizol 1 X 106 células, los cuales se recolectaron y se 

guardaron a -20° C hasta la obtención del RNA. 

 

 



 

 Obtención de linfocitos de bazo: Se realizó esplenectomia total y se 

obtuvieron las células por filtración, con solución salina estéril. Las células se 

centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos; se tiró el sobrenadante y resuspendió 

la pastilla celular, se agregaron 3 ml de solución hemolizante de Boyle y se dejó 

actuar durante 10 minutos, se agregaron 8 ml de solución fisiológica estéril para 

detener la reacción y se centrifugaron 2500 rpm durante 10 minutos, se tiró el 

sobrenadante y resuspendió la pastilla celular, después se agregó 1 ml de medio de 

cultivo DMEM.  

 

Se realizó el conteo celular en cámara de Neubauer y se ajustó a 5X106 células por 

mililitro. Se sembraron las células en placas de 96 pozos y se dejo actuar durante 72 

horas. Se colectó el sobrenadante celular para la determinación de citocinas por la 

técnica de ELISA. 

 

 Estímulo de linfocitos. Para cada grupo de ratones (BALB/c mMGL +/+ y   

mMGL -/-)  se prepararon los siguientes estímulos y a cada uno de ellos se les 

agregó como se menciona a continuación: 

  

� DMEM solo. 

� Anti CD-3   (1 µg/ ml). 

� Antígeno de T. crassiceps (50 µg/ml).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 Preparación y cuantificación de antígeno.  

 

Se usaron ratones con 2 a 4 meses de infección intraperitoneal con metacestodos 

de.T. crassiceps.  En condiciones de esterilidad, se recuperaron los parásitos de la 

cavidad peritoneal y se lavaron con solución salina. Se homogeneizó usando un 

sonicador (Polytron Kinermatica) y en presencia de inhibidores de proteasas. Se 

recuperó el molido y se centrifugo en una ultracentrífuga (SORVALL ULTRA PRO 

80) a 20 000xg, durante 30 minutos a 4º C. Posteriormente se cuantificó con el 

método de Lowry, con curva estándar de albúmina. Se colectó y congeló a -70ºC 

hasta su uso. 

 

 

 Determinación de citocinas por el método de ELISA sándwich.  

 

Por la técnica de ELISA sándwich, se realizó  la medición de citocinas en 

sobrenadante de macrófagos 24 horas después de haber sido estimulados; esto en 

los tres grupos de ratones.  

 

Sensibilización de la placa. Se diluyeron 2 µg/ml de anticuerpo de captura en 10 ml 

de amortiguador de pegado, se homogeneizó y se colocaron 100 µl pozo utilizando 

una micropipeta multicanal (Finnipipette) en una placa para ELISA de 96 pozos 

(NUNC, Maxisorp). Para llevar a cabo la reacción de pegado del anticuerpo a la 

placa, esta última se cubrió con papel aluminio y se incubó a 4 °C toda la noche. 

 

Muestras y curva. Al día siguiente se lavó la placa con la solución de lavado y se 

secó, se bloqueó con 200 µl de solución de bloqueo durante 2 horas, posteriormente 

se lavó y se secó. Se añadieron 100 µl de sobrenadante de cultivo celular por pozo;  

para poder explorar los valores de densidad óptica se realizó una curva patrón con la 

citocina recombinante correspondiente, con diluciones al doble solución de bloqueo 

para cada una de las placas y se utilizaron las dos primeras líneas de cada placa. Se 

incubo la placa toda la noche a 4°C. 

 

 



 

Revelado de la placa. Se lavó y secó la placa, posteriormente se adicionó el 

anticuerpo marcado con biotina en un volumen de 100 µl  (1µg/ml) en solución de 

bloqueo, se incubó durante una hora a 37°C, terminado el tiempo de incubación se 

lavó. Se preparó una dilución de 1:5000 de enzima estreptoavidina peroxidada 

(Amersham Biosciences) y se colocaron 100 µl dejando incubar por 35 minutos a 

temperatura ambiente. Se lavó por ultima vez, se preparó la solución de sustrato 

(100 µl de H2O2 al 3 % (J: T. Baker) en 10 ml de ABTS) y se colocaron 100 µl por 

pozo, se incubó 10 minutos y se obtuvo la absorbancia en un lector de placas 

(Thermo Labsystems, Multiskan Ascent) utilizando un filtro de 405 nm de longitud de 

onda. 

 

Determinación de IgE en suero. 

 

Se utilizó el kit: 1-877-BioLegend (246-5343). Se diluyó el anticuerpo de captura en 

amortiguador de pegado (8.4 g NaHCO3, 3.56 G Na2CO3,agregar H2O 1.0 L; a un pH 

9.5); se agregaron 100 µl/pozo en placas Maxi-Sorp Nunc de 96 pozos Cat. No. 

442404. Se dejó incubar a 2 – 8°C durante 2 horas a 37°C.  Se lavó 4 veces en 

amortiguador de lavado (PBS-Tween 20 al 0.05%)  Para el bloque no específico y 

reducir el fondo se agregó 200  µl del diluyente (PBS + BSA 1%); se cubrió la placa  

y se dejó incubar durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente se lavó 

la placa 4 veces en amortiguador de lavado. 

 

Mientras que la bloqueó, se  prepararon las diluciones de muestras, así que los 

estándares y las muestras se pueden añadir a los pozos en rápida sucesión. Se 

añadió 100 ml / pozo de satndards y muestras a la placa. Se realizaron seis 

diluciones seriadas doble del 10 ng / ml. Así, las concentraciones de IgE son de 10 

ng / ml, 5 ng / ml, 2,5 mg / ml, 1,25 ng / ml, 0.625 ng / ml, 0,312 ng / ml y 0,156 ng / 

ml. El diluyente de la Prueba sirve como el estándar cero (0 ng / ml). Se cubrio la 

placa e incubó a temperatura ambiente durante 2 horas con agitación. 

 

Se lavó la placa 4 veces con amortiguador de lavado.  Se agregaron 100 µl de 

anticuerpo de detección en cada pozo. Se cubrió la placa y se incubó 1 hora a 

temperatura ambiente, con movimiento. Se lavó 4 veces con amortiguador de 



 

lavado.  Se agregarón 100 µl de Av-HRP ( BioLegend´s TMB) diluido. Se cubrió la 

placa y se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente durante 30 minutos. 

 

Se lavó la placa 5 veces con amortiguador de lavado,  dejando la placa en contacto 

con el amortiguador durante 30 segundos. Se agregó 100 µl/pozo  de  substrato 

TMB, se incubó durante 15 minutos en ambiente obscuro. Se agregaron 100 µl /pozo 

de de solución de parado (2N H2SO4). Se realizó la lectura en el lector de elisas 

Thermo Labsystems  Multiskan Ascent a 405 nm. 

 

 

Determinación de anticuerpos específicos de  T. crassiceps.  

 

 Se sensibilizo la placa (Poly-Sorb) con antígeno de T. crassiceps.  1.0 

µg/pozo (10µg/ml) en PBS.  Se Dejo incubar toda la noche a 4°C, o dos horas a 

temperatura ambiente. Se lavo la placa 2 veces con PBS-Tween 20 al 0.05%. Se 

bloqueo con PBS- albumina 1% (200 µl/pozo). Se incubo durante una hora a 

temperatura ambiente. Se lavo la placa 2 veces con PBS-Tween 20 0.05%. Se 

pusieron las muestras (sueros) por duplicado diluidas 1:50 en PBS- albumina al 1%. 

Se dejo incubar durante una hora a 30°C. Posteriormente se lavó la placa 4 veces 

en PBS-Tween 20 al 1%. Se diluyó el anticuerpo correspondiente (IgG2a, IgG1) en 

PBS + SFB inactivado (75 + 25). Se incubó a temperatura ambiente durante 45 

minutos.  Se lavó la placa 4 veces en PBS-Tween 20  al 1%. Al momento se preparó 

ABTS + H2O2 al 3%  (10 ml + 100µl) y se agregó 100 µl/pozo. Se dejó desarrollar la 

reacción durante 10 minutos. 

 

Se realizó la lectura en el lector de elisas Thermo Labsystems  Multiskan Ascent a 

405 nm. 

 

 

 

 

 

 

 



 

Determinación de óxido nítrico (ON) en sobrenadante de Mø: Se cuantifico ON 

en sobrenadante de macrófagos, a las semanas 2, 4 8 y 12 p.i Se ajustaron las 

células a 10 x6 y después de que las células fueron estimuladas. Poco antes de 

realizar la prueba, se mezclaron la soluciones A y B a igual volumen (ver apéndice) 

para tener el reactivo de Griess. En una placa de 96 pozos se colocó una curva de 

óxido nítrico como control y referencia para extrapolar las concentraciones, se 

colocaron 100 µl en cada pozo por duplicado de las diferentes concentraciones que 

fueron diluidas al doble, se colocaron las muestras 100 µl por pozo. Ser agregó a la 

curva y las muestras 70 µl de reactivo de Griess y se incubó a temperatura ambiente 

durante 10 minutos. Se realizó la lectura a 540 nm en un lector de ELISA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

Extracción de RNA con trizol. Se agregaron 500 µl de trizol 1 X 106 células 

que contenía los Mø y se pipeteo para romper las células, posteriormente se 

agregaron 100 µl de cloroformo y se dejó actuar durante 10 minutos, se centrifugó a 

13,500 rpm durante 10 minutos. En un tubo eppendorf nuevo y estéril  se colocaron 

500 µl de isopropanol frío y se les agregó el sobrenadante de las muestras que se 

centrifugaron, se pusieron 10 seg en el vortex y se dejó reposar durante 10 minutos, 

se centrífugó a 13,500 rpm durante 10 minutos y se lavó con etanol frío al 75%, se 

tiró el sobrenadante, se homogeneizó, después se agregó el etanol al 75% y se 

resuspendió. Se centrifugaron las muestras a 13,500 rpm durante 5 minutos, se 

decantó el sobrenadante teniendo cuidado de no tirar la pastilla y se dejó secar 

durante 1 hora, para después resuspender en 20 µl de agua Milli Q. Se cuantificó en 

RNA y se refrigeró a 4°C hasta su utilización. 

 

 

RT-PCR. 

 

 Obtención del cDNA. Se realizó el cálculo para trabajar con 5000 ng de RNA y 

se colocó en tubos nuevos y estériles, se agregó 1 µl de dNTPs y 1µl de oligo DT, se 

agregó agua Milli Q hasta un volumen total de 10 µl. Se metieron las muestras en el 

termociclador a 65° C durante 1 ciclo. Se pusieron las muestras 1 minuto a -20° C. 

Se agregaron 9 µl del mix a cada muestra (ver apéndice). Nuevamente se metieron 

las muestras al termociclador a 42° C durante 2 minutos, se agregó .7 µl de enzima 

transcriptasa reversa en cada muestra. Las muestras nuevamente se metieron en el 

termiciclador a 42° C durante 50 minutos y 70° C por 15 minutos. Posteriormente se 

agregaron .5 µl de RNAsa H y se metieron las muestras al termociclador a 36° C 

durante 20 minutos. 

 

 Determinación de GAPDH. Se preparo  el mix y se colocaron 24 µl de éste en 

tubos para PCR nuevos y estériles, uno por cada muestra y un control, se agregaron 

1.5 µl de muestra y se metieron los tubos en el termociclador: 

 

Determinación de Y m-1, Trem-2. Preparar el mix  y colocar 24 µl de éste en tubos 

para PCR estériles y nuevos, se agrego 1 µl de muestra en cada tubo y se metieron 

al termociclador. 



 

 

 

 

Paso 1     95° durante 5 minutos,  

 

     95°  C        40   segundos 

 Paso  2         35 ciclos    56°  C      50  segundos 

                                            72°  C     40   segundos              

 

 Paso   3   72°  C      4 minutos 

 

Paso   4  4°  C por tiempo indefinido para bajar la     

temperatura   y realizar el corrimiento del gel. 

  

 

 

 
 
Corrimiento del gel. Se preparó un gel de agarosa al 1.5 %, mientras gelificó se 

agrego a cada muestra 5 µl de Blue juice más SYBR green. Se colocaron 10 µl de 

cada muestra por pozo y en el primero de ellos 3 µl de marcador de peso molecular 

de 100 pb. Se corrió el gel y se leyó en el digitalizador de imágenes marca Fuji con 

el programa Image Reader FLA 5000 V2.1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 Citometría de flujo.  Las  células de la cavidad peritoneal se ajustaron a 10 x6  y se 

colocaron en tubos de FACs y se centrifugaron  a 1200 rpm durante 10 minutos. Se 

decantó el sobrenadante y se homogeneizó el contenido de los tubos. Se agregaron 

300 µl de buffer de FACs (en la campana de flujo laminar) y 1 µl de APC anti-mose 

F4/80 (BIO legend) por tubo; también se agregó 1 µl del marcador que buscamos 

[PDL-1 (PE conjugated anti-mouse B-7 – H1,Bioscience), PDL-2 (PE anti-mouse B7 

DC CD 273, BioLegend), IL-4R (Pharmigen), IFN-γ (BioLegend  Nª 113603), se 

dejaron incubar los tubos a 4ºC durante 30 minutos. 

 

Se lavó el contenido de los tubos con amortiguador de FACs y al final se les 

agregaron 500 µl de este mismo buffer. Se centrifugaron los tubos a 1200 rpm 

durante 10 minutos, se decantó el sobrenadante, se homogeneizó y se agregaron 

500 µl de buffer de FACs. 

 

Se analizaron las muestras en el citometro de flujo con el programa Cell Quest Pro. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 
 
Se utilizó el programa Graph pad Prism 4.0 para obtener el promedio y error 

estándar de los datos así, como para comparar las diferencias por medio de la 

prueba T de test (y prueba para métrica) y ONE- WAY anova (no paramétrica) no 

pareada. Los valores de p menores a 0.05 se consideraron significativamente 

diferentes. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
RESULTADOS. 
 
 
Los resultados que se muestran a continuación son el promedio de 8 experimentos 

(n=56 ratones) en los que se indujo infección con 25 o 15  metacéstodos de T. 

crassiceps   

 

 Genotipificación de los ratones del grupo control y el grupo 

experimental. Para asegurar que los ratones experimentales utilizados cumplieran 

con la condición de ser MGL +/+ (ratones silvestres) y MGL-/- (ratones deficientes en 

el gen), se analizó su genotipo por PCR. 

 

En la figura  8  se muestra el gel de agarosa con la amplificación del gen funcional 

para MGL. Se observa la amplificación del gen de la molécula mMGL del grupo de 

ratones MGL+/+; el producto amplificado fue de 633 pb. En caso de los ratones MGL 

-/- se utilizó un gen de inserción llamado neomicina (Neo), el producto de 

amplificación fue de 492 pb donde la amplificación del gen indicó que los ratones 

utilizados como MGL-/- eran deficientes para la molécula MGL. 

 

 

100

500

Ratones silvestres

mMGL 633pb Ratones Ok Neo 492 pb 



 

Figura. 8.  Genotipo de los ratones experimentales por PCR. Amplificación del gen 

funcional  MGL+/+ y determinación del gen de inserción NEO MGL-/-. 

Efecto de la ausencia de mMGL en las susceptibilidad a Taenia crassiceps.   

 

Con el objetivo de determinar si la ausencia de mMGL podría afectar la 

susceptibilidad o resistencia a la infección con   Taenia crassiceps, se realizó una 

cinética de crecimiento de la carga parasitaria en los ratones mMGL +/+ (control) y  

mMGL -/- (experimentales)  infectados con 25  o  15 metacéstodos. Como un control 

interno de la correcta infección se utilizaron  ratones de la cepa BALB/c, de los 

cuales ya es conocido que son altamente susceptibles a la infección por T. 

crassiceps.  

 

. Después de la infección i.p. con 25 metacéstodos  (figura 9 A), se observó que en 

el inicio de la infección las cargas parasitarias fueron similares entre los animales 

MGL+/+ y MGL-/-. Sin embargo, a partir de la semana 4 post-infección se observó 

una mayor carga parasitaria en el grupo de ratones mMGL -/-  comparado con los 

mMGL +/+.  También se pudo observar que los ratones mMGL -/-  presentaron una 

susceptibilidad similar a la cepa BALB/c la cual es conocida por ser altamente 

susceptible a este parásito. En éste caso fue hasta las 8 semanas p.i donde se 

observó una clara diferencia en la carga parasitaria entre el grupo de ratones mMGL 

-/- y mMGL +/+, donde los ratones deficientes en mMGL  presentaron las mayores 

cargas parasitarias (P< 0.05). 

 

En la figura 9 B, se muestra un experimento diferente en el cual la infección se llevó 

a cabo con 15 metacétodos de Taenia crassiceps, donde se observó  que en la 

semana 2 post-infección la carga parasitaria fue similar en ambos  grupos de ratones 

. Sin embargo en la semana 4 post-infección se observó una vez más mayor carga 

parasitaria en el grupo de ratones deficientes en mMGL. Hacia  la semana 8 p.i se 

observó una clara diferencia en la carga parasitaria entre los grupos, donde  el grupo 

de animales mMGL -/- presentaron una carga parasitaria significativamente mayor 

que los animales mMGL +/+. 
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B).   

Carga parasitaria.
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Fig 9.  Cinética de la carga parasitaria en ratones mMGL deficientes infectados con 

Taenia crassiceps. A) Los animales fueron infectados con 25 metacéstodos, se 

observó que a partir de la semana 4 hubo mayor susceptibilidad en el grupo de 

animales mMGL -/-. Esta diferencia fue mayor en la semana 8 post-infección.     

B). Cinética de la carga parasitaria de ratones infectados con 15 metacéstodos de 

Taenia crassiceps. Se observó que a partir de la semana 4  hubo mayor 

* ** 

* * 

* * * 



 

susceptibilidad en el grupo de animales mMGL -/-.* P. < 0.05. *** P < 0.01. Los datos 

son el promedio + el error estándar de 8 animales por grupo por tiempo.  

(n = 24 por grupo). 

Respuesta inmune humoral. 
 
 
Antes de infectar a los ratones se tomo una muestra de sangre y se realizó una 

cinética de la producción de anticuerpos específicos contra T crassiceps, no se 

observó producción de dicho anticuerpo.  

 
 
Después de la infección i.p con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps se obtuvo 

suero y se realizó una cinética de producción de anticuerpos específicos contra 

T.crassiceps en  los animales infectados de ambos grupos, incluyendo  las semanas 

2, 4 y 8 p.i. Se analizaron los anticuerpos de la subclase IgG 1 los cuales  se han 

asociado a una respuesta inmune tipo TH2. Se observó que después de la infección 

i.p con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps no hubo diferencia significativa en los 

niveles de este tipo de anticuerpos en ambos grupos de animales. Esta observación 

se mantuvo  en las diferentes semanas de infección, figura 10. 
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C).                                                                             D).  
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Figura 10.- Cinética de detección de anticuerpos anti-Taenia de la subclase.  A) 

animales no infectados. B). Se observó que después de la infección i.p con 15 

metacéstodos de Taenia crassiceps  no hubo diferencia significativa en ambos 

grupos de animales; lo que se mantuvo en las diferentes semanas de infección, 

figuras C) y D). (n = 9 por grupo). 

 

 

En los mismos sueros también se analizaron los anticuerpos de la subclase IgG 2a 

los cuales se han  asociado a una respuesta inmune de tipo TH1. En la Fig. 11 A). No 

se observó producción de anticuerpos específicos en ambos grupos de animales. B): 

Se observó que a la semana 2 post-infección hubo mayor producción de este 

anticuerpo específico en el grupo de animales mMGL -/-, lo que nos indica que hay 

predominio de respuesta inmune de tipo TH1 en este grupo de ratones.  C) Se 

observó que a las 4 semanas post-infección hubo mayor producción de este 

anticuerpo en el grupo de ratones mMGL +/+, que controló la infección y D). Se 

observó que ambos grupos de animales ya no produjeron este anticuerpo. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

IgG2a.    
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C).                                                                        D). 
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Fig 11.  Cinética de detección de anticuerpos anti-Taenia de la subclase IgG2a. A). 

En animales no infectados no hubo producción de IgG 2ª. B). Se observó que a la 

semana 2 post-infección hubo mayor producción de este anticuerpo en el grupo de 

animales mMGL -/-, pero esto se invirtió en las semana 4 y 8 post-infección, figuras 

C y D),  lo que nos habla de pérdida de la respuesta inmune tipo TH1 en tiempos 

crónicos de la infección, graficas B) y C). (n = 9 por grupo). 

 



 

Los datos presentados en las figuras 10 y 11 sugieren  que la respuesta de tipo TH1 

solo está presente en las primeras semanas post-infección, mientras que la 

respuesta de tipo TH2 está presente en las diferentes semanas post-infección. 

 

Otro de los anticuerpos altamente asociados a una respuesta inmune tipo TH2 e 

infecciones con helmintos es la IgE la cual recubre a los helmintos y los convierte en 

blanco de los eosinófilos, ya que estos expresan FcR específicos para este 

anticuerpo. La IgE participa en la defensa mediada por eosinófilos frente a las 

infecciones por helmintos. Los niveles de IgE se analizaron en forma total en 

animales sanos e infectados  con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps. Se 

observó que los ratones mMGL -/- produjeron mayores niveles de IgE a lo largo de 

toda la infección. Esto podría reflejar un predominio de la respuesta inmune de tipo 

TH2 de manera más pronunciada en los ratones mMGL-/- que en el grupo de ratones 

mMGL +/+. 
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Fig. 12. Determinación de IgE total en suero de animales infectados con 15 

metacéstodos de Taenia crassiceps. Se observó una producción mayor de IgE en 
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los animales mMGL -/-, lo que coincidió con un mayor número de parásitos.   (n= 8 

por grupo).  * P < 0.05. n= 16. *P<0.05; **P<0.01. 

 
 
 
Perfil de citocinas  en cultivo de células provenientes de ratones  sanos y a las 
2, 4 y 8 semanas post-infección.   
 
 
Con el objetivo de conocer si la respuesta inmune de los grupos de ratones 

estudiados polarizaba hacia tipo  TH1 o TH2  realizamos la determinación de 

citocinas  en sobrenadante de cultivo celular. 

 

Determinación de interferón gamma en sobrenadante de linfocitos de bazo. 

 Después de la infección i.p. con 25 metacéstodos de Taenia crassiceps se 

determinó la producción de IFN-γ en sobrenadante de linfocitos de bazo de los 

distintos grupos de ratones. Se observó que las células estimuladas con antígeno 

específico de Taenia crassiceps en la semana 2 post infección la producción de IFN-

γ fue baja en ambos grupos y sin diferencias significativas, a la semana 4 se 

incrementó la producción en ambos grupos de ratones, pero  fue significativamente 

mayor en el grupo de animales mMGL +/+ y a la semana 8 post-infección la 

producción de IFN-γ permaneció significativamente  más elevada en los ratones 

silvestres (Fig. 13A).  También se determinó la producción de  IFN-γ en 

sobrenadante de linfocitos de bazo  estimulados con anti-CD3. En la semana 2 post-

infección la producción de IFN-γ fue alta en ambos grupos de ratones y sin cambios 

significativos entre los diferentes grupos; en la semana 4 y 8 post-infección la 

producción de IFN-γ permaneció elevada y sin diferencias entre los grupos de 

ratone

s (Fig 

13B). 
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Fig 13. Determinación de IFN-γ  en linfocitos de bazo provenientes de ratones no 

infectados e infectados con 25 metacéstodos de Taenia crassiceps. A). 

Determinación de IFN-γ en linfocitos de bazo estimulados con anfígeno específico 

de Taenia crassiceps, a las semanas 2, 4 y 8 post-infección (n = 9 por grupo). B). 

Determinación de IFN-γ en linfocitos de bazo estimulados con anti-CD3, a la semana 

2, 4 y 8 post-infección.  

* P < 0.05 (n = 12 por grupo). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Determinación de citocinas Tipo TH2.  

 

  La figura 14 muestra la determinación de IL-4 en sobrenadante de linfocitos de 

animales mMGL-/- y mMGL+/+ en respuesta a antígeno específico de T. crassiceps 

y a anti-CD3. Se observó que desde tiempos tempranos de la infección ( semana 2 

post-infección) había una tendencia a una mayor producción de IL-4 en el grupo de 

animales mMGL -/-. Lo anterior fue más claramente observado  en la semana 4 post-

infección donde se detectó una producción significativamente  mayor de IL-4 en el 

grupo de ratones mMGL -/- con respecto al grupo de ratones mMGL +/+ (fig. 14A). 

Sin embargo, hacia la  semana 8 post- infección cayó la producción de esta citocina 

no se mantuvo y dejo de haber  diferencias significativas entre los grupos de 

ratones. En contraste, la producción de  IL-4 en respuesta al estímulo  con anti-CD3 

mostró en la semanas 4 y 8 post-infección un incremento  significativo en el grupo de 

animales mMGL -/-; comparados con  el grupo de animales mMGL +/+- (Fig 14B). 

Esto sugiere una polarización de la respuesta inmune hacia un tipo TH2 

principalmente en ratones mMGL -/-. 
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Fig. 14. Determinación de IL-4 en sobrenadante de linfocitos de bazo proveniente de 

ratones no infectados e infectados con 25 metacéstodos de T. crassiceps. A). 

Linfocitos de bazo estimulados con antígeno específico de Taenia crassiceps. B). 

Determinación de IL-4 en sobrenadante de linfocitos de bazo estimulados con anti-

CD3.  * P< 0.05; * P < 0.01. (n = 12 por grupo). 
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En la Figura 15 (A y B) se muestra la determinación de IL-13 en sobrenadante de 

linfocitos de bazo estimulados con antígeno específico de Taenia crassiceps o con 

anticuerpo anti-CD3.  

 

Se observa que las células de animales mMGL -/- estimuladas con antígeno 

específico de Taenia crassiceps,  tuvieron una producción de IL-13 similar a lo largo 

de toda la cinética de infección. La figura 15 B muestra la determinación de IL-13 en 

sobrenadante de linfocitos estimulados con anti-CD3. Después de la infección i.p 

con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps, las células provenientes del grupo de 

animales mMGL -/-  tuvieron una producción mayor de esta citocina, lo que es más 

notorio en la semana 4 post infección. En la semana 8 post-infección la producción 

de IL-13 en las células de animales mMGL +/+ fue mayor lo que indica que en las 

primeras semanas de infección el grupo de animales mMGL +/+ tuvo mayor 

respuesta al estímulo con anti-CD3. 
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Fig. 15.  Determinación de IL-13 en linfocitos de bazo provenientes de ratones 

mMGL +/+ y mMGL -/- estimulados con antígeno específico de Taenia crassiceps y 

anti-CD3.  A).  Células estimulados con antígeno específico de Taenia crassiceps  y 

B). Células estimuladas con anti-CD3 en animales sanos y a las semanas 2, 4, y 8 

semanas post-infección. Ratones infectados con   15 metacéstodos de Taenia 

crassiceps.  ** P = 0.05 (n = 9 por grupo). 
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Respuesta de Macrófagos 

 

Después de la infección i.p con 25 metacéstodos de Taenia crassiceps, la 

producción de IL-12  por Møs estimulados con LPS + IFN-γ fue elevada y similar a la 

semana 2 post-infección en ambos grupos de ratones, sin diferencias significativas 

entre ellos. En la semana 4 post-infección la producción de esta citocina fue mayor 

en el grupo de ratones mMGL +/+, lo que se mantuvo hasta la semana 8 post-

infección. (Fig 16A). En la infección i.p con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps 

se observó que en la semana 2 post-infección los niveles de esta citocina estuvieron  

significativamente elevados en el grupo de animales mMGL +/+. En la semana 4 

post-infección se observó que la producción de IL-12 cayó en ambos grupos, sin 

embargo se mantuvo  más elevada en el grupo de ratones mMGL +/+. Hacia  la 

semana 8 post-infección cayó aún más la producción de IL-12, pero los niveles 

menores  fueron detectados  en el grupo de animales mMGL -/-.  
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Fig. 16. Determinación de IL-12 en sobrenadante de cultivo de macrófagos 

provenientes de ratones mMGL +/+ y mMGL -/-.  A) Infectados con 25 metacéstodos 

de Taenia crassiceps.  B) Infectados con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps. 

Determinación de IL-12 por ELISA.  * P < 0.05; *** P < 0.01 ( n = 12 ratones por 

grupo). 
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En la figura 17A se muestra la determinación de TNF-α en sobrenadante de Mø 

estimulados con LPS+IFN.  Después de la infección i.p con 15 metacéstodos de 

Taenia crassiceps se observó que en la semana 2 post-infección la producción de 

TNF-α se mantuvo elevada en ambos grupos de ratones. En la semana 4 post-

infección la producción de TNF-α cayó en ambos grupos de ratones, sin diferencias 

significativas entre ambos grupos. En la semana 8 post-infección hubo mayor 

producción de TNF-α en el grupo de animales mMGL +/+, probablemente debido a 

que su respuesta de tipo TH1 fue mayor que en el grupo de ratones mMGL -/-.  

 

En la  infección i.p con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps se observó que en la 

semana 2 post-infección la producción de TNF-α estuvo elevada en ambos grupos 

de ratones. En la semana 4 post-infección la producción de TNF-α fue otra vez 

mayor en el grupo de ratones mMGL +/+. En la semana 8 post-infección la 

producción de TNF-α se mantuvo elevada en el grupo de ratones mMGL +/+ y 

disminuyó significativamente en el grupo de animales mMGL -/- (Fig 17B). Esto 

coincide con la pérdida de la respuesta TH1 en tiempos crónicos de la infección. 
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Fig. 17. Determinación de TNF- α en sobrenadante de cultivo de macrófagos 

provenientes de ratones  mMGL +/+ y mMGL -/- A). Infectados con 25 metacéstodos 

de Taenia crassiceps. B).  Infectados con 15 metacéstodos de Taenia crassiceps. * 

P < 0.05; ** P < 0.01 ( n = 6 por grupo). 

  *_ 
  *_ 

  ** 



 

Oxido Nítrico.  La producción de óxido nítrico depende  de la expresión de iNOS, la 

cual es inducida en Mø a través de citocinas inflamatorias como TNF-α, IFN-γ e IL-

12. Al analizar la producción de ON en respuesta a LPS e IFN-g se observó que 

después de la infección i.p con 25 metacéstodos de Taenia crassiceps, los niveles 

de  ON fueron mayores en el grupo de animales mMGL +/+ en la semana 2, lo cual 

se mantuvo  en la semana 4 post-infección y coincidió  con un menor número de 

parásitos en este grupo de ratones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  18.  En la grafica se presenta la determinación de ON en sobrenadante de Mø 

(los cuales se ajustaron a 1x6) en las diferentes semanas de infección.  ON en 

sobrenadante de Mø de animales infectados con 25 metacéstodos de Taenia 

crassiceps. Se observó que en la semana 4 el grupo de ratones mMGL +/+ tienen 

mayor producción, lo que se asocia con menor número de parásitos, aún cuando en 

la semana 8 no se observaron diferencias significativas. * P < 0.05 (n = 6 por grupo). 
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RT-PCR en Mø de cavidad peritoneal.   

 

Con el objetivo de investigar si la ausencia de la molécula mMGL durante la 

infección con Taenia crassiceps alteró la expresión de genes  asociados a la  

activación alternativa de macrófagos, se realizó extracción de RNA de Mø de la 

cavidad peritoneal  para evaluar la expresión de los genes de las siguientes 

moléculas: YM-1, Arg-1, INOS, y FIZZ. En la figura 19 se muestra  la imagen de un 

gel donde se puede  apreciar que en la semana 4 post-infección los macrófagos del 

grupo de ratones mMGL -/-  expresan ARG-1 y FIZZ, mientras que el grupo mMGL 

+/+ expresa ARG-1 en menor intensidad. En la semana 8 post-infección se detectó 

la expresión de RNAm de YM-1  en ambos grupos de animales, pero fue mayor la 

expresión de esta molécula en los macrófagos provenientes del grupo mMGL -/-.  

Aun en ausencia de estímulo (basal) éstas células  presentaron el mismo patrón 

para los genes de  Arg-1 y FIZZ; esto sugiere que los macrófagos provenientes de 

animales mMGL -/- se hacen alternativamente activadas antes que las células 

provenientes del grupo mMGL +/+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

Fig. 19. Cinética de la activación de macrófagos provenientes de ratones infectados 

con Taenia crassiceps en las diferentes semanas de infección. Se aislaron 

macrófagos de la cavidad peritoneal de ratones mMGL +/+ y mMGL -/- en las 

diferentes semanas de infección. Se cultivaron sin estímulo (basal) y con estímulo 

(LPS 2.5 Μg/mL e IFN-γ 20 ng/mL) Se observa que las células provenientes de los 

animales mMGL -/- expresan Arg-1 y Fizz desde la semana 4 post-infección, en las 

células que se cultivaron en forma basal y en las que fueron estimuladas con 

LPS/IFN-γ, lo que indica que se hacen alternativamente activadas antes que las 

células provenientes de animales mMGL +/+. En la figura se presentaron los 

resultados de RT-PCR de RNA total de Mø de cavidad peritoneal de 2 ratones 

mMGL +/+ y 2 ratones mMGL -/- infectados con 25 metacéstodos de Taenia 

crassiceps.  

 

 

 

 

 

4 Semanas de infección    
8 Semanas de 

infección 

GAPDH-2 
 
 

YM-1 
 
 
 

ARG-1 
 
 
 

INOS 
 
 
 

FIZZ 

                           
Basal    LPS/IFN       Basal   LPS/IFN  Basal       LPS/IFN     Basal    LPS/IFN 

  mMGL +/+              mMGL -/-   mMGL +/+              mMGL -/- 

 



 

Análisis de moléculas de membrana de células de la cavidad peritoenal.  Se 

obtuvieron PECs   de ambos grupos de animales a las 8 semanas post-

infección y se analizaron por citometría de flujo. Para el nálisis se tomaron 

sólo las células F4/80 positivas, que se delimitan en el recuadro de la figura 20, y 

en ellas se determinaron las siguientes moléculas: PDL-1, PDL-2, IL-4R, e IFN-γR. 
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Fig. 20. Análisis de citometría de flujo de macrófagos de la cavidad peritoneal. La 

población del recuadro se seleccionó para analizar la expresión de moléculas de 

membrana celular asociadas al estado de activación de macrófagos F4/80+ 

(marcador de macrófagos). 
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Ligando del receptor de muerte programada-1 (PDL-1).  

 

El receptor “programmed cell death 1” (PD-1; también llamado CD 279) se expresa 

en forma inducible en células T CD4+, células T CD8+, células asesinas naturales, 

células B y monocitos activados. La expresión de PD-1 es inducida por estimulación 

con el factor de necrosis tumoral. Existen 2 ligandos para la molécula PD-1, que son 

PD-L1 y PD-L2.  Ambos ligandos de PD-1 difieren en sus patrones de expresión. La 

expresión de PDL-2 es mucho más restringida que la expresión de PDL-1. La 

expresión de  PDL-2 (también llamado B7-DC o CD 273) es inducible en células 

dendríticas (DCs), Mø y en células cebadas derivadas de médula ósea. En 

contraste, PD-L1 (también llamado B7-H1 y CD274) es expresado constitutivamente 

en células T murinas, células B, DCs, Mø, células mesenquimatosas y cultivo de 

células cebadas derivadas de médula ósea 45, 49. 

 

PD-L1 y PD-L2 se expresan principalmente en  DCs, Mø y linfocitos B; su expresión 

se intensifica por diversas señales como IL-12 e IFN-γ, y las interacciones CD40- 

ligando de CD40 49. 

 

Para determinar la expresión de éstas moléculas se extrajeron células totales de 

cavidad peritoneal de ratones mMGL +/+ y ratones mMGL -/- infectados con 

metacéstodos de Taenia crassiceps  a la semana 12 post-infección. En las figuras 

21 y 22 se observa que las células provenientes de ratones mMGL -/- presentaron 

una  mayor expresión de PDL-1 y PDL-2 que los ratones mMGL -/-.  

 

Por citometría de flujo se detectó la fluorescencia procedente de células sueltas en 

suspensión y se determinó así el número de ellas que expresan la molécula a la que 

se encuentra unida una sonda fluorescente. (mean intesntiy of fluoresence , MFI); 

los datos obtenidos sugieren que los macrófagos provenientes de ratones mMGL -/- 

tienen mayor actividad supresora sobre las células T en la semana 12 post-infección, 

por lo tanto se presenta un ambiente favorable para la proliferación de Taenia 

crassiceps  en tiempos crónicos de la infección.  

 
 
 



 

                  
 

 

 
 

 

 

Fig 21.  Citometría de flujo para identificar la expresión de PDL-1  a la semana 12 

post-infección con Taenia crassiceps. Esta figura se muestra mayor índice medio de 

fluorescencia en las células provenientes de los ratones mMGL -/- que en las células 

provenientes de los ratones mMGL +/+; sin embargo el porcentaje de la expresión 

de esta molécula es mayor en las células provenientes de ratones mMGL +/+. Esto 

significa que las células provenientes de los ratones mMGL +/+ expresan la 

molécula PDL-1 con mayor intensidad que las células provenientes de los ratones 

mMGL -/-. La imagen de color morado representa al isotipo y las de color la 

fluorescencia media de expresión de las moléculas. Promedio de 2 ratones. 
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Fig. 22. Citometría de flujo para analizar la expresión de PDL-2 en membrana de 

macrófagos. En la figura se observa que las células provenientes de ratones mMGL 

-/- tienen un índice medio de fluorescencia significativamente mayor que las células 

provenientes de los ratones mMGL +/+, aunque en el porcentaje de expresión de 

esta molécula no hay diferencia significativa. Lo que significa que aunque el número 

de células provenientes de los ratones mMGL +/+  que expresan esta molécula es 

mayor, las células provenientes de los ratones mMGL -/- expresan con mayor 

intensidad ésta molécula. La imagen de color morado representa al isotipo y las de 

color la fluorescencia media de expresión de las moléculas. Promedio de dos 

ratones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Otra de las moléculas analizadas es IL4-R,  el cual está formado por una cadena α 

de unión a la citocina que es un miembro de la familia del receptor de citocinas tipo I, 

asociada a la cadena ɣɣ la cual transduce  las señales mediante la vía Jak-STAT 

(Jak 3 o 4 – STAT 6) y mediante una vía en la que participa el sustrato de respuesta 

a la insulina (IRS) denominado IRS-2 1. 

 

 

En la figura 23 se observa que las células provenientes de los ratones mMGL -/- 

tienen un índice medio de fluorescencia significativamente mayor que las células 

provenientes de los ratones mMGL +/+; sin embargo las células provenientes de los 

ratones mMGL +/+ tienen un porcentaje significativamente mayor de la expresión de 

IL4-R.  

 

 

 

 
 

 

Fig. 23. Citometría de flujo para determinar la expresión de IL4-R. La figura muestra 

un índice de fluorescencia significativamente mayor en las células provenientes de 

los ratones mMGL -/-, comparado con la expresión de IL4-R en las células 

provenientes de los ratones mMGL +/+. La imagen de color morado representa al 

isotipo y las de color la fluorescencia media de expresión de las moléculas. 

Promedio de dos ratones. 

 

 

 



 

Determinación de INF�-R. El receptor para INF-ɣ está formado por dos 

polipéptidos estructurales homólogos que pertenecen a la familia del receptor de 

citocinas tipo II, denominado IFNɣ-R1 e IFNɣ-R2. El interferon se une a IFNɣ-R1 e 

IFNɣ-R2 e induce su heterodimerización, y éstas moléculas se asocian a las cinasas 

Jak1 y Jak2 respectivamente1, las cuales inician la cascada de señalización 

intracelular que llevan a la célula a responder a ésta citocina. 

 

En la figura 24 se observa que las células provenientes de ratones mMGL -/- 

expresaron un índice medio de fluorescencia  mayor que las células provenientes de 

los ratones mMGL +/+; aunque el porcentaje de expresión de IFNɣ-R es mayor en 

las células provenientes de los ratones mMGL +/+ comparado con las células 

provenientes de los ratones mMGL -/-. Esto significa que un número 

significativamente mayor de células provenientes de los ratones mMGL -/- expresan 

este receptor, aunque las células provenientes de los ratones mMGL +/+ lo expresan 

con mayor intensidad. 
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Fig  24. Citometría de flujo para identificar IFNɣ-R en la membrana de macrófagos. 

La figura muestra mayor índice medio de fluorescencia en las células provenientes 

de los ratones mMGL -/-; aunque el porcentaje de expresión es mayor en el grupo de 

células provenientes de los ratones mMGL +/+, esto coincide con una respuesta de 

tipo TH1 mayor en el gro de animales silvestres. La imagen de color morado 

representa al isotipo y las de color la fluorescencia media de expresión de las 

moléculas. Promedio de dos ratones. 



 

DISCUSIÓN. 

 

La capacidad de los helmintos parásitos para modular la respuesta  inmune sustenta 

su longevidad en el hospedero mamífero. En consecuencia existe un gran interés en 

la comprensión de las bases moleculares de la inmunomodulación generada por 

helmintos y sus productos derivados. La extraordinaria variedad de los ciclos de vida  

de éstos parásitos,  las estrategias de transmisión y los nichos fisiológicos se reflejan 

en la variedad de actividades inmunoreguladoras observadas  en las tres categorías 

taxonómicas (nemátodos, tremátodos y céstodos) que componen la agrupación de 

los helmintos. Los estudios realizados han revelado algunas de los  mecanismos en 

que los helmintos pueden disminuir la inmunidad del hospedero y la inmunopatología 

que puede derivarse de una mala regulación de la respuesta inmune ante la 

infección. Una característica clave es que la supresión inmune depende de 

helmintos parásitos vivos, como se muestra in vivo por la recuperación de la 

capacidad de respuesta después de la quimioterapia curativa,  así como por los 

efectos reguladores de parásitos vivos in Vitro. Por lo tanto, hay un enfoque 

particular en mediadores liberados por los parásitos vivos y el análisis de cómo estos 

productos, en total y en los componentes individuales, pueden ser responsables de 

la capacidad de los helmintos para modular al sistema inmune del hospedero 19.  

 

Previamente nuestro grupo ha reportado que los azúcares presentes en el antígeno 

total de Taenia crassiceps son determinantes para reclutar una población de células 

mieloides con actividad supresora sobre linfocitos T, sin embargo el papel que tienen 

los carbohidratos en la infección con Taenia crassiceps ha sido poco estudiado, 

aunque recientemente se ha identificado a las moléculas MGL 1 y MGL 2 sobre-

expresadas en macrófagos alternativamente activados en animales infectados con 

éste céstodo. 

 

Se ha propuesto  que los carbohidratos tipo Lewis X presentes en la superficie de la 

membrana celular  de algunos helmintos son capaces de modular la respuesta 

inmune hacia un tipo TH2 17.  Por ejemplo, se ha observado que el SEA de 

Schistosoma mansoni  así como la molécula ES-62 de Acanthocheilonema vitae  

están altamente glicosilados lo cual sugiere una importante participación de los 



 

azucares durante el  proceso de polarización de la respuesta inmune hacia un perfil 

Th2 inducida por tales antígenos. 

 

La interacción temprana entre antígenos glicosilados de helmintos y sus efectos 

sobre la susceptibilidad en el hospedero han sido poco estudiados. Por esta razón 

en este trabajo se comparó el curso de la infección en presencia y ausencia de la 

molécula mMGL que se sabe reconoce estructuras tipo Lewis X y N-

acetilgalactosamina 17, 25. Lo primero que observamos es que en ausencia de MGL la 

carga parasitaria fue 8 veces más alta comparada con aquella de los ratones que 

tienen el gen funcional de MGL, denotando así un importante papel de esta lectina 

en la resistencia a Taenia crassiceps.  Este hallazgo es interesante debido a que 

sólo existía un trabajo previo donde se había probado la ausencia de una lectina 

(receptor de manosa) en respuesta al helminto nemátodo Trichuris muris en donde 

no se  observó ningún cambio significativo en la susceptibilidad a la infección. De 

modo que éste es uno de los primeros reportes donde se aprecia  la importancia del 

reconocimiento temprano de carbohidratos parasitarios para aparentemente generar 

una respuesta protectora 12. 

 

Cuando se analizó la respuesta  respuesta inmune de éstos animales  observamos 

que en ausencia de mMGL  (mMGL -/-) predomina una respuesta tipo TH2, ya que se 

encontraron  mayores niveles de IgE e IL-4,  factores asociados a la respuesta tipo 

TH2. Esto último es consistente con el hecho de que se ha reportado que en el caso 

de Taenia crassiceps el paso de la respuesta TH 1 temprana hacia TH2 es crucial 

para que este parásito prolifere 38, 41. En los tiempos indicados se obtuvieron Mø 

adherentes de la cavidad peritoneal para analizar el estado de activación que esta 

población presentaba. Tales  células adherentes obtenidas de animales mMGL -/- 

sobre expresan los genes asociados a una activación alternativa de macrófagos y 

que previamente hemos observado únicamente en la cepa de ratones susceptible 38 

a T. crassiceps, , mientras que las células obtenidas de los ratones mMGL +/+ no 

presentaron este estado de activación. Confirmando así el hallazgo previo de que 

únicamente los organismos en los cuales crece en grandes cantidades Taenia 

crassiceps presentan esta subpoblación de Mo. 

 



 

Por RT-PCR se observó que las células provenientes de ratones mMGL-/- 

desarrollan una activación alternativa de macrófagos antes que las células 

provenientes del grupo mMGL +/+, lo que se asocia a mayor susceptibilidad frente a 

Taenia crassiceps. Esta observación está en franco contraste de lo observado en la 

infección por H. polygyrus y N.brasiliensis  donde se ha reportado que los 

macrófagos alternativamente activados (MøaA) ayudan de una manera importante a 

expeler  al gusano intestinal 19, 37. Aquí nosotros observamos que los ratones que 

presentaban MøaA alojaron una mayor carga parasitaria.  Probablemente esta 

diferencia se deba al sitio donde residen los parásitos, ya que en las parasitosis 

intestinales la respuesta TH2 ayuda a la eliminación del parásito; y en nuestro 

modelo de trabajo, parasitosis en la cavidad peritoneal, la respuesta de tipo TH2 

favorece el establecimiento de la parasitosis en tiempos crónicos. Entonces estos 

datos en conjunto sugieren que Taenia crassiceps posee ligandos para mMGL 1 que  

como resultado podrían enviar una señal pro-inflamatoria en los Mø, por lo tanto al 

estar ausente esta molécula los Mø no reciben dicha señal ocasionando que 

adquieran el fenotipo de activación alternativa. 

 

Lo poco que se sabe del papel de mMGL en infecciones por helmintos viene del 

trabajo de Brombacher et al 25, quienes identificaron a los MGL como marcadores 

moleculares en macrófagos alternativamente activados ya que documentaron que la 

expresión de dos miembros de genes de la familia de las lectinas tipo-C (mMGL 1 y 

mMGL 2) es inducida en diversas poblaciones de macrófagos alternativamente 

activados, incluyendo macrófagos peritoneales obtenidos en infecciones con 

Trypanosoma brucei brucei o el helminto Taenia crassiceps y macrófagos alveolares 

obtenidos de una modelo de asma alérgica. Estos autores también demostraron que 

IL-4 e IL-13 regulan la alta la expresión de mMGL 1 y mMGL 2; así como de que  

mMGL 2 es dependiente de la señalización del receptor de IL-4, lo que también 

sucede en monocitos humanos 22, 36. 

 

Con el objetivo de conocer como se presentó la respuesta TH1 se determinó la   

secreción de IFN-γ en linfocitos de bazo estimulados con antígeno específico de 

Taenia crassiceps,  donde observamos una clara tendencia de aumentar la 

producción de IFN-γ desde el inicio de la infección en ambos grupos de animales, 

pero significativamente mayor en las células provenientes de ratones mMGL +/+, lo 



 

que coincide con menor número de parásitos en este grupo de ratones, confirmando 

así que la presencia de mMGL se asocia a una alta producción de citocinas TH1. 

 

En la determinación de IL-12 observamos que en ambos grupos de ratones se 

presenta una clara tendencia de disminución de esta citocina conforme avanza el 

tiempo de infección, lo que es más claro en el grupo de ratones mMGL  -/-, a pesar 

de ser estimuladas con LPS+IFN-γ; esto representa una disminución en la respuesta 

de los macrófagos a estímulos inflamatorios como LPS e IFN-γ. 

 

La determinación de IL-4R otra molécula asociada a activación alternativa de 

macrófagos, mostró que las células peritoneales F4/80+ provenientes de ratones 

mMGL-/- presentan mayor expresión de este receptor comparado con las 

provenientes de ratones mMGL +/+. 

 

Otros datos importantes que encontramos fueron una mayor expresión de PDL-1 y 

PDL-2 en ratones mMGL -/-, lo que nos sugiere un potencial supresor en los 

macrófagos provenientes de este grupo de ratones, ya que se ha demostrado en 

Taenia crassiceps que la interacción de PD-1 expresado en células T, con los 

ligandos PDL-1 y PDL-2 puede inducir una señal inhibidora 48, por lo tanto en 

ausencia de mMGL los Mø con potencial supresor predominan. 

 

Como se comprobó en otra investigación de nuestro grupo de trabajo, ratones 

resistentes a la infección montan una fuerte respuesta TH1 con niveles altos de 

IgG2a e IFN-γ, incremento de la transcripción de TNF-α y oxido nítrico sintasa, y 

controlan eficientemente la infección por Taenia crassiceps. Mientras que ratones 

hembra del mismo fondo genético, STAT6 -/-  que recibieron L- NAME (nitro-D-

arginina metil ester) montaron una respuesta inmune similar pero con baja 

transcripción de iNOS, por lo tanto con bajos niveles de oxido nítrico  y tuvieron 

significativamente una mayor carga parasitaria.  Lo que sugiere que los Mø 

activados y la producción de NO son mecanismos efectores que contribuyen a que 

el huésped sea resistente a la infección con Taenia crassiceps  fenómeno que no se 

encontró en el  grupo ratones mMGL -/-. 

 



 

En resumen nuestros datos sugieren que la molécula mMGL es importante en el 

reconocimiento temprano de T. crassiceps y que su interacción con antígenos del 

parásito podrían enviar una señal de activación en células asociadas a la respuesta 

inmune innata que a su vez activa una mejor respuesta inmunológica contra éste 

parásito. Estos mecanismos merecen estudios más profundos y detallados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

CONCLUSIONES. 

 

 

 

En conjunto los datos obtenidos nos sugieren que: 

 

 

• Los ratones mMGL -/- son más susceptibles a la infección por Taenia 

crassiceps.  

 

 

• La susceptibilidad establecida en los ratones mMGL -/- se debe a que su 

respuesta de tipo TH2 es mayor que la respuesta de tipo TH1. 

 

 

• La ausencia de mMGL favorece una respuesta TH2. 

 

 

 

• Los macrófagos provenientes de ratones mMGL -/- expresan marcadores de 

activación alternativa en etapas crónicas de la infección, por lo tanto mMGL 

no es necesaria para la inducción de macrófagos alternativamente activados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

PROPUESTA. 

 

 

 

•  La molécula MGL podría reconocer antígenos glicosilados de T. crassiceps 

que disparan una respuesta protectora contra la infección por este parásito. 
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