
 
Estudio de la función inmunomoduladora de 

los eosinófilos durante la infección por F. 

hepatica 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Lic. Sofía Frigerio Liddle 

Maestría en Ciencias Biológicas 

PEDECIBA Biología 
 

Orientadora: Dra. Teresa Freire 
 
 

Facultad de Medicina 

Universidad de la República 

Montevideo, Uruguay 

Marzo 2020 



 



Agradecimientos 

 
En primer lugar, me gustaría agradecer a Teresa por su orientación, comprensión y 

dedicación de todos estos años. Gracias por siempre motivarme y estar ahí para cualquier 

duda o pregunta, y por aconsejarme para decidir el camino a seguir. Muchas gracias por 

escucharme y por tu paciencia, especialmente en este último año algo difícil. Gracias por 

dedicar tu tiempo a analizar conmigo resultados y posibles experimentos para mejorar el 

trabajo. De verdad agradezco el hecho de que siempre estés ahí y tengas una palabra para 

cada uno de nosotros. 

 
También quiero agradecer a mis compañeros y amigos del laboratorio; Flor, Vale, Santi, 

Moni, Meche, Nati y Pablo. Gracias por hacer divertidos los días en el laboratorio, y 

también por siempre prestar su ayuda cuando se necesitaba, y apoyarme en momentos 

difíciles. 

 
Gracias, también, a Steffen Härtel y Jorge Toledo del Laboratorio de Análisis de Imágenes 

Científicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Muchas gracias por 

recibirme en su laboratorio, y por su excelente disposición para enseñarme nuevas 

técnicas así como el funcionamiento de los equipos. Gracias también a todos los demás 

integrantes del laboratorio, ya que todos me enseñaron algo. 

 
A Paula de la plataforma UBC Pasteur y Mariana de Biofísica (Facultad de Medicina). Les 

agradezco su buena disposición cuando fue necesario quedarse muchas horas sorteando 

células o adquiriendo imágenes. 

 
A Pablo Liddle, por sus consejos científicos y por siempre apoyarme y orientarme en 

momentos de duda. 

 
Por último, pero no menos importante, les agradezco a las agencias que financiaron este 

trabajo así como la pasantía que se realizó durante el mismo: Comisión Académica de 

Posgrado (CAP) y Programa de Desarrollo de las Ciencias Básicas (PEDECIBA). 



Resumen 

 
Los eosinófilos, leucocitos clasificados como granulocitos, participan en diferentes patologías, 

principalmente en las infecciones por parásitos multicelulares y en las reacciones de 

hipersensibilidad. Sin embargo, recientemente se le han adjudicado nuevas funciones, como la 

reparación de tejidos, regulación del metabolismo de la glucosa en el tejido adiposo, o 

supresión de las respuestas de tipo Th1 y Th17. En el contexto de una infección helmíntica, en 

algunos casos los eosinófilos contribuyen a la inducción de respuestas efectivas, aunque en 

otras se desconoce su participación. En este trabajo, abordamos el estudio de la capacidad 

inmunomoduladora de los eosinófilos durante la infección por Fasciola hepatica, un trematodo 

que causa importantes pérdidas económicas en la producción pecuaria de nuestro país. 

Encontramos que hay un considerable reclutamiento de eosinófilos en el hígado de ratones 

infectados (30%) así como en la cavidad peritoneal (50%). El reclutamiento de estas células, 

definidas como Siglec-F+ F4/80int, aumenta con la gravedad de la infección. Los eosinófilos 

presentes en el PEC e hígado de animales infectados fueron caracterizados, y se observó que 

los mismos expresan altos niveles de Siglec-F, CCR3, Ly6G, CD11b, Sirp-α, CD44 y CD162. 

Observamos una expresión diferencial de algunos de estos marcadores en eosinófilos 

hepáticos con respecto a eosinófilos del PEC, expresando los primeros mayores niveles de 

Ly6G, CD11b, CD44 y CD162, lo cual se asocia con un mayor estado de activación. En este 

trabajo también investigamos posibles mecanismos efectores que los eosinófilos podrían estar 

realizando durante la infección por F. hepatica. Encontramos que los eosinófilos del PEC de 

animales infectados poseen una mayor expresión de ROS, y que BM-Eos degranulan en 

presencia de suero de animales infectados y extracto parasitario (FhTE), sugiriendo un posible 

mecanismo de ADCC. Para detectar la influencia de los eosinófilos en la respuesta inmune 

adaptativa, realizamos una depleción de las células Siglec-F+ en animales infectados. Nuestros 

resultados muestran que los eosinófilos contribuyen a la inducción de una respuesta inmune 

adaptativa más efectiva contra F. hepatica, dado que su depleción se asoció con mayor daño 

hepático. Por otro lado, los animales infectados y depletados de eosinófilos presentaron  

mayor frecuencia de linfocitos T reguladores productores de IL-10 en el hígado y esplenocitos 

estimulados con antígenos parasitarios produjeron mayores niveles de IL-10 y menores de IL-4 

e IL-5. La inmunidad humoral se vio también afectada en los animales depletados de 

eosinófilos, los cuales presentaron un aumento en los anticuerpos IgG e IgG1. Por otra parte, 

evaluamos la capacidad de los eosinófilos de regular la respuesta T in vitro. Observamos que 

eosinófilos de animales infectados inhiben la proliferación de linfocitos T CD4+ y CD8+. Sin 

embargo, no se observaron cambios en el porcentaje de linfocitos T al depletar a los 

eosinófilos, indicando que los mismos no controlan la proliferación in vivo de los linfocitos T 

durante la infección parasitaria. En resumen, en este trabajo se evidenció que los eosinófilos 

poseen un rol inmunomodulador en la infección por Fasciola hepatica, afectando la inducción 

de la inmunidad adaptativa, tanto a nivel celular como humoral. 
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Tabla 1.1. Principales helmintiasis: prevalencia mundial y distribución. Extraído y modificado de (1). 

1- Introducción 

Fasciola hepatica y fasciolosis 

Generalidades sobre los parásitos helmintos 
 

Los helmintos son animales invertebrados que constituyen un amplio grupo no taxonómico de 

organismos (1). Pueden clasificarse en dos grandes grupos: nematodes o gusanos redondos y 

platelmintos o gusanos planos. Estos últimos pueden a su vez clasificarse en trematodes o 

cestodes (2). Los hospederos definitivos e intermediarios de los helmintos son muy diversos, y 

pueden ir desde mamíferos hasta aves, reptiles, moluscos o artrópodos (3). El sitio de infección 

puede variar en gran medida dependiendo del helminto. Por ejemplo, algunos nematodos de 

la especie Filaria se alojan y pueden obstruir los vasos linfáticos, mientras que otros como 

Trichuris trichiura residen en el epitelio. También pueden residir en el hígado o los ductos 

biliares como Fasciola (4). 
 

Gran parte de la población mundial se encuentra infectada por alguna especie de parásito 

helminto, de hecho el 24 % de la población mundial (5). En particular, se estima que un tercio 

de las 3 mil millones de personas que viven en las regiones en desarrollo del África sub- 

sahariana, Asia y las Américas se encuentran infectadas con una o más especies de helminto 

(6). La mayoría de las infecciones se dan por nematodos como Ascaris lumbricoides, T. trichiura 

o Necator americanus (4) (Tabla 1.1). 

 
 

 
Tabla 1.1. Principales helmintiasis: prevalencia mundial y distribución. Extraído y modificado de (2). 

 

 
 

Se ha observado que en comparación con cualquier grupo etario, los niños en edad pre- 

escolar, escolar y adolescentes presentan un mayor riesgo de infección por gusanos 

intestinales. Como consecuencia de dicha infección se ha registrado un retardo en el 
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crecimiento, así como también una disminución en la memoria y en la capacidad de 

razonamiento (2). 

Además del gran impacto en la población humana, las infecciones por helmintos también 

afectan enormemente a animales de producción como el ganado bovino, ovino y caprino. Este 

hecho lleva a la pérdida de grandes sumas de dinero, influyendo directamente en la economía 

a nivel mundial (7). A pesar del demostrado impacto que poseen los parásitos helmintos tanto 

en la salud humana como animal, no se ha invertido lo necesario para la investigación y el 

desarrollo de tratamientos para las helmintiasis. Como dichas infecciones han sido relegadas, 

se las conoce actualmente como “enfermedades tropicales desatendidas” (2). 

 
 

Fasciolosis 
 

La fasciolosis es una enfermedad zoonótica causada por los gusanos trematodes del género 

Fasciola, como Fasciola hepatica y Fasciola gigantica (8). Dichas especies presentan una 

distribución diferencial. Mientras que F. hepatica puede ser encontrada en zonas templadas 

como Australia, Europa, las Américas y el este de África, F. gigantica reside en regiones 

tropicales (sudeste asiático, India y África medio este y sub-sahariana) (7) (Figura 1.1). 

 

Figura 1.1.Distribución mundial de F.hepatica y F. gigantica, parásitos causantes de la fasciolosis. 

Extraído y modificado de (3). 

 

La fasciolosis puede afectar a todos los animales mamíferos, pero se da en forma 

predominante en los rumiantes (bovinos, ovinos y caprinos) y también en el ser humano. Las 

infecciones por F. hepatica y F. gigantica causan enormes pérdidas económicas a nivel 

mundial, específicamente de alrededor de 3 mil millones de dólares al año (9). Sin embargo, 

existe cierta dificultad a la hora de cuantificar las pérdidas de dinero, debido a que en 

ocasiones las infecciones no son reportadas, o los métodos diagnósticos no resultan  

confiables. 
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Las pérdidas económicas se ven reflejadas en una disminución en la producción de carne,  

leche y lana y en una reducción de la fertilidad. Esto incluye además el costo de las drogas 

utilizadas para combatir la fasciolosis y las infecciones secundarias que se originan por la 

infección con el parásito (7). 
 

La fasciolosis en humanos ya fue declarada por la Organización Mundial de la Salud como una 

enfermedad tropical desatendida, estimándose que existen aproximadamente 17 millones de 

personas infectadas y 180 millones en riesgo de infección, mayormente en Sudamérica y África 

(10). En Sudamérica, la enfermedad se declaró endémica en Bolivia, Perú y Ecuador, con una 

alta prevalencia dentro de la población indígena Aymara (11). Sin embargo, la prevalencia de 

fasciolosis en humanos es subestimada, debido por un lado a la falta de seguimiento o 

encuestas epidemiológicas en áreas endémicas, y por otro a que alrededor del 50% de las 

infecciones por Fasciola son asintomáticas, resultando difíciles de diagnosticar (10). 
 

Los mayores síntomas de la fasciolosis se correlacionan con el momento en el cual el gusano 

juvenil atraviesa la pared del intestino delgado, migra a través de la cavidad abdominal y 

finalmente invade el hígado y los ductos biliares. Importantes características clínicas de esta 

infección son lesiones hepáticas, fibrosis, inflamación crónica y obstrucción de los ductos 

biliares. Algunos de los síntomas más importantes de la fasciolosis son fiebre, dolor abdominal, 

urticaria, hepatomegalia, esplenomegalia y anemia, entre otros (12). 

 
 

Fasciolosis en Uruguay 
 

La fasciolosis en nuestro país posee una alta prevalencia en el ganado ovino y bovino y se 

focaliza preferentemente en áreas reducidas de establecimientos agropecuarios. En dichos 

establecimientos, la prevalencia de F. hepatica es siempre superior en bovinos, ya que los 

mismos tienden a pastorear en áreas más húmedas y bajas que el ovino (13). En cuanto a la 

prevalencia, estudios realizados por la Facultad de Veterinaria revelaron que de 40 

establecimientos agropecuarios de la zona norte y este del país, un 62,5% tenía presencia de F. 

hepatica (14). 

Al igual que a nivel mundial, F. hepatica también causa grandes pérdidas económicas para 

nuestro país. Uno de los ejemplos más significativos es el decomiso de hígados. Se estima que 

en la década del 70 un 52% de los hígados eran decomisados. Otro llevado a cabo en el año 

2001 por el Instituto Nacional de Investigación Agropecuaria (INIA), el Instituto Nacional de 

Carnes (INAC) y la Universidad de Colorado (Estados Unidos) informó que a nivel de bovinos 

hay un 50% de decomisos de hígados, si bien no se especificaron las causas de dicho decomiso. 

El estudio de ovinos arrojó que el 63% de los hígados fueron decomisados, y que se había 

detectado F. hepatica en un 19% de los mismos. 
 

Más recientemente, se llevaron a cabo estudios serológicos en Salto donde el 67% de los 

bovinos testeados resultaron positivos para la infección por F. hepatica, con la prevalencia más 

alta en la raza Angus y los menores de 2 años (15). 
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Agente causal y Ciclo de Vida 
 

F. hepatica es un parásito platelminto trematodo, perteneciente a la subclase Digenea. Posee 

una forma característica lanceolada aplanada, (Figura 1.2), además de dos ventosas, una bucal 

u oral y otra ventral. 

 
 
 

Figura 1.2. Estructura y morfología de un gusano adulto de F. 

hepatica. A la izquierda se muestra un esquema de la estructura de F. 

hepatica y a la derecha una fotografía del gusano adulto. Extraído y 

modificado dewww.ecured.cu/Fasciola_hepatica. 

 
 

El estado adulto del gusano presenta una forma plana sin segmentos de 2 a 3,5 cm de largo y 

de 1 a 1,5 cm de ancho. El tegumento del adulto es de gran importancia en este parásito ya 

que constituye la frontera con el medio ambiente. El mismo es plegado e invaginado y 

presenta espinas que le permiten aumentar la superficie de absorción e intercambio con el 

hospedero definitivo (16). El adulto posee además un intestino incompleto formado por la 

cavidad bucal, faringe y esófago. Este último se bifurca formando dos ramas laterales que 

continúan hacia la parte posterior del parásito y terminan en los ciegos intestinales. F. hepatica 

es un parásito hermafrodita con un útero corto y ovarios situados en posición anterior con 

respecto a los testículos. 
 

En semejanza con otros parásitos helmintos, F. hepatica posee un ciclo de vida complejo y 

heteroxeno que necesita de un hospedero definitivo y otro intermediario (Figura 1.3). El 

hospedero definitivo lo constituyen los mamíferos herbívoros o el hombre, mientras que los 

intermediarios pueden ser algunas especies de caracoles de agua dulce, del género Lymnaea 

(18). En Uruguay, el principal caracol que actúa como hospedero intermediario es el 

denominado Lymnaea viatrix. Los caracoles que pertenecen a este género son anfibios que 

viven y se desarrollan en aguas poco profundas, como orillas de manantiales, tajamares y 

cañadas de corriente suave (15). El ganado bovino y ovino por lo general pastorea en estos 

ambientes, siendo este el motivo por el cual presentan niveles tan altos de infección por F. 

hepatica. 

http://www.ecured.cu/Fasciola_hepatica
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El gusano adulto se aloja en los ductos biliares del hospedero definitivo. Una vez allí, el 

parásito puede producir una gran cantidad de huevos (20.000 a 24.000 por gusano por día). 

Los mismos entran al duodeno con la bilis y son expulsados en las heces (17). Estos huevos, sin 

embargo, no se encuentran embrionados. Maduran luego de 9 a 15 días cuando se encuentran 

en un ambiente húmedo de entre 22° C a 25° C (15). 
 

Cuando se reúnen las condiciones favorables de temperatura, humedad y presión de oxígeno, 

luego de 2 a 3 semanas se desarrolla un miracidio ciliado dentro del huevo. Dicho miracidio 

logra emerger del huevo por medio de enzimas que degradan y desprenden el opérculo del 

huevo. Una vez que logran eclosionar del mismo, nadan libremente mediante movimientos 

estimulados por la luz solar. Además, poseen un sistema de fototropismo y por eso cuentan 

con estructuras oculares. Este punto es crítico en el ciclo, ya que el miracidio cuenta con 24 

horas para encontrar a su hospedero intermediario. De lo contrario, el ciclo no continúa (18). 

 
 

 

 

Figura 1.3. Ciclo de vida del parásito F. hepatica. El mismo requiere de dos tipos de 

hospederos, el intermediario (caracoles de agua dulce del género Lymnaea) y el 

definitivo (bovinos, ovinos o el hombre). Una vez que los huevos maduran eliminan una 

larva llamada miracidio que infectará al caracol. Dentro del caracol la larva pasará por 

varios estadios hasta emerger como cercaria, la cual luego madura hasta el estadio de 

metacercaria que es capaz de infectar al hospedero definitivo. Extraído de 

www.animalandia.educa.madrid.org/ficha.php?id=79. 

 
 
 
 

Si el miracidio encuentra a su hospedero intermediario perfora sus células epiteliales mediante 

enzimas degradativas e ingresa en el mismo. Posteriormente, el miracidio pierde su cubierta 

ciliada y forma un esporocisto, que consiste en una masa de células germinales. Cada una de 

estas células germinales es capaz de multiplicarse y formar una redia, que son liberadas en el 

http://www.animalandia.educa.madrid.org/ficha.php?id=79
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hígado del caracol. La redia también posee células germinales que se multiplican y producen el 

estadio larvario final, la cercaria (18). Todo este período lleva de 5 a 6 semanas (15). 

Las cercarias tienen la particularidad de poseer una larga cola con la cual pueden nadar. De 

esta manera, la cercaria totalmente desarrollada deja el caracol y nada libremente en el agua 

por un periodo de pocos minutos a horas, fijándose en plantas acuáticas. Seguidamente a la 

fijación, la cercaria pierde la cola y se enquista, formando una metacercaria (18). 
 

El hospedero definitivo se infecta al ingerir una o más metacercarias. Cuando son ingeridas, la 

parte del quiste de la metacercaria es ingerida en el intestino delgado y los gusanos que 

emergen, llamados juveniles, penetran la pared del intestino delgado y se desplazan hacia la 

cavidad abdominal en alrededor de 2 horas. Luego atraviesan el espacio peritoneal y alcanzan 

el hígado dentro de 4 a 6 días. Los juveniles migran por el parénquima del hígado donde 

permanecen 5 semanas, causando hemorragia, inflamación y fibrosis. Finalmente, alcanzan los 

ductos biliares donde se vuelven sexualmente maduros y comienzan a depositar los huevos 

(18). 

 
 

Control y tratamiento 
 

La estrategia más importante que se utiliza actualmente para tratar la enfermedad consiste en 

emplear drogas anti-helmínticas fasciolicidas. De esta forma se disminuye también la 

contaminación de las pasturas con huevos (12). Aunque los fármacos utilizados son efectivos, 

no evitan el daño hepático y los animales no desarrollan inmunidad protectora, por lo que se 

infectan nuevamente (19). En la actualidad se utilizan varios anti-helmínticos, con diferentes 

espectros de acción y efectividad. Uno de los más empleados, sobre todo en Europa y Estados 

Unidos, es el Triclabendazole, ya que tiene un amplio espectro de acción (sirve tanto para 

juveniles como para adultos) y además presenta una alta efectividad (15). El problema con  

este tratamiento es que el parásito genera resistencia a la droga, tornando ineficaz el 

tratamiento (19). 
 

Teniendo en cuenta esta situación, resulta de interés la producción de una vacuna que genere 

inmunidad protectora contra la infección. En primer lugar, porque evitaría la administración 

continua de anti-helmínticos, ahorrando tiempo y dinero. Además, los residuos químicos de los 

anti-helmínticos pueden aparecer en productos como la carne y la leche, generando también 

pérdidas económicas al provocar el rechazo de los consumidores (20). 
 

Uno de los grandes problemas que existen al producir una vacuna contra la fasciolosis es que 

los parásitos helmintos establecen infecciones crónicas de larga duración y además generan 

una desregulación del sistema inmune del hospedero. Hasta el momento, se ha estudiado 

extracto de parásito, así como antígenos individuales como posibles candidatos vaccinales, 

como la catepsina L o B y moléculas de unión a ácidos grasos (11). Sin embargo no existe 

ninguna vacuna comercial aprobada hasta el momento. 
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Sistema inmune 

Características generales 
 

El sistema inmune es un conjunto de células y moléculas efectoras encargadas de defender al 

organismo de diferentes agentes infecciosos, de la eliminación y renovación del tejido muerto 

o dañado, de la regulación de la respuesta inmune en diferentes situaciones, entre otras 

funciones (21). Su característica fundamental es su capacidad de diferenciar entre las células 

propias del organismo y estructuras o moléculas ajenas, y así desencadenar un proceso que se 

conoce como respuesta inmune. Esta respuesta es muy eficaz, ya que la mayoría de las veces 

no se desarrollan infecciones clínicamente evidentes, aun cuando existe una constante 

exposición a agentes patógenos (21). 
 

El sistema inmune puede dividirse en dos grandes ramas, inmunidad innata e inmunidad 

adaptativa. La inmunidad innata representa la primera línea de defensa frente a los 

organismos patógenos y se compone de un conjunto de células y moléculas que ya se 

encontraban instauradas incluso antes de que se haya contraído la infección, y por lo tanto se 

encuentran prontas para actuar. Sus principales componentes son: 
 

- Barreras físicas y químicas, como los epitelios y péptidos antimicrobianos. 

- Fagocitos (macrófagos, neutrófilos). 

- Células linfoides innatas (ILCs, del inglés innate lymphoid cells) de tipo 1, 2 y 3. 

- Granulocitos (neutrófilos, eosinófilos, basófilos). 

- Proteínas sanguíneas (sistema del complemento, proteínas de la cascada de la 

coagulación, entre otras). 

- Un grupo de proteínas llamadas citoquinas. 

- Células dendríticas (DCs, del inglés dendritic cells). 
 

A diferencia de la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa aumenta su capacidad defensiva 

con cada exposición al mismo microorganismo. Su nombre refiere al hecho de que aparece en 

reacción a una infección y se adapta a ella (22). 
 

Los componentes principales de la inmunidad adaptativa son los linfocitos T y B. Dichas células 

reconocen los antígenos de los patógenos y responden específicamente a ellos. Los linfocitos B 

reconocen antígenos extracelulares y luego se diferencian a células plasmáticas, las cuales se 

especializan en la producción de anticuerpos. Los linfocitos T reconocen antígenos peptídicos 

lineales, presentados en una molécula del MHC (del inglés molecular histocompatibility 

complex) en la superficie de una célula presentadora de antígeno (APC, del inglés antigen 

presenting cell). Dependiendo de qué tipo de patógeno se trate, el linfocito T se diferenciará a 

un determinado subtipo efector, que va a producir cierto tipo de citoquina. Las citoquinas 

tienen variadas funciones muy importantes para el correcto control y eliminación del 

patógeno. Los linfocitos T se diferencian a cooperadores (CD4+) y citotóxicos (LTC, CD8+) (22). 
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Activación de linfocitos T cooperadores y diferenciación hacia subtipos efectores 
 

En una primera instancia, las DCs reconocen estructuras de patógenos que no están presentes 

en las células del huésped. Estas estructuras se conocen como patrones moleculares asociados 

a patógenos (PAMPs, del inglés pathogen-associated molecular patterns). El reconocimiento  

de los PAMPs se da por receptores llamados receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, 

del inglés pattern-recognition receptors), que pueden encontrarse en la membrana plasmática 

de la DC, en su membrana endosomal o en el citosol. También pueden ser secretados. La 

familia de PRRs más estudiada en la DC son los receptores de tipo Toll (TLR, del inglés Toll-like 

receptor) (22). Sin embargo, existen otro tipo de receptores que han cobrado gran interés en la 

investigación actual como los receptores lectina de tipo C (CLRs, C-lectin receptors), los de tipo 

NOD (NLR, Nod-like receptor) o los de tipo RIG (RLR, Rig-like receptor) que reconocen 

diferentes estructuras moleculares provenientes de patógenos (23, 24). 
 

Una vez que el PAMP es reconocido, las DCs maduran, lo que consiste en su activación y 

migración desde el sitio donde reconocieron el PAMP hasta los órganos linfáticos secundarios, 

donde completan su maduración. La molécula microbiana reconocida sufre un proceso de 

proteólisis mediante el cual terminan generándose péptidos lineales de tamaño variable, que 

se unirán a moléculas del MHC de clase I y II, dependiendo de que la molécula patógena sea 

intracelular o extracelular, respectivamente. También pueden presentarse moléculas 

patógenas extracelulares en moléculas del MHC de clase I por un proceso conocido como 

presentación cruzada (25). 
 

Todas las células nucleadas pueden expresar péptidos de patógenos unidos a moléculas del 

MHC de clase I, mientras que solo las APC pueden presentar péptidos unidos a moléculas del 

MHC de clase II. Esto significa que todas las células nucleadas del organismo pueden responder 

a una infección intracelular por un virus, por ejemplo (25). 
 

En esta instancia, es importante aclarar que existen dos poblaciones de linfocitos T. Una de 

ellas posee la molécula CD4 en su membrana y la otra posee la molécula CD8. Las mismas 

actúan como co-receptores del MHC. Los linfocitos T CD8+ reconocen complejos péptido-MHC 

de clase I y se diferencian a LTCs, que son capaces de matar directamente a células infectadas 

por virus o células tumorales. Los linfocitos T CD4+ reconocen complejos péptido-MHC de clase 

II en la superficie de una APC y se diferencian a diferentes poblaciones efectoras, cada una con 

una determinada función (25). 
 

El tipo de patógeno que invade el organismo va a activar diferentes tipos de receptores de la 

inmunidad innata, los cuales por diferentes vías de señalización determinarán que la célula 

produzca ciertas citoquinas, cuyo perfil decidirá qué tipo de respuesta inmune adaptativa se 

pondrá en marcha, con la consecuente producción de diferentes subtipos efectores de 

linfocitos T cooperadores, que serán adecuados para combatir cierto tipo de infecciones 

(Figura 1.4) (26). 
 

Existen diferentes tipos de linfocitos T cooperadores, basados en el tipo de citoquina que los 

mismos producen. Los primeros subtipos que fueron reportados son los subtipos Th1 y Th2. El 

primero produce esencialmente IFN-γ mientras que los Th2 producen varios tipos de 

citoquinas como IL-4, IL-5 e IL-13. Además de las citoquinas producidas, factores de 
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Figura 1.4. Diferenciación de linfocitos T hacia diferentes subtipos efectores. A 
partir de los linfocitos T CD4

+
 vírgenes se generan diferentes subtipos de linfocitos 

T efectores, según el perfil de citoquinas producido por la DC. Extraído y 
modificado de (28). 

transcripción distinguen la diferenciación de cada subtipo, siendo T-bet el característico para 

las Th1 y GATA-3 el distintivo de las Th2 (27). 

Los linfocitos Th1 son fundamentales para la defensa del huésped contra patógenos 

intracelulares, como virus, protozoarios o bacterias. Además de esto, poseen un rol central en 

la activación de macrófagos a través de la producción de IFN-γ (27). Las células Th2 resultan 

críticas para mediar las respuestas inmunes contra parásitos multicelulares, como los 

helmintos, a través de las citoquinas que ellas producen. Por ejemplo, La IL-4 promueve el 

cambio de isotipo de IgG1 a IgE y la IL-5 colabora con el reclutamiento de eosinófilos. Por su 

parte, la IL-13 estimula el movimiento del músculo liso intestinal. Todas estas acciones 

provocadas por las citoquinas colaboran para la adecuada eliminación del parásito. Los 

linfocitos Th2 también resultan importantes para la respuesta inmune patológica en el asma y 

las alergias (27). 
 

El subtipo Th17 fue descubierto décadas después. Este subtipo de linfocitos resulta importante 

para combatir las infecciones de bacterias y hongos extracelulares, y produce varias citoquinas 

como IL-17, IL-21 e IL-22. Su factor de transcripción característico es RORγt. 

Los linfocitos T reguladores se diferencian a través del factor de transcripción Foxp3. También 

se distinguen por la expresión del receptor de la citoquina IL-2, ya que necesitan de la misma 

para su supervivencia y la producen de forma autócrina. Pueden dividirse en dos grandes 

grupos; derivados del timo y derivados de la periferia. Producen fundamentalmente TGF-β e IL- 

10 y se encuentran implicados en el mantenimiento de la tolerancia así como en el control de 

las respuestas inmunes (27) (Figura 1.4). 
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Respuesta inmune frente a parásitos helmintos 
 

Los parásitos helmintos co-evolucionaron con el sistema inmune de los vertebrados. Esto les 

permitió desarrollar estrategias para sobrevivir dentro del hospedero (29). De hecho, las 

infecciones por estos parásitos representan un gran desafío para el sistema inmune, 

principalmente debido a dos aspectos. El primero refiere al tamaño físico de estos parásitos, 

que hace imposible que puedan ser eliminados mediante un proceso de fagocitosis. Segundo, 

los helmintos tienen la capacidad de producir moléculas supresoras, o que le confieren a los 

leucocitos una función reguladora (30), favoreciendo la sobrevida del parásito. 
 

Frente a una infección por parásitos helmintos la inmunidad innata representa la primera línea 

de defensa. En este sentido, los macrófagos, células vitales para el desarrollo de la respuesta 

inmune innata, poseen un rol importante para la eliminación de estos parásitos, sobre todo en 

las primeras etapas de su desarrollo. A través de sus receptores Fc pueden unirse a  

anticuerpos IgG o IgA en la superficie del parásito y así descargar su contenido lisosomal en un 

proceso conocido como citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC, del inglés antibody- 

dependent celular citotoxicity) (31). Se encuentra reportado que macrófagos de ratas son 

capaces de matar gusanos juveniles recién desenquistados (NEJs, del inglés newly encysted 

juvenile) de F. hepatica, mediante un proceso de ADCC donde participa el óxido nítrico 

producido por los macrófagos (32). 
 

Los eosinófilos participan en la defensa frente a parásitos helmintos a través de la liberación 

del contenido de sus gránulos, los cuales poseen proteínas tóxicas para el parásito. Al igual que 

los macrófagos, el mecanismo principal por el cual liberan su contenido granular es ADCC. 

Además del papel clásico que los eosinófilos poseen en la eliminación de helmintos, en los 

últimos tiempos se le han adjudicado otras funciones como la producción de ciertas citoquinas 

y factores de crecimiento de células plasmáticas, promoviendo la producción de anticuerpos. 

Una gran variedad de citoquinas como IL-4, IL-5, IL-13, TGF-β e IL-10 son producidas por los 

eosinófilos frente una infección por helmintos, modulando la respuesta inmune tanto innata 

como adaptativa (33). Se profundizará más en las funciones de los eosinófilos y el papel de los 

mismos en infecciones helmínticas en secciones siguientes. 
 

Los ILC2s poseen un papel destacado en el desarrollo de la respuesta inmune innata frente a 

parásitos helmintos, particularmente en la mucosa del intestino y los pulmones. Las mismas 

son activadas por IL-33 e IL-25, citoquinas que son producidas localmente en la mucosa luego 

de la infección. Las ILC2s producen IL-13 entre otras citoquinas, la cual induce la hiperplasia de 

células secretoras intestinales, incrementa la producción de mucus por las células caliciformes 

y recluta eosinófilos (34). 
 

La respuesta inmune adaptativa desarrollada contra los parásitos helmintos resulta ser 

predominantemente del tipo Th2. Este tipo de respuesta resulta en la producción de algunas 

citoquinas como IL-5, IL-4 o IL-13. En el caso de algunos helmintos, como F. hepatica, la 

respuesta de tipo Th2 resulta ser en realidad una respuesta de tipo Th2 modificada, que se 

acompaña de la producción de IL-10 y TGF-β, además de la producción de IL-5, IL-4 e IL-13 

(respuesta Th2/Treg). El desarrollo de esta respuesta modula y frena la inflamación, generando 

un ambiente donde los helmintos pueden desarrollarse mientras que al mismo tiempo se 

repara el daño al tejido producido por los mismos helmintos (35). 
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La IL-13, así como la IL-4, que se une tanto al receptor de la IL-4 como de la IL-13, inducen la 

activación del factor de transcripción STAT-6. La IL-4 lleva al cambio de isotipo de anticuerpos 

en los linfocitos B, resultando en la producción de inmunoglobulinas IgG específicas para el 

parásito e IgE. Los macrófagos y los eosinófilos expresan el receptor FcRγ, el cual al 

interaccionar con las IgG que unen antígenos media la activación de estas células. Por otro 

lado, los basófilos, mastocitos y eosinófilos activados expresan el receptor Fc para IgE y son 

activados al unirse a este receptor por un lado, y por otro al reconocer antígenos parasitarios. 

Esta activación provoca la expulsión del contenido de los gránulos, los cuales poseen 

sustancias que son capaces de degradar la pared tisular del parásito (36). 
 

La IL-4 y la IL-13 promueven además la activación alternativa de macrófagos, generando 

macrófagos de tipo M2. Los mismos son muy importantes en una infección por helmintos ya 

que secretan una gran cantidad de compuestos anti-helmínticos que disminuyen la sobrevida 

del parásito (37). También promueven la reparación tisular y el desarrollo de fibrosis. 
 

La capacidad de inducir respuestas Th2/Treg por parte de los helmintos ha quedado 

evidenciada por diferentes estudios que demostraron que la infección por algunos de estos 

parásitos reduce los síntomas de muchas enfermedades autoinmunes y alergias en modelos 

animales (38). Una de las primeras evidencias experimentales fue reportada en ratas 

infectadas por el parásito Symphacia obvelata, el cual mejora los síntomas de la artritis 

inducida por el adyuvante de Freund (39). También se ha visto que la infección por S. mansoni 

disminuye los síntomas de la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) (40). En el caso 

particular de F. hepatica, estudios recientes demostraron que la infección por este parásito 

también disminuye los síntomas de la EAE, mediante un mecanismo TGF-β dependiente (41). 

Otros estudios afirman que la IL-33 también posee un rol importante a la hora de disminuir los 

síntomas de las enfermedades autoinmunes (42). 
 

En resumen, la infección por parásitos helmintos produce una respuesta de tipo Th2/Treg, lo 

que conlleva a un estado tolerogénico y a una inhibición del desarrollo de respuestas de tipo 

Th1 y Th17. Como consecuencia, las infecciones por este tipo de parásitos podrían disminuir 

los síntomas de alergias y enfermedades autoinmunes, pero al mismo tiempo aumentar la 

susceptibilidad a infecciones por patógenos intracelulares y otros patógenos que requieren 

respuestas inmunes del tipo Th1 para su eliminación. 
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Eosinófilos 

Características generales 
 

Los eosinófilos son un tipo de leucocito perteneciente a la categoría de los granulocitos, 

debido a la existencia de gránulos en su citoplasma. Fueron nombrados de esta manera por 

primera vez en 1879 por Paul Ehrlich, dado que sus gránulos se tiñen intensamente con el 

colorante ácido eosina (43), dándole un característico color fucsia. 
 

La proporción de eosinófilos en sangre periférica resulta entre un 1 a un 3% del total de 

leucocitos, en condiciones basales o fisiológicas. Dicho porcentaje es similar en humano y 

ratón. Los eosinófilos humanos son ligeramente más grandes en tamaño que los murinos (12- 

15 μm contra 9-12 μm, respectivamente) y sus gránulos también son un poco mayores, 

empaquetados de manera más densa en el citoplasma (Figura 1.5). El núcleo del eosinófilo 

murino también presenta diferencias en comparación con el humano, siendo multi-lobulado 

en el caso de este último y con forma de anillo o esférico en el ratón (44). 

 

 

 

Figura 1.5. Eosinófilos humanos vs. murinos. 

Ciertas diferencias se observan entre los 

eosinófilos humanos y murinos, teñidos con 

tinción Romanowsky en la imagen, como 

tamaño, densidad de los gránulos o forma del 

núcleo. Extraído de (44). 

 
 
 

Análisis ultraestructurales por microscopía electrónica contribuyeron con un estudio más 

específico de los gránulos de los eosinófilos, pudiendo diferenciar gránulos secundarios y 

primarios. También se identificaron cuerpos lipídicos y diversas poblaciones de pequeñas 

vesículas y túbulos elongados que residen tanto en los eosinófilos maduros como los activados 

(45,46) (Figura 1.6). En dichos cuerpos lipídicos se sintetizan leucotrienos, tromboxano y 

prostaglandinas. Las vesículas, por su parte, estarían cumpliendo un rol en la secreción (47). 
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Los gránulos primarios de los eosinófilos humanos (pero no murinos) contienen cristales de 

Charcot-Leyden (CLC), compuestos por galectina-10 (48). El rol de esta galectina no resulta del 

todo claro, si bien se ha visto que se expresa en los linfocitos Treg CD25+, donde sirve para 

promover la función supresora (49). Los gránulos secundarios están formados por un core 

electrón denso compuesto mayormente por la proteína básica mayor de tipo 1 (MBP-1, del 

inglés Major Basic Protein) y una matriz electrón translúcida compuesta por la proteína 

catiónica del eosinófilo (ECP, del inglés Eosinophil Cationic Protein), la neurotoxina derivada del 

eosinófilo (EDN, del inglés Eosinophil Derived Neurotoxin) y la peroxidasa del eosinófilo (EPO, 

del inglés Eosinophil Peroxidase) (44, 48). Además de proteínas catiónicas, diversos estudios 

realizados en la década de 1990 demostraron que en dichos gránulos específicos es posible 

encontrar gran variedad de citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento (50). Algunas 

de estas citoquinas son TNFα, IL-4, IL-6 IL-13, IFN-γ, IL-10 e IL-12 en eosinófilos humanos (51). 

Se ha visto, además, que los eosinófilos humanos son capaces de generar citoquinas de novo a 

partir de la activación transcripcional, y regular la expresión de estas citoquinas a través de la 

regulación de la estabilidad del ARNm (52). En cuanto a los eosinófilos murinos, también se ha 

comprobado que son fuente de una gran diversidad de citoquinas, como IL-4, IL-6, IL-10, TNFα 

y APRIL (53). Si estas citoquinas ya se encuentran pre-formadas en los gránulos o si existe la 

posibilidad de que se generen de novo, es un aspecto que aún no se encuentra completamente 

caracterizado, como en el caso de los eosinófilos humanos (51). 
 

Figura 1.6. Ultraestructura del eosinófilo humano y murino. A) Eosinófilo humano maduro periférico. Se visualizan los 

gránulos específicos (flechas), múltiples lóbulos nucleares (N) y varios cuerpos lipídicos (flecha). B) Eosinófilo humano 

activado. Se observa un menor número de gránulos específicos, así como un mayor número de mitocondrias. La flecha 

muestra un gránulo específico que liberó todo su contenido de proteínas de la matriz, por lo que solamente queda el 

núcleo electrón denso. C) Eosinófilo murino. Se visualiza el núcleo bilobulado y gran cantidad de gránulos secundarios o 

específicos (flecha), compuestos por un core electrón denso rodeado de una matriz translúcida. Extraído y modificado 

de (45,46). 

 

Las funciones de las proteínas tóxicas presentes en los gránulos secundarios son variadas. 

Tanto en humano como en ratón se identificaron dos genes ortólogos para MBP (MBP-1 y 

MBP-2), siendo la MBP-1 la más abundante en ambas especies (44). Esta proteína resulta 

tóxica para los parásitos helmintos, además de poseer propiedades anti-bacterianas, y regular 

la función de otras células del sistema inmune como mastocitos, neutrófilos y basófilos (54). 

Tanto ECP como EDN son ribonucleasas, ambas miembros de la superfamilia de la ribonucleasa 

A que poseen la habilidad de hidrolizar el ARN (55). Además de la toxicidad hacia helmintos, se 

ha registrado que la ECP es capaz de inhibir la proliferación de linfocitos T y B in vitro, lo que 

indica que esta proteína podría regular la función de estas células in vivo (56). EDN posee 
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propiedades anti-virales, al ser capaz de degradar moléculas de ARN de cadena simple (57). 

Por otro lado, las proteínas ECP y EDN se han identificado en eosinófilos humanos y otros 

primates. Sin embargo, estudios recientes indican que en el ratón también existe una familia 

de genes que codifican para ribonucleasas, llamadas Ear (del inglés Eosinophil-associated 

ribonuclease). Todas las Ear identificadas también son proteínas catiónicas que retienen una 

fuerte actividad ribonucleasa (58). Por último, EPO, una haloperoxidasa que contiene un grupo 

hemo, se encuentra asociada con la eliminación de bacterias además de participar en vías de 

señalización (54). De todas las proteínas catiónicas granulares, parece ser que EPO es la más 

específica del linaje eosinofílico, ya que no se ha encontrado su presencia en otros leucocitos o 

células no hematopoyéticas (44). 

 
 

Diferenciación de Eosinófilos 
 

El ciclo de vida del eosinófilo transcurre en 3 sitios principales; la médula ósea, la sangre y 

ciertos tejidos, como el tracto gastrointestinal, el tejido adiposo, el timo o las glándulas 

mamarias (59). Los eosinófilos son generados en la médula ósea a partir de células madre 

pluripotentes (59), las cuales se diferencian a progenitores mieloides comunes (CMP, del inglés 

common myeloid progenitors). Dichos CMP luego se ramifican y algunos de ellos se 

comprometen hacia el linaje del eosinófilo. Estas células comprometidas, son llamadas EoPs 

(eosinophil lineage committed progenitors) y se caracterizan por expresar distintos marcadores 

en su superficie celular, como IL-5Rα, CD34, ckit y Siglec-F en el ratón (60). 
 

Tanto el humano como el ratón comparten los mismos factores de transcripción importantes 

para la diferenciación de los eosinófilos (Figura 1.7), de los cuales GATA-1 y C/EBP-α resultan 

ser los más críticos, ya que la deleción de alguno de estos factores en el ratón resulta en una 

pérdida del linaje eosinofílico (61). 
 

Dentro de las citoquinas más importantes para la diferenciación y el mantenimiento del linaje 

del eosinófilo se encuentran la IL-5, la IL-13 y el GM-CSF (44), siendo la IL-5 la más específica 

(62). Sin embargo, se ha demostrado que la IL-5 no es indispensable para la producción de 

eosinófilos en un estado basal, ya que se vio que el número de dichas células en sangre 

disminuye modestamente en ratones deficientes de IL-5 (63). Por el contrario, estos animales 

sí presentaron dificultades en aumentar el número de eosinófilos en sangre en el contexto de 

una respuesta inmune del tipo Th2 (63). Una vez que los eosinófilos maduran, pueden residir 

en la médula ósea o salir hacia la circulación y alojarse en diferentes tejidos o regiones. Bajo 

condiciones inflamatorias, pueden migrar hacia ciertos tejidos donde no residen en 

condiciones normales, o lo hacen en muy bajo número (64). En este contexto, la IL-5 puede 

resultar clave para el reclutamiento de eosinófilos hacia ciertos tejidos como el tracto 

gastrointestinal, el útero o el tejido adiposo, mientras que para otros, como los pulmones, 

resulta indiferente (62). 
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Figura 1.7. Desarrollo y diferenciación del eosinófilo. A) Factores de transcripción que 

participan en el compromiso y la diferenciación desde las CMP hacia el eosinófilo. B) 

Diferencias en las vías del desarrollo del eosinófilo en humano y ratón. Extraído y 

modificado de (65). 

 
 

 

Moléculas Expresadas por Eosinófilos 
 

Con respecto al reconocimiento de patógenos, estudios previos reportaron que los eosinófilos 

eran capaces de reconocer patógenos y fagocitarlos. Sin embargo, trabajos recientes indicaron 

que los eosinófilos no se encuentran directamente implicados en la fagocitosis. En vez de eso, 

se ha visto que eosinófilos del tracto gastrointestinal expulsan el ADN mitocondrial para 

confinar a los patógenos en la mucosa, denominándose Eosinophil Extracellular Trap (EET)  

(66). 
 

Los eosinófilos tanto murinos como humanos expresan varios tipos de TLRs, que le permiten 

reconocer una gran variedad de PAMPs, incluyendo TLR1, 2, 3, 5, 6, 7 y 9 (67). La activación de 

estos TLRs lleva al desencadenamiento de cascadas de señalización que generan la producción 

de citoquinas por los eosinófilos. Este hecho puede explicar, por ejemplo, la exacerbación de 

las alergias durante una infección viral o bacteriana (68). 
 

Particularmente, el TLR7 expresado por eosinófilos humanos reconoce ARN viral de simple 

cadena. En este sentido, se ha reportado variada actividad anti-viral por parte de los 

eosinófilos en varios sistemas. Por ejemplo, se encuentra reportado que la EDN posee un 

efecto inhibitorio en el virus del VIH (69), y que en una infección pulmonar viral, los eosinófilos 

cooperan con los macrófagos para prevenir el esparcimiento del virus hacia células vecinas, 

sugiriendo que los eosinófilos poseen un rol positivo al combatir infecciones virales a través de 

sus TLRs (70). 
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Los eosinófilos también expresan una gran variedad de receptores de citoquinas y 

quimioquinas, moléculas de adhesión y receptores para inmunoglobulinas y el sistema del 

complemento (71). Algunos receptores de citoquinas y quimioquinas que distinguen al 

eosinófilo de otras células del sistema inmune son la subunidad α del receptor de la IL-5 (IL- 

5Rα) y el receptor de eotaxina-1 (CCL11), CCR3. La IL-5 es producida por los linfocitos Th2 

activados y los mastocitos, además de por linfocitos NK (del inglés, Natural Killer) y por los 

mismos eosinófilos. Junto con la IL-4, IL-13 y las eotaxinas, promueve la activación y el 

reclutamiento de los eosinófilos hacia los distintos tejidos (48). En el ratón, CCR3 puede 

utilizarse como un marcador de los eosinófilos. Además, F4/80 también se expresa en 

eosinófilos murinos, pero en menor intensidad que en los macrófagos y células dendríticas. 

Otro marcador que es expresado en la superficie de los granulocitos murinos es el  Ly6G, 

siendo los eosinófilos Ly6Glow y los neutrófilos Ly6Ghi (44).También se ha reportado que los 

eosinófilos intestinales, expresan la proteína reguladora Sirp-α (CD172α) en altos  niveles. 

Dicha proteína estaría contribuyendo a la homeostasis del eosinófilo al regular la 

degranulación en estas células, lo cual posee efectos notorios en su supervivencia. En 

particular, Sirp-α resultó de vital importancia para la supervivencia del eosinófilo al inhibir su 

degranulación (73). Además, Sirp-α podría estar inhibiendo la capacidad de remodelar tejidos 

que los eosinófilos poseen (73). Por otro lado, en eosinófilos humanos, los gránulos específicos 

de los eosinófilos poseen sus propios receptores de citoquinas y quimioquinas, lo que sugiere 

que podrían estar teniendo un rol inmunomodulador independiente (72). Además de expresar 

receptores y moléculas que participan en la inmunidad innata como los TLRs, los eosinófilos 

también pueden expresar moléculas que participan en la inmunidad adaptativa, como el 

complejo de MHC de clase II, y moléculas co-estimuladores tales como CD80, CD86, y CD40. 

Las mismas resultan clave para que el eosinófilo actúe como APC, estimule la proliferación de 

linfocitos T e inicie respuesta de tipo Th2 (74), como se ha visto en casos concretos. 
 

Otro tipo de receptores que se expresan en la superficie de los eosinófilos son receptores de 

inducción de apoptosis, como el Siglec-8 en el humano o el Siglec-F en el ratón. Los mismos 

sirven para atenuar las respuestas inflamatorias al desencadenar el proceso de apoptosis (71). 

Por ejemplo, en eosinófilos humanos se ha visto que la unión de Siglec-8 a anticuerpos 

estimula la actividad de la caspasa 3, induciendo una apoptosis pronunciada de eosinófilos 

(71). 

 
 

Reclutamiento de eosinófilos 
 

Tanto en humano como en ratón, los eosinófilos constituyen alrededor de un 2% de los 

leucocitos sanguíneos y aproximadamente un 8% de leucocitos de la médula ósea. En 

condiciones basales, también se han encontrado eosinófilos en algunos tejidos, como el tracto 

gastrointestinal (del estómago al recto), el timo, los órganos linfáticos secundarios, el útero, las 

glándulas mamarias y el tejido adiposo (75). 
 

Bajo condiciones de injuria o infección, son liberadas citoquinas proinflamatorias que 

estimulan a las células cercanas a expresar moléculas de adhesión endotelial y factores 

quimiotácticos, permitiendo que leucocitos sanguíneos sean atraídos hacia dicha zona y 

puedan extravasar desde el torrente sanguíneo a los tejidos, cumpliendo diversas funciones. Al 
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igual que muchos leucocitos, los eosinófilos también pueden ser atraídos hacia los sitios de 

inflamación. De hecho, la infiltración de eosinófilos es un patrón común en las enfermedades 

inflamatorias alérgicas, como el asma (76) o la esofaguitis eosinofílica (77). El reclutamiento de 

eosinófilos desde la circulación hacia los tejidos comprende un contacto inicial o rodamiento 

seguido de una adhesión más firme al epitelio y una transmigración hacia los sitios de 

inflamación, guiada por las quimioquinas (76). El rodamiento inicial sobre el endotelio y la 

posterior adhesión firme se encuentran mediados por P-selectina en el endotelio y PSGL-1 en 

la superficie del eosinófilo, además de otras moléculas como VCAM-1 y las integrinas α4 (76). 

La migración a través del endotelio se encuentra mediada por la acción de quimioquinas pro- 

inflamatorias, predominantemente por eotaxinas, como CCL11 y CCL24 en el ratón (78), que se 

unen a CCR3 presente en la superficie del eosinófilo. La importancia de las eotaxinas en la 

migración de los eosinófilos se ha comprobado al utilizar ratones knock out para la eotaxina 1, 

donde no se observó infiltración de eosinófilos en pulmones de ratones infectados con el virus 

respiratorio sincicial (79). 
 

En los últimos tiempos, se ha visto que estructuras complejas de carbohidratos expresados en 

la superficie celular como heparan-sulfato o N-glicanos podrían estar jugando un rol 

importante en la migración y el reclutamiento de eosinófilos. Dichas estructuras de 

carbohidratos se unen a su ligando, las galectinas (especialmente las galectinas 1 y 3), 

presentes en el endotelio o en los eosinófilos (80). Se encuentra reportado que la galectina 3 

(Gal-3) posee un rol pro-inflamatorio en varios modelos agudos de inflamación como asma o 

dermatitis atópica, y que la exposición a alérgenos resulta en un aumento en la producción de 

eosinófilos que expresan Gal-3 (81). Además, la expresión de Gal-3, tanto en eosinófilos como 

en el endotelio, resulta fundamental para la correcta adhesión y migración de estos 

granulocitos, ya que los eosinófilos deficientes en Gal-3 mostraron una disminución en la 

migración hacia un gradiente de eotaxina-1, a pesar de poseer niveles normales de CCR3 (82). 
 

Una vez que se encuentran presentes en el sitio de infección, uno de los mecanismos efectores 

más importantes del eosinófilo es la degranulación. Específicamente, luego de que los 

eosinófilos son activados, son capaces de liberar el contenido preformado de sus gránulos 

primarios frente a un estímulo rápido y específico. Dicho contenido puede ser liberado a través 

de tres mecanismos principales: i) Exocitosis clásica ii) Citolisis con liberación de gránulos, iii) 

Degranulación Fragmentada (PMD, del inglés Piecemeal Degranulation). En cuanto a la 

exocitosis, estudios in vitro han mostrado que los eosinófilos pueden degranularse en la 

superficie de parásitos helmintos (83). Sin embargo, la liberación del contenido completo de los 

gránulos por medio de la exocitosis fue rara vez visto in vivo, como si es el caso de basófilos o 

mastocitos, donde la unión de IgE a su receptor FcεRI desencadena la exocitosis. También se ha 

visto que eosinófilos humanos pueden realizar citolisis in vivo (82). Dicho proceso se 

caracteriza por decondensación de la cromatina, formación de redes de ADN que salen del 

núcleo y expulsión de gránulos que aún conservan su membrana (85). Se ha evidenciado la 

presencia de gránulos extracelulares de eosinófilos rodeados de membrana en varias 

patologías humanas como el asma (86) o la rinitis alérgica (87), mientras que en el ratón se han 

detectado en el tracto gastrointestinal (88). Estos gránulos extracelulares podrían poseer un rol 

funcional, ya que aún retienen la capacidad de unirse a ligandos y de secretar  sus citoquinas 

preformadas (89). En el último mecanismo de degranulación mencionado, PMD, vesículas 

secretorias transportan proteínas contenidas dentro de los gránulos hasta la membrana 

plasmática para su secreción (90) (Figura 1.8).  
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Al mismo tiempo, los gránulos intracelulares permanecen intactos y van liberando las                     

proteínas de esta forma. En eosinófilos humanos, se ha visto que diferentes estímulos 

desencadenan la liberación de un patrón diferente de citoquinas a partir de los gránulos, 

basados en el tipo de respuesta Th1, Th2 o reguladora. Existen estudios in vivo que sugieren que 

este mecanismo también podría darse en eosinófilos murinos, en un mecanismo inducido por 

agonistas activadores (91). 

 
 

Activación de los eosinófilos 
 

Los eosinófilos pueden activarse mediante el reconocimiento de diferentes tipos de moléculas, 

tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa. En relación a la inmunidad innata, se 

encuentra reportado que los eosinófilos humanos expresan TLR1, TLR4, TLR7, y TLR10 (92), y 

que el ligando de TLR7, R-848, es capaz de activar tanto a los eosinófilos humanos como 

murinos, demostrando la importancia de los mismos durante una infección viral (93). Los 

eosinófilos también pueden activarse por la unión de moléculas del complemento como C3a, 

C5a, C3b, C4b y C1q, a través de la expresión de receptores como C3aR, C5aR, CR1, CR2, CR3, 

entre otros (92). La activación de los eosinófilos también puede ser inducida por otras 

moléculas biológicas. Por ejemplo, debido a una injuria al tejido, se liberan moléculas 

endógenas indicadoras de estrés y tejidos dañados, como el ácido úrico o el ATP (94). Se ha 

observado que los eosinófilos humanos son atraídos por los cristales de ácido úrico y producen 

una gran cantidad de citoquinas y quimioquinas (95). 
 

Las moléculas de la inmunidad adaptativa también pueden activar a los eosinófilos, como ser 

anticuerpos a través de su unión a los receptores Fc. En este sentido, se vio que esferas de 

sefarosa sensibilizadas con IgG, IgA e IgA secretora estimulan la degranulación de los 

Figura 1.8. Mecanismos de secreción en eosinófilos. A) Exocitosis Clásica: gránulos individuales se fusionan 
con la membrana plasmática liberando su contenido. B) Exocitosis Compuesta: gránulos intracelulares se 
fusionan entre sí y luego con la membrana plasmática para liberar el contenido. C) Degranulación fragmentada 
(PMD): transporte por medio de vesículas del contenido de los gránulos secretores a la superficie celular. D) 
Citolisis: liberación de gránulos intactos al espacio extracelular luego de la lisis de la célula. Extraído y 
modificado de (90).  
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eosinófilos (96), siendo la IgA secretora la más efectiva. La IgG también estaría participando en 

la activación de los eosinófilos. De hecho, en ratones se detectó la presencia de tres receptores 

Fcγ; FcγRI, FcγII y FcγRIII (97). En cuanto a la IgE, su rol en la activación de los eosinófilos 

resulta controversial. Mientras que los eosinófilos humanos activados son capaces de expresar 

hasta tres tipos de receptores de IgE (98), no se ha detectado hasta el momento la presencia 

de receptores de IgE en eosinófilos murinos (97). 
 

Por otro lado, se ha observado que los eosinófilos activados cambian su morfología. De hecho, 

los eosinófilos purificados a partir de sangre periférica y tratados con IL-5 presentan una 

protrusión de la membrana celular sin gránulos, llamada nucleopodo (99). La activación de los 

eosinófilos también provoca cambios en la expresión de ciertas moléculas. Se ha visto que 

luego de cultivar eosinófilos con GM-CSF, IL-5 e IL-3 los mismos expresan HLA-DR e ICAM-1, 

teniendo la capacidad de procesar y presentar antígenos a linfocitos T CD4+ en determinados 

contextos (100). Estas citoquinas también producen un aumento en la expresión del marcador 

de activación CD69 y de la β2 integrina CD11b (101). Por otro lado, los eosinófilos obtenidos de 

sangre periférica de pacientes con infecciones helmínticas mostraron un aumento en la 

expresión de ciertos marcadores como ICAM-1, HLA-DR, CD11b, CD11c, y CD44, entre otros. 

Luego de ser activados, los eosinófilos mueren por apoptosis y son fagocitados por otras 

células como los macrófagos. Sobreviven entre 4 y 5 días en los sitios de infección, por lo que 

poseen un tiempo de recambio rápido (97). 

Algo importante a tener en cuenta es que el perfil de activación, que incluye las moléculas que 

expresará en su membrana así como las citoquinas que almacenará en sus gránulos, depende 

del ambiente inmunológico donde el eosinófilo es activado, pudiendo variar según la situación. 

 
 
 

Funciones efectoras clásicas de los eosinófilos 
 

Los eosinófilos poseen un papel primordial en el desarrollo del proceso inflamatorio provocado 

por alérgenos y en las infecciones por parásitos helmintos. De hecho, la infiltración de 

eosinófilos es una característica común a muchas patologías inflamatorias alérgicas, como 

asma, rinosinusitis, esofaguitis eosinofìlica, gastroenteritis eosinofìlica y dermatitis atópica 

(71). Por otro lado, los eosinófilos son reclutados a los sitios de inflamación en infecciones por 

helmintos y eliminan al parásito a través de la liberación del contenido de sus gránulos (33). 

Más recientemente, se ha determinado que los eosinófilos están implicados en patologías no 

inflamatorias, como la enfermedad de Crohn y la enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

(102). 
 

Los eosinófilos participan en la inflamación inducida por alérgenos a través de la liberación de 

las proteínas catiónicas citotóxicas, citoquinas, quimioquinas y mediadores lipídicos  

contenidos en sus gránulos que poseen potentes efectos inflamatorios y destructivos en el 

tejido. Por ejemplo, las proteínas catiónicas y las especies reactivas del oxígeno (ROS) dañan 

directamente a las células epiteliales, mientras que los mediadores lipídicos promueven la 

contracción del musculo de las vías aéreas, la producción de mucus y la permeabilidad vascular 

(103). Además, a través de su proteína catiónica MBP, los eosinófilos pueden estimular la 

liberación de histamina por los mastocitos (104). 
 

El rol inmunológico de los eosinófilos contra las infecciones por parásitos helmintos fue 

postulado en 1939. La eliminación de parásitos de gran tamaño se da en presencia de 
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anticuerpos y/o del sistema del complemento, que al unirse a su receptor en la superficie de 

los eosinófilos desencadenan el proceso de degranulación con la consecuente liberación de 

proteínas, citoquinas y especies reactivas del oxígeno tóxicas para el parásito. Además de 

unirse a inmunoglobulinas y proteínas del complemento, los eosinófilos pueden reconocer 

carbohidratos en la superficie del parásito, como moléculas de adhesión celular y Lewisx, como 

se ha demostrado en Schistosomula para eosinófilos humanos (97). Se profundizará más sobre 

las funciones de los eosinófilos sobre los helmintos en secciones siguientes. 
 

Otra función efectora de los eosinófilos es la de generar la remodelación del tejido. Ciertos 

DAMPs (del inglés, damage-associated molecular patterns) que son liberados en el tejido 

necrótico son reconocidos por los PRRs de los eosinófilos presentes en ese tejido, 

promoviendo su activación y sobrevida (105). Se ha inferido que esta activación podría ser 

beneficiosa para la reparación del tejido dañado, por ejemplo para mantener las barreras de 

los tractos gastrointestinal y respiratorio. El efecto secundario generado por la remodelación 

del tejido por parte de los eosinófilos es el efecto fibrogénico, pudiendo evidenciarse el mismo 

en algunas patologías alérgicas inflamatorias, donde al inicio domina una fase inflamatoria 

aguda mientras que un proceso de fibrosis predomina en la etapa crónica. Durante esta etapa 

crónica, un gran número de mediadores del eosinófilo como el TGF-β, citoquinas de tipo Th2 y 

proteínas de los gránulos como MBP y EDN poseen un rol muy importante en promover la 

hiperplasia del epitelio, la reorganización de la matriz y la fibrosis (105). 
 

Recientemente, se ha reportado otro mecanismo efector de los eosinófilos, que consiste en la 

liberación de ADN y proteínas granulares, conocida como eetosis, proceso que induce la 

formación de trampas extracelulares conocidas como EETs. A diferencia de las NETs 

(Neutrophil extracellular traps), en las EETs los gránulos son liberados intactos, conservando en 

su interior las proteínas granulares, en contacto con el ADN que también fue liberado. Dichas 

EETs participan principalmente en controlar las infecciones por agentes patógenos, como 

parásitos, virus, bacterias u hongos, pero también se ha visto que podrían participan en el 

daño asociado a ciertas patologías como sepsis, diabetes y autoinmunidad (102). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



21 
 

Funciones moduladoras de los eosinófilos 
 

Los eosinófilos son capaces además, en determinados contextos, de presentar antígenos, 

estimular los linfocitos T, y promover las respuestas humorales al interaccionar con los 

linfocitos B. También, pueden modular la función de las DCs. En el trabajo publicado por Chu et 

al., se observó que los eosinófilos controlan la activación de las DCs CD103+ en el intestino 

delgado a través de la enzima peroxidasa, promoviendo su activación y movilización hacia los 

ganglios linfáticos (106). 
 

Otros estudios indican que los eosinófilos pueden poseer un papel importante en la 

homeostasis de células plasmáticas en la médula ósea (107). De hecho, pueden promover la 

supervivencia de los linfocitos B, la proliferación y la secreción de anticuerpos (107). Los 

eosinófilos que migran hacia el tracto gastrointestinal también se han visto implicados en la 

producción de IgA por las células plasmáticas presentes en las placas de Peyer, ya que  

animales depletados de eosinófilos poseen un menor número de linfocitos B productores de 

IgA en la lámina propia, siendo los niveles de IgA restaurados al realizar una transferencia 

adoptiva de eosinófilos provenientes de ratones salvajes (108). Los eosinófilos activados 

pueden expresar MHC de clase II en su membrana, y pueden actuar como APCs durante la 

infección por Strongyloides stercoralis (109). En este modelo, se vio que los eosinófilos 

participan en la inducción de producción de IgM e IgG específicas, demostrando un posible rol 

regulador sobre los linfocitos B (109). 
 

En cuanto a los linfocitos T, los eosinófilos pueden regular su función al expresar citoquinas del 

tipo Th1 y Th2. Se ha observado que en presencia de eosinófilos, los linfocitos Th2 se activan 

produciendo citoquinas tales como IL-4 e IL-5 (110). Sin embargo, los eosinófilos también 

pueden ser capaces de suprimir la respuesta de los linfocitos T, por ejemplo, inhibiendo la 

activación y la expansión de linfocitos T pre-malignos humanos (111), la diferenciación de 

linfocitos Th17 en el intestino delgado en condiciones de homeostasis, o la de linfocitos Th2 en 

las placas de Peyer, en una infección murina intestinal por nematodos (112, 113). 

 

Por otro lado, diversos estudios han demostrado la existencia de eosinófilos reguladores o 

supresores. Por ejemplo, en el trabajo realizado por Goldmann et al., un nuevo subgrupo de 

células supresoras mieloides granulocíticas (MDSCs, del inglés myeloid derived suppressor 

cells), con características fenotípicas de los eosinófilos, fue identificado. Estos Eos-MDSC 

ejercen un potente efecto inhibidor sobre los linfocitos T en el contexto de una infección 

bacteriana en ratón (114). En el contexto humano, los eosinófilos inmunoreguladores pueden 

suprimir las respuestas de los linfocitos T a través de la galectina-10 (77). Otro reporte indica 

que, en el contexto de una infección bacteriana, los eosinófilos estarían controlando la 

respuesta de tipo Th1 desarrollada a través de un aumento en la expresión de la molécula PD- 

L1, ya que la depleción de eosinófilos resultó en un mejor control de la infección, un aumento 

de la inflamación y una respuesta Th1 más pronunciada (115). 
 

Por lo tanto, el papel de los eosinófilos en el desarrollo de respuestas inmunes adaptativas 

puede ser dual, pudiendo estimular estas respuestas a través de sus citoquinas o al actuar 

como APC, y ejerciendo también efectos supresores y reguladores, impidiendo la proliferación 

y activación de linfocitos T. 
 

La presencia de eosinófilos cumple un rol fundamental en mantener la homeostasis en ciertos 

tejidos. Por ejemplo, se ha visto que co-cultivos ex vivo de eosinófilos con células plasmáticas 

promueve la supervivencia de estas últimas (116), por lo que los eosinófilos son vitales para la 
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supervivencia a largo plazo de las células plasmáticas en la médula ósea. 
 

Asimismo, los eosinófilos podrían estar influenciando la microbiota intestinal, dado que la 

deficiencia de eosinófilos se ha visto asociada con alteraciones en la composición de dicha 

microbiota (117). Por último, estudios recientes han indicado que eosinófilos intestinales 

pueden inducir la diferenciación de linfocitos T naive en linfocitos T reguladores, a partir de 

mecanismos dependientes de IL-1β y ácido retinoico (118). 
 

En otros estudios se ha propuesto que los eosinófilos contribuyen al proceso de tolerancia 

central y selección negativa de linfocitos T en el timo, ya que se observó la presencia de los 

mismos en la vecindad de timocitos doble negativos en el timo (119). Otros reportes proponen 

que los eosinófilos podrían contribuir con la eliminación de células apoptóticas en el timo, 

dado que ratones deficientes en eosinófilos a los cuales se les aplicó radiación que inducia la 

muerte de timocitos, vieron disminuida su habilidad para eliminar las células en proceso de 

apoptosis (120). 
 

En las glándulas mamarias los eosinófilos regulan la elongación y la ramificación de los ductos 

glandulares, con la posible implicancia de TGF-β (121, 122). Además, se reclutan eosinófilos en 

las glándulas mamarias durante el embarazo, ya que son necesarios para un mayor desarrollo 

de las mismas (121). Por otro lado, el reclutamiento de eosinófilos al útero normal ha sido 

descrito en ratón. Dichas células son las más prevalentes en el útero durante el ciclo murino, y 

estudios en ratón y humano indicaron que los eosinófilos se acumulan y degranulan en  el 

útero en asociación con los procesos degradativos que preparan al cérvix para el parto, y 

durante la fase de regeneración del tejido en la etapa de post-parto (123, 124). 
 

En el tejido adiposo, los eosinófilos se encuentran presentes junto con macrófagos 

alternativamente activados (AAMs, del inglés alternative activated macrophages). Dichos 

eosinófilos producen IL-4, favoreciendo la polarización de los macrófagos hacia este fenotipo 

alternativo (125). Los AAMs poseen un rol crucial en la regulación del metabolismo de la 

glucosa protegiendo contra la obesidad (126). Por lo tanto, en ausencia de eosinófilos, los 

AAMs se ven disminuidos y el metabolismo de la glucosa en el tejido adiposo se ve afectado 

(127). Este eje eosinófilo/macrófago se encuentra regulado por los ILC2 (128). En su conjunto, 

estos datos indican que, además de poseer funciones efectoras importantes en enfermedades 

alérgicas inflamatorias e infecciones por parásitos helmintos, los eosinófilos residen en varios 

tejidos con el fin de mantener la homeostasis. 
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Papel de los eosinófilos en infecciones por parásitos helmintos 
 

Como se mencionó anteriormente, las infecciones por parásitos helmintos inducen respuestas 

inmunes caracterizadas por producción de anticuerpos IgE, eosinofilia en sangre y tejidos, y 

respuesta de mastocitos (129). Se encuentra ampliamente reportado que los eosinófilos 

poseen un rol efector fundamental en el control de las infecciones causadas por parásitos 

helmintos, el cual es generado por la fuerte respuesta de tipo Th2 (y más recientemente, 

también la Th9) desarrollada frente a este tipo de parásitos. Este hecho es apoyado por 

estudios donde se demostró claramente la capacidad de los eosinófilos de matar larvas de 

helmintos in vitro (130) e in vivo (131) mediante el mecanismo de ADCC. En dicho proceso, las 

células inmunes efectoras eliminan células diana o parásitos recubiertos de anticuerpos. Los 

eosinófilos, por lo tanto, utilizan el mecanismo de ADCC para eliminar directamente una gran 

cantidad de especies de larvas de helmintos a través de la acción de las proteínas catiónicas 

liberadas. Sin embargo, los eosinófilos no resultan tan relevantes a la hora de eliminar los 

estadios adultos de la mayoría de helmintos (132). 
 

Además de colaborar con la eliminación de los parásitos helmintos a través de la liberación del 

contenido granular, diversos trabajos han reportado la capacidad de los eosinófilos para actuar 

como APC y activar linfocitos T productores de IL-5, colaborando con la respuesta de tipo Th2 

generada durante la infección por helmintos. En efecto, los eosinófilos murinos expuestos a 

antígenos de S. stercoralis poseen una expresión elevada de MHC de clase II y CD86, llevando a 

linfocitos T CD4+ naive o efectores a producir IL-5 (133). 

Como se mencionó anteriormente, durante las infecciones helmínticas se genera un alto nivel 

de IgE, el cual es capaz de reconocer antígenos del parásito. Se ha visto que eosinófilos 

humanos expresan el receptor específico para IgE, pudiendo unirse a este anticuerpo en la 

superficie del parásito y desencadenar el proceso de ADCC. De esta manera, son liberadas las 

proteínas tóxicas de sus gránulos como MBP, EDN o EPO (105) que dañan y en última instancia 

son capaces de matar al parásito. En eosinófilos murinos, sin embargo, se evidenció una 

ausencia del receptor de IgE de baja afinidad, FcεRII, y no se detectó IgE unida a dichos 

eosinófilos. Sin embargo, sí se detectó la presencia de receptores Fc para IgG, por lo que los 

eosinófilos murinos podrían realizar ADCC por medio de este isotipo de anticuerpo (134). En 

los últimos tiempos, también se le ha adjudicado un rol a los linfocitos T en la degranulación. 

En particular, se observó que ratones carentes de linfocitos T y B infectados con 

Nippostrongylus brasiliensis presentan eosinófilos incapaces de degranular en los pulmones 

(135). Los parásitos helmintos han desarrollado mecanismos para prevenir esta forma de 

ataque del sistema inmune. Por ejemplo, F. hepatica es capaz de clivar anticuerpos IgG e IgE 

específicos que podrían realizar ADCC (136), a través de la liberación de la proteasa catepsina 

L. 

Además de ADCC, existe un mecanismo alternativo para el control de las infecciones por 

helmintos, en el cual los anticuerpos impiden el movimiento de la larva en el tejido, 

permitiendo así que los eosinófilos puedan unirse. Trabajos recientes reportaron que los 

anticuerpos específicos de N. brasiliensis pueden cooperar con los basófilos para impedir la 

movilización de larvas (137). Otro mecanismo adicional consiste en la EETosis, es decir la 

inmovilización de las larvas debido a la liberación de fibras de ADN y proteínas granulares por 

parte de los eosinófilos (138), como ya se mencionó. 
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En la sección anterior se mencionó la importancia de los eosinófilos para el mantenimiento de 

células plasmáticas en la médula ósea y para regular la proliferación de los linfocitos B. Esta 

función también posee un impacto en los mecanismos efectores contra parásitos helmintos, ya 

que mantiene la producción de anticuerpos, los cuales son importantes para poder ejercer 

mecanismos efectores anti-helmínticos. En particular, se observó que los eosinófilos son 

requeridos para la producción de anticuerpos específicos IgG2c contra T. spiralis (139), si bien 

no resultaron indispensables para la producción de IgM especifica durante una infección 

primaria por S. stercoralis (140). 
 

La función de los eosinófilos en combatir infecciones por parásitos helmintos ha podido ser 

investigada gracias al desarrollo de estrategias de depleción de eosinófilos y modelos de 

ratones transgénicos carentes de eosinófilos. Un ejemplo de estos últimos son los ratones 

ΔdblGATA, los cuales poseen una deleción en el promotor del gen del factor de transcripción 

GATA-1, bloqueando el desarrollo del linaje de los eosinófilos (140). Otro modelo son los 

ratones PHIL, a los cuales se les insertó el gen del receptor de la toxina diftérica bajo el control 

del promotor del gen de la EPO, por lo que genera apoptosis de eosinófilos luego de la 

administración de la toxina diftérica (141). Algunos datos de estudios realizados en estos 

animales indican que los eosinófilos no son indispensables para combatir a los helmintos, 

mientras que otros indican que sí lo serían, protegiendo al huésped. Por último, se han 

reportado casos donde los eosinófilos pueden incluso proteger al parásito (33). 
 

En cuanto a la protección del huésped, en un estudio realizado por Knott et al., utilizando un 

modelo de infección subcutánea por N. brasiliensis, se vio que aumentaba la migración de las 

larvas hacia los pulmones en ratones knock out para IL-5 o ΔdblGATA, además de aumentar la 

cantidad de huevos durante la fase intestinal del parásito (140). De igual forma, la migración 

de larvas de T. spiralis se vio aumentada en ratones ΔdblGATA, así como su deposición en el 

músculo (137), proceso que estaría inhibido o limitado por eosinófilos a través de ADCC. Por 

otro lado, también se observó que los eosinófilos contribuyen a la supervivencia de las larvas 

en la infección por T. spiralis, por lo que su rol en esta infección resulta controversial (137). La 

infección experimental murina por el nematodo Heligmosomoides polygyrus constituye otro 

ejemplo donde los eosinófilos estarían siendo beneficiosos para el parásito, ya que se vio que 

en ratones ΔdblGATA las hembras poseen menor fecundidad (113). 

 

Otro caso donde los eosinófilos resultan de importancia a la hora de proteger al huésped de la 

infección es Brugia, que causa una infección llamada filariasis linfática. En dicha infección, los 

parásitos infectan los vasos linfáticos y los ganglios linfáticos, causando linfoedema (142). En 

un modelo de ratón, se demostró que la presencia de eosinófilos es crítica para la eliminación 

del parasito Brugia malayi del tejido y del torrente sanguíneo. Al inyectar ratones con el 

antígeno de B. malayi, los eosinófilos recuperados poseen una expresión elevada de MHC de 

clase II en su superficie (143), demostrando que los mismos podrían expresar marcadores 

característicos de las APCs según el ambiente inmunológico desarrollado en dicha infección. 
 

En otras infecciones causadas por helmintos, no se han encontrado evidencias del rol 

determinante de los eosinófilos. Tal es el caso de S. mansoni, donde no se registraron 

diferencias en la respuesta inmune, la carga parasitaria o la deposición de huevos en ratones 

PHIL o ΔdblGATA en comparación a los salvajes. Tampoco se vio afectada la formación de 

granulomas al eliminar los eosinófilos (144). Dichos granulomas se forman en el hígado, a 

consecuencia de la deposición de huevos (143). Asimismo, los eosinófilos no resultaron 

indispensables para el desarrollo de la respuesta inmune intestinal de tipo Th2 contra Trichuris 
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Helminto Efecto Referencias

Nippostrongylus brasiliensis Aumento de producción de huevos en fase intestinal 140

Brugia malayi Aumento de carga parasitaria 143

Heligmosomoides polygyrus Disminución de fecundidad parasitaria 113

Schistosoma mansoni Sin impacto 145

muris, ni para la expulsión de gusanos en ratones ΔdblGATA (146, 147). 
 

En cuanto al daño causado por los helmintos en diferentes tejidos, la función de los eosinófilos 

resulta dispar. Como se mencionó previamente, los eosinófilos no poseen influencia en el 

desarrollo de granulomas hepáticos en animales infectados con S. mansoni (145). De igual 

forma, tampoco poseen un rol en proteger al hígado del daño causado por la larva de 

Trichinella al migrar, pero parece que si estarían protegiendo al músculo (148). En la tabla 2 se 

resume el efecto de los eosinófilos sobre la infección por algunos parásitos helmintos. 

 
 
 

Tabla 1.2. Efecto de la depleción de eosinófilos en infecciones por parásitos helmintos en ratones PHIL 

o ΔdblGATA. 
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Función de los eosinófilos durante la fasciolosis 
 

Existen varios reportes que indican el reclutamiento de eosinófilos en infecciones 

experimentales con F. hepatica, sugiriendo que estas células participan en la respuesta inmune 

durante la fasciolosis. En un estudio realizado por el grupo de Zafra se inmunizaron cabras con 

un antígeno proveniente de Fasciola, la catepsina L1, y luego se desafió a estos mismos 

animales con F. hepatica. Luego de 7 a 9 días post-infección, se observó un mayor 

reclutamiento de eosinófilos en el hígado, rodeando a los gusanos de Fasciola (Figura 1.9) en 

animales infectados en comparación con animales no infectados. Por lo tanto, en este estudio 

se evidenció que la respuesta inmune mediada por eosinófilos podría estar teniendo un rol 

importante en la respuesta inmune efectiva contra Fasciola, aunque esto no fue demostrado 

directamente (149). 

 
 
 
 
 

Figura 1.9. Hígado de cabra inmunizada con cathepsina L1 y desafiada con F. 

hepatica. Se observa una larva de Fasciola (L) migrando a través del hígado, rodeada 

de un infiltrado de eosinófilos. Extraído de (149). 

 

 

En otro trabajo realizado por Jedlina et al. Se estudió el reclutamiento de células a la cavidad 

peritoneal de ratas infectadas con F. hepatica a los 2, 4 y 7 días post-infección. Los resultados 

obtenidos indicaron que un gran número de neutrófilos, eosinófilos y linfocitos eran  

reclutados a la cavidad peritoneal de los animales infectados. Además, se observó que los 

eosinófilos de los animales infectados generan gran cantidad de óxido nítrico (NO) (150). Sin 

embargo, a pesar de haberse detectado la presencia de eosinófilos, no se ha demostrado 

directamente su función en la eliminación de F. hepatica o en el desarrollo de la respuesta 

inmune. En este sentido, algunos reportes han indicado la presencia de apoptosis en 

eosinófilos durante la infección por F. hepatica. Escamilla et al., detectaron numerosos 

eosinófilos que expresan caspasa-3 durante la fasciolosis experimental en ovejas. Dichos 
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eosinófilos apoptóticos fueron encontrados tanto en lesiones necróticas hepáticas como en los 

ductos biliares (151). En otro trabajo realizado por Serradell et al., se observó apoptosis en 

eosinófilos en el hígado de ratas luego de 21 días post infección por F. hepatica. Además, se 

reportó que los productos de excreción secreción de Fasciola eran capaces de inducir la 

apoptosis de eosinófilos, mediante la activación de proteínas tirosin-quinasas y caspasas (152), 

sugiriendo que la inducción de apoptosis de eosinófilos podría constituir una estrategia de 

supervivencia del parásito para residir en el huésped. 

 
 
 

Eosinófilos en el hígado: función en fibrosis y reparación del tejido 
 

Tradicionalmente, la fibrosis tisular se encuentra asociada con una respuesta inmune de tipo 

Th2. La misma se caracteriza por una alta producción de las citoquinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 

(153). En este sentido, muchos estudios sugieren un rol crítico de macrófagos activados que 

responden a las citoquinas IL-13 e IL-4 en la reparación del tejido y la disminución de la 

respuesta inflamatoria (154). Además de los macrófagos, numerosas células del sistema 

inmune se han visto implicadas en la reparación tisular, incluyendo a los eosinófilos, 

mastocitos, basófilos e ILC2s (155). 
 

El hígado es un órgano metabólico central, muy vascularizado, con baja velocidad lineal de 

flujo sanguíneo y endotelio capilar fenestrado, lo que permite el intercambio activo de 

sustancias entre  la sangre y el tejido (156). Los antígenos provenientes de la dieta están 

ingresando al hígado en forma permanente, por lo que la respuesta inmune en este órgano es 

fundamentalmente tolerogénica. Esta respuesta puede volverse inflamatoria en el caso de 

infecciones por patógenos, cáncer hepático o reacción adversa a trasplantes. Dicha inflamación 

puede comenzar a generar fibrosis en el tejido, especialmente si es crónica. 
 

Existen varias citoquinas que poseen un papel importante en la fibrosis hepática, como por 

ejemplo TGF-β. Como ya se ha reportado, el hígado posee una gran capacidad de regeneración 

de tejido que resulta vital para la homeostasis de este órgano. En este sentido, el TGF-β 

modela la arquitectura hepática al tener un efecto citostático y apoptótico sobre los 

hepatocitos, regulando así su homeostasis. En cuanto a la fibrosis, el TGF-β promueve la 

activación de los fibroblastos y la producción de matriz extracelular, lo cual resulta esencial 

para el proceso de fibrosis y cicatrización. Entre las células que producen TGF-β en el hígado se 

encuentran los eosinófilos y macrófagos (157). 
 

En cuanto al rol específico de los eosinófilos en el desarrollo de la fibrosis, el mismo resulta 

controversial. Por una parte, en un estudio donde se utilizaron ratones IL-5 knock out 

infectados con S. mansoni, se observó una marcada reducción de la fibrosis hepática, 

acompañado de una disminución en los niveles de la citoquina IL-13 (158). Sin embargo, en 

estudios posteriores utilizando ratones depletados de eosinófilos como ΔdblGATA o PHIL no se 

encontraron diferencias en el nivel de citoquinas de tipo 2, desarrollo de granulomas o fibrosis 

luego de la infección con el mismo parásito (145). Recientemente se han asociado a los 

eosinófilos con la regeneración del tejido hepático luego de una injuria. Específicamente, se 

observó que los mismos regulaban la regeneración hepática luego de una hepatectomía 

produciendo IL-4 e IL-13, que actúan como mitógenos de los hepatocitos (159). 
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Por lo tanto, el papel de los eosinófilos en la reparación tisular resulta dual, ya que por un lado 

podría estimular la regeneración del epitelio y diferentes tejidos al constituir una fuente de IL- 

4, la cual estimula a las células epiteliales y parenquimatosas a proliferar. Contrariamente, en 

algunas patologías donde se registra un gran reclutamiento de eosinófilos al tejido y una gran 

polarización hacia una respuesta inmune Th2, por ejemplo en infecciones helmínticas, puede 

generarse una excesiva respuesta inflamatoria que deriva en daño tisular y fibrosis. 

Particularmente en cuanto a F. hepatica, el papel reparativo de los eosinófilos en el hígado 

durante la infección aún no ha sido investigado. 
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Hipótesis 

Considerando, como mencionamos anteriormente, que en algunas infecciones por helmintos, 

los eosinófilos parecen jugar un rol determinante, ya sea favoreciendo o perjudicando al 

parásito, así como también su capacidad de mediar diversas funciones inmunomoduladoras, la 

hipótesis de esta tesis es que los eosinófilos poseen propiedades inmunomoduladoras durante 

la infección por F. hepatica que promueven una respuesta inmune más efectiva en eliminar al 

parásito. Esta hipótesis se apoya también en el hecho de que los ratones infectados por F. 

hepatica presentan un alto número de eosinófilos en hígado y en la cavidad peritoneal. 

 
 

Objetivo General 

El objetivo general de esta tesis consistió en caracterizar a los eosinófilos durante la infección 

experimental por F. hepatica e investigar si los mismos poseen efectos moduladores sobre la 

respuesta inmune desarrollada durante la infección y si promueven o limitan el daño hepático 

ocasionado por F. hepatica. 

 
 

Objetivos Específicos 

Los objetivos específicos de este trabajo consistieron en: 
 

- Identificar a las células Siglec-F+ F4/80 int (eosinófilos) durante la infección por F. 

hepatica. 

 
- Caracterizar a los eosinófilos provenientes de animales infectados, tanto por 

citometría de flujo como por microscopía. 

 
- Evaluar si los eosinófilos son capaces de regular la respuesta celular T. 

 
- Estudiar si los eosinófilos contribuyen a la respuesta humoral desarrollada durante la 

infección. 

 
- Evaluar si los eosinófilos limitan o promueven el daño hepático ocasionado por F. 

hepatica. 
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2 - Materiales y Métodos 

 
 

Modelo murino de infección por F. hepatica 
 

Para la realización de este trabajo se utilizó un modelo experimental murino de infección por F. 

hepatica ya caracterizado y puesto a punto en nuestro laboratorio (160, 161, 191). En este 

modelo, ratones son infectados en forma oral con metacercarias (el estadio infectivo de F. 

hepatica). Las metacercarias se desenquistan en el intestino, y de esta forma emergen los 

parásitos juveniles recién desenquistados (NEJs). En un modelo de infección ex vivo en ratas, se 

ha reportado la presencia de metacercarias y algunos NEJs en el estómago luego de 1 hora de 

infección. Luego de 2 a 4 horas de infección, los NEJs podían ser encontrados a lo largo de todo 

el intestino, si bien se observó un número mucho menor en el colon. A partir de las 6 horas 

post-infección, pocos NEJs podían encontrarse en el intestino, indicando que la fase de 

migración intestinal se encontraba en sus etapas finales (162). Una vez en el peritoneo, los 

NEJs ingresan al parénquima hepático, para finalmente convertirse en parásitos adultos y 

residir en los ductos biliares. En el caso de nuestro modelo de infección por F. hepatica, se 

detectaron individuos adultos en el parénquima hepático por técnicas histológicas a los 21 días 

post-infección, y se realizó un conteo del número de parásitos, obteniéndose un número de 3 a 

5 parásitos por órgano (191). Sin embargo, no se cuenta con la información del tiempo que 

tarda el parásito en llegar al hígado en nuestro modelo, ni si a los 21 dpi ya no se encuentra 

ningún parásito en el peritoneo.   

 

Se utilizaron ratones hembras BALB/c de 6 a 10 semanas de edad. Los ratones fueron 

adquiridos en la División de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) del Ministerio de Ganadería, 

Agricultura y Pesca y mantenidos en la Unidad de Reactivos para Biomodelos de 

Experimentación (URBE, Facultad de Medicina) en un ambiente controlado, con temperatura 

entre 19 y 21 °C y ciclos de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Los animales fueron 

alojados en jaulas con filtro y recibieron agua y ración estéril, administradas en condiciones ad 

libitum. Todos los experimentos animales fueron aprobados por la Comisión Honoraria de 

Experimentación Animal (CHEA, Facultad de Medicina, protocolo No. 070153-000820-17). 
 

Grupos de 3 a 5 ratones (dependiendo del experimento) fueron infectados por vía oral con 5 a 

15 metacercarias de F. hepatica (producidas en Danatro Martínez y Alcanatra Crapuchett, 

Nuevo Centro, Clínica Veterinaria). Luego de 1, 5, 7, 15 o 21 días del comienzo de la infección, 

los animales fueron sangrados y sacrificados por dislocación cervical. Posteriormente se 

obtuvieron las células de la cavidad peritoneal (PEC, por su sigla en inglés Peritoneal exudate 

cells), bazo, hígado y ascitis (líquido) de la cavidad peritoneal. Los PECs fueron obtenidos 

inyectando 10 ml de Buffer Fosfato Salino conteniendo Cloruro de Sodio NaCl 0,137 M, Cloruro 

de Potasio KCl 0,0027 M, Fosfato de Sodio Na2HPO4 0,01 M, y Fosfato de Potasio KH2PO4 

0,0018 M (PBS, del inglés Phosphate Buffer Saline) previamente enfriado en la cavidad 

peritoneal de animales infectados, y luego extraído. Los órganos y las células obtenidas fueron 

posteriormente procesadas para su análisis por citometría de flujo, cultivo celular o PCR 

cuantitativa. 
 

La gravedad de la infección fue determinada mediante un score clínico, el cual se detalla en la 

Tabla 2.1. El score mínimo es de 0 mientras que el máximo es de 10 puntos. 
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Tabla 2.1 Score clínico para ratones infectados con Fasciola hepatica. Extraído y modificado de (160). 

 

Ascitis Bazo Número de lesiones/lóbulo hepático Lóbulos hepáticos afectados 

0 - contenido celular normal 0 - Normal 0 - Sin lesiones 0 - Sin lóbulos afectados 

1 - contenido celular medio 1 - Esplenomegalia (< 2x) 1 - < 3 lesiones por lóbulo 1 - 1 lóbulo hepático afectado 

2 - contenido celular alto 2 - Esplenomegalia (> 2x) 2 - > 3 lesiones por lóbulo 2 - > 2 lóbulos hepáticos afectados 

3 - contenido celular alto y sangre  3 - Afección completa del lóbulo  

 
 

 

Evaluación del daño hepático 
 

La determinación del daño hepático causado por F. hepatica, se llevó a cabo a través de la 

cuantificación de la actividad de la enzima alanina-transaminasa (ALT) en suero, utilizando un 

kit comercial (SpinReact). Dicho ensayo se realizó de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

En primer lugar, se preparó la mezcla con 4 volúmenes del reactivo1 (R1) y 1 Vol del reactivo 2 

(R2). Se colocaron 20 μL de suero en cada pocillo, seguido de 200 μL de la mezcla. Se procedió 

a la medición de la absorbancia a 340 nm, y se realizaron 5 mediciones de absorbancia 

consecutivas con espacio de 1 min entre cada medición. 
 

Se calculó la diferencia entre las absorbancias y el promedio de las diferencias en las 

absorbancias por minuto (ΔA/min). La actividad específica fue calculada utilizando la siguiente 

ecuación: U/L de ALT = ΔA/min x 1750. 

Para evaluar el daño hepático también se realizaron tinciones de hematoxilina eosina de cortes 

de tejido hepático de animales infectados y no infectados. Para este fin, se conservaron 

hígados en Polyfreeze (Sigma) y se realizaron cortes de 10 μm con crióstato. Seguidamente, se 

aplicó el protocolo de tinción con hematoxilina y eosina, que incluye hidratar las muestras 

mediante sucesivas pasadas por etanol 100, 95 y 70 %, tinción con hematoxilina por 5 min y 

luego con eosina por 2 min. Finalmente, se deshidrataron las muestras pasándolas 

nuevamente por etanol, se limpiaron con xileno por 6 min y se montaron con reactivo 

Permount (Fisher Chemical). Las láminas se analizaron en microscopio óptico Zeiss Axio Lab.A1. 

 

Obtención de suspensiones celulares de esplenocitos y leucocitos hepáticos 
 

Para obtener esplenocitos a partir de bazos de ratones infectados y no infectados, se 

disgregaron mecánicamente los bazos con láminas de vidrio. A continuación, la suspensión 

celular obtenida se lavó con PBS y se lisaron los glóbulos rojos con una solución hipotónica 

conteniendo MgCl2 1 M, NaCl 1 M y Tris-HCl 1 M pH 7,6. Seguidamente, se realizaron dos 

lavados más con PBS, centrifugando a 1500 rpm por 5 min, utilizando una centrífuga Sorvall 

ST16R (Thermo Scientific). Finalmente, se procedió al conteo celular, utilizando una cámara de 

Neubauer. 
 

Para la obtención de los leucocitos hepáticos, se perfundieron los hígados inyectando PBS en la 

vena cava abdominal y cortando la vena suprahepática, hasta que los hígados se aclararon. A 

continuación, se disgregaron los hígados mecánicamente, y se los dejó decantar 15 min en 

hielo. Se transfirió el sobrenadante a otro tubo y se lo centrifugó a 1300 rpm por 7 min. Se 

descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 6 ml de Percoll 35%. Se centrifugó la 

suspensión celular a 600 g por 20 min a 20°C, sin aceleración y sin freno. Se retiró el 

sobrenadante, se lisaron los glóbulos rojos y se lavaron las células con PBS, procediendo a su 

conteo. 
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Preparación de lisados de F. hepatica 
 

Se obtuvieron gusanos adultos de F. hepatica residentes en los ductos biliares de hígados 

vacunos infectados, provenientes de ejemplares del Frigorífico Carrasco. Para producir el 

extracto total parasitario, los gusanos adultos fueron lavados en PBS pH 7,4, disgregados 

mecánicamente en presencia de inhibidores de proteasas conteniendo fluoruro de 4- (2- 

aminoetil) bencenosulfonilo (AEBSF) 2 mM, aprotinina 0,3 μM, bestatina 116 μM, E-64 14 μM, 

leupeptina 1 μM y ácido ethylenediaminetetraacético (EDTA) 1 mM (Sigma-Aldrich) con ayuda 

de un homogeneizador de tejidos y posteriormente centrifugado a 40.000 g por 60 minutos. El 

sobrenadante fue dializado contra PBS por al menos 48 horas. Posteriormente, la 

concentración proteica del lisado obtenido (FhTE) fue cuantificada utilizando el método del 

ácido bicinconínico (BCA) (163) y el mismo se guardó a -80°C. Los niveles de endotoxinas 

fueron determinados utilizando el kit Limulus Amebocyte Lysate Pyrochrome (Associates of 

Cape Code). Los lisados presentaron niveles de endotoxinas similares al medio de cultivo. 

 
 

Cuantificación de proteínas 
 

Para la determinación de la concentración de proteínas se utilizó el método BCA. Se colocaron 

10 µL de muestra por pocillo en diferentes diluciones de PBS y luego 200 µL de la mezcla de 

reacción, constituida por BCA (Sigma Aldrich, US) y sulfato de cobre al 4 % en una relación 

50:1. Posteriormente, se incubaron las muestras 30 min a 37°C, para luego medir la 

absorbancia de la formación del complejo a 570 nm. 
 

Para el procesamiento de datos se utilizó una curva de calibración utilizando Seroalbúmina 

Bovina (BSA) (Sigma Aldrich) en PBS. Los valores fueron extrapolados utilizando el rango lineal 

de la curva. 

 
 

Extracción de ARN, cuantificación y medida de pureza 
 

Se realizó extracción de ARN total de tejido hepático, eosinófilos sorteados y células de la 

cavidad peritoneal de ratones no infectados. 

En el caso del tejido hepático, el mismo fue almacenado en 500 μl de Tri-reagent (Sigma- 

Aldrich) y disgregado mecánicamente, e incubado a temperatura ambiente por 5 min. 

Posteriormente, se agregaron 125 µL de cloroformo, se vortexeó por 15 s y se incubó 15 min a 

temperatura ambiente. Luego de la incubación se obtuvieron dos fases. La fase superior o 

acuosa se pasó a otro eppendorf y se agregaron 500 µL de isopropanol por cada mL de Tri-

reagent utilizado. Se dejó incubar 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugó  por 10 min a 

12000 g a 4°C. El pellet obtenido en esta etapa se corresponde con el ARN. El mismo se lavó 

con 1 mL de etanol 75% (preparado con H2O tratada con pirocarbonato de dietilo DEPC), se 

vortexeó y se centrifugó a 7500 g por 5 min a 4°C. Se dejó secar el pellet y se resuspendió en 

30 µL de H2O – DEPC previamente calentada a 55°C. 
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Para otras muestras de hígado se utilizó el RNeasy Mini Kit de Qiagen, según las instrucciones 

del fabricante. En primer lugar, se resuspendió el tejido en buffer de lisis RLT y se disgregó. 

Luego se le agregó un volumen equivalente de etanol 70% y se vortexeó. Seguidamente, se 

transfirió la muestra a columnas de purificación de ARN, incluidas en el kit. Dichas columnas se 

encontraban dentro de un eppendorf de 2 mL. Se centrifugó por 15 s a 8000 g y se descartó el 

líquido que quedó en el eppendorf. A continuación, se agregaron 700 µL del buffer RW1 a la 

columna, se centrifugó por 15 s a 8000 g y se descartó el líquido del tubo. Posteriormente, se 

realizaron dos lavados con buffer RPE centrifugando por 15 s a 8000 g descartando el líquido. 

Finalmente, se colocó la columna en un nuevo tubo eppendorf  y se procedió a la elución del 

ARN, agregando 30 µL de agua ARNasa free y centrifugando a 8000 g por 1 min. 
 

Luego de la extracción, fue necesario cuantificar el ARN obtenido. Dicha cuantificación se 

realizó por espectroscopía, a través de la medida de absorbancia a 260 nm. También se 

determinó la pureza del ARN extraído por medio de la relación entre la absorbancia a 260 nm 

(a la que absorben los ácidos nucleicos) y la absorbancia a 280 nm (a la que absorben las 

proteínas conteniendo aminoácidos aromáticos). En el caso del ARN, esta relación debe ser 

mayor a 1,7. Las medidas de cuantificación y grado de pureza se realizaron en un equipo 

Nanodrop. La unidad del ARN obtenido fue de ng/µL. 

 
 

Síntesis de ADN copia (ADNc) 
 

Para sintetizar el ADNc, se partió del ARN extraído previamente por ambos métodos. Se utilizó 

el kit SensiFAST cDNA Synthesis de Bioline. En primer lugar se realizó una mezcla de reacción 

para sintetizar ADNc, que incluye TransAmp Buffer, la enzima Transcriptasa Reversa a 200  

U/μL y 1 µg de ARN que se calculó según concentración obtenida en el Nanodrop. Se utilizó el 

siguiente programa: 25°C por 10 min, 42°C por 15 min, 48°C por 15 min y 85°C por 5 min. El 

ADNc fue almacenado a -20°C o se procedió a realizar la qRT-PCR. El ADNc fue realizado en un 

termociclador T Gradient Thermocycler de la marca Biometra. 
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Determinación de la expresión génica por PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) 
 

Se realizó qRT-PCR utilizando el kit SensiFAST SYBR No-ROX (Bioline) para determinar la 

expresión génica de las moléculas que se detallan en la tabla 2.2. Además, se muestran los 

primers específicos que se utilizaron para amplificar dichos genes. 

 
 

Tabla 2.2. Primers específicos utilizados. Se detalla la secuencia y la temperatura de melting 

(Tm) utilizada. 
 

Gen Primer Secuencia 5'- 3' Tm (°C) 

IL-10 IL-10-F TTCCCAGTCGGCCAGAGCCA 64 

IL-10 IL-10-R GGGGAGAAATCGATGACAGCGCC 62 

TGF-β TGF-β-F AACAATTCCTGGCGTTACCTT 55 

TGF-β TGF-β-R CTGCCGTACAACTCCAGTGA 57 

GAPDH GAPDH-F CTGAGAACGGGAAGCTTG 60 

GAPDH GAPDH-R CCTGCTTCACCACCTTCTTG 60 

FIZZ1 FIZZ1-F CACCTCTTCACTCGAGGGACAGTTG 60 

FIZZ1 FIZZ1-R GGTCCCAGTGCATATGGATGAGAC 59 

IL-4 IL-4 F TGCGAAGCACCTTGGAAGCCC 63 

IL-4 IL-4R AAGTCACAGGAGAAGGGACGCC 63 
 
 

En primer lugar, se realizó la mix de PCR conteniendo SYBR-Green, 200 nM de primer sentido 

(F), 200 nM de primer anti-sentido (R), y cantidad de H2O – DEPC necesaria para llegar a 20 µL 

(según recomendación del proveedor). Se dispensó 9 µL de mix y se colocó 1 µL de ADNc por 

pocillo. Por cada juego de primers se realizó un control donde no se colocó ADNc. La qRT-PCR 

se realizó en un termociclador Eco-Illumina. El programa utilizado fue: 95°C por 10 min, 

seguido de 40 ciclos de 95°C 15 s, 56°C-63°C 30 s, 72°C 30 s. Finalmente, se programó una 

extensión final de 72 °C por 10 min. El análisis de datos se realizó con el programa EcoStudy y 

se utilizó el gen constitutivo GAPDH para calcular la expresión relativa de los genes antes 

mencionados, mediante la siguiente ecuación: 

𝐸𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 = 2−∆ , donde ∆𝐶𝑞 = 𝐶𝑞𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻 − 𝐶𝑞𝑔𝑒𝑛𝑑𝑒𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟é𝑠 

 

 
Análisis de leucocitos por citometría de flujo 

 

Las células obtenidas de la cavidad peritoneal, del bazo y los leucocitos hepáticos fueron 

analizados por citometría de flujo. En primer lugar, fueron centrifugadas y resuspendidas en 

PBS con 2% de suero fetal bovino (SFB) y 0,1% de azida de sodio (PBS/SFB). Se colocaron 

200.000 células por pocillo. 
 

Para la tinción de moléculas de superficie, las células fueron incubadas con los anticuerpos 

contra moléculas membranarias correspondientes (Tabla 2.3) diluidos en PBS/SFB por 30 min a 

4 °C. Luego, se lavaron las células dos veces con PBS/SFB y se resuspendieron hasta su análisis. 
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Para el análisis de moléculas intracelulares, luego de la marcación de las moléculas de 

superficie, se fijaron las células con Cytofix (Biolegend) durante 20 min a temperatura 

ambiente. Seguidamente, se permeabilizaron al incubar con Permwash (Biolegend) y se 

incubaron con los anticuerpos correspondientes diluidos en Permwash durante 1 h a 

temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron y se resuspendieron en PBS/FBS hasta su 

análisis. 
 

Con el fin de analizar la producción de citoquinas, se realizó primeramente la marcación 

membranaria seguida de la permeabilización de suspensiones celulares previamente  

incubadas con Brefeldina (3 µg/mL) y PMA (0,1 µg/mL) por 6 h a 37 °C. Posteriormente, se 

lavaron las células y se les realizó la permeabilización explicada en el párrafo inmediatamente 

superior y posterior incubación con anticuerpos específicos de citoquinas. 
 

Las poblaciones celulares fueron analizadas utilizando citómetros Cyan (Dako), Accuri C6 o 

Accuri C6 Plus (BD Biosciences), utilizando los softwares: Summit, FlowJo y Accuri C6. 

 

Tabla 2.3. Anticuerpos utilizados en citometría de flujo. 

Moléculas Membranarias Moléculas Intracelulares 
Especificidad Clon Conc. Final (μg/mL) Empresa Especificidad Clon Conc. Final (μg/mL) Empresa 

Siglec-F E50-2440 0,6 BD Biosciences Foxp3 FJK-16s 2 eBioscience 

F4/80 BM8 1 Biolegend IL-4 11B11 4 Biolegend 

CD11b M1/70 0,4 BD Biosciences IFN-γ XMG1.2 4 Biolegend 

Sirp-α P-84 0,8 Biolegend IL-10 JES5-16E3 4 Biolegend 

CCR3 J073E5 1 Biolegend  

Ly6G RB6-8C5 0,3 eBioscience 

Ly6C HK1.4 1 eBioscience 

CD11c N418 0,6 Biolegend 

CD80 16-10A1 0,4 eBioscience 

CD4 GK1.5 0,3 Biolegend 

CD40 HM40-3 1 eBioscience 

CD64 X54-5/7.1 1 eBioscience 

I-A/I-E M5/114.15.2 0,1 Biolegend 

CD8 53-6.7 0,25 Biolegend 

CD25 PC61 0,16 Biolegend 

CD162 2PH1 0,6 eBioscience 

CD44 IM7 0,5 Biolegend 

CD3 17A2 0,3 eBioscience 
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Estudio de la morfología de eosinófilos con tinción de May-Grunwald Giemsa 
 

Para estudiar la morfología de las células provenientes de la cavidad peritoneal e hígado de 

animales infectados y controles se utilizó la tinción de May-Grunwald Giemsa. Dicha tinción 

consiste de eosina, azul de metileno, metanol y tinción de Giemsa. Los núcleos celulares 

aparecen típicamente más oscuros que el citoplasma, el cual varía de color entre rojo, azul y 

violeta, dependiendo del tipo celular (164). En particular, los eosinófilos se observan con el 

núcleo azul oscuro y el citoplasma de color rojo intenso. La misma se realizó por la técnica de 

goteo, donde se aplicó en primer lugar la tinción de May-Grunwald (Grupo Benzo) por 1 min. 

Luego, se enjuagó con agua destilada. Seguidamente, se le aplicó la tinción Giemsa (Química 

Clínica Aplicada) por 1 min, lavándolo finalmente con agua destilada. Se utilizó glicerol para el 

montado de las láminas. Las células se visualizaron en un microscopio Nikon Eclipse E400. 

 
 

Análisis de leucocitos por Inmunofluorescencia 
 

La confirmación de la expresión de ciertos marcadores moleculares tanto en las células del PEC 

e hígado de animales infectados y controles, se realizó por inmunofluorescencia directa. 

Primeramente las células se colocaron en láminas de vidrio previamente silanizadas. El proceso 

de silanizado se realizó de la siguiente manera: en primer lugar, se incubaron las láminas en 

acetona por 15 min y luego en (3-Aminopropil) triethoxy-silano (Sigma-Aldrich) diluido en 

acetona al 2%. Finalmente, se realizaron dos lavados con acetona y dos lavados con agua 

destilada de 1 min cada uno. Se colocaron 50.000 células por lámina y se permeabilizaron con 

Tritón X-100 en PBS al 0,1% durante 15 min a temperatura ambiente. Luego se bloquearon con 

5% de BSA en PBS, por 1 h a la misma temperatura. Seguidamente, las células se incubaron con 

los anticuerpos ya unidos a sus respectivos fluorocromos, toda la noche a 4°C. Las diluciones se 

realizaron en PBS conteniendo 0,5% de BSA. 
 

A continuación, se detallan los anticuerpos utilizados en esta sección junto con su 

concentración (Tabla 2.4). 
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Tabla 2.4. Anticuerpos específicos contra diferentes moléculas membranarias 

utilizados en inmunofluorescencia en la presente tesis. 

Especificidad Clon Conc. Final (μg/mL) Empresa 

Siglec-F E50-2440 4 BD Biosciences 

F4/80 BM8 2 Biolegend 

CD11b M1/70 1,2 BD Biosciences 

CCR3 J073E5 2 Biolegend 

Ly6G HK1.4 1,5 eBioscience 

CD11c N418 1,2 Biolegend 

CD44 IM7 2 Biolegend 

I-A/I-E M5/114.15.2 0,4 Biolegend 

CCR2 SA203G11 2,5 Biolegend 

IL-33Rα DIH9 4 Biolegend 

CD162 2PH1 1 BD Biosciences 
 
 
 
 
 

Al día siguiente, se lavaron las células tres veces con PBS, y luego se marcaron con 4’,6- 

Diamidine-2’-phenylindole dihydrochloride (DAPI) a 5,7 µM por 5 min a temperatura ambiente, 

para permitir la visualización de los núcleos. Seguidamente, se realizaron tres lavados 

adicionales con PBS y se procedió al montaje de las láminas. Para el mismo se utilizó medio 

oleoso Fluoromount (Sigma-Aldrich). Las células se observaron utilizando el microscopio 

confocal Olympus XI 81 Spinning Disk, Leica TCS LSI o Leica SP5. 

 
 

Detección de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno (ROS/RNS) por citometría 

de flujo 

Con el fin de detectar la producción de especias reactivas del oxígeno y el nitrógeno en células 

de la cavidad peritoneal, esplenocitos y leucocitos hepáticos de animales infectados y control, 

se colocaron 200.000 células por pocillo, en una placa de 96 pocillos. Luego, fueron 

centrifugadas y resuspendidas en PBS con 2% de suero fetal bovino (SFB) y 0,1% de azida de 

sodio (PBS/SFB). 
 

A continuación, se incubaron las células con la sonda 2’,7’ – dichlorofluorescin diacetato 

(Sigma-Aldrich), la cual fluoresce en presencia de especies reactivas del oxígeno y el nitrógeno 

que se generan en la célula. Dicha sonda se utilizó a una concentración de 0,08 mg/ml, y se 

incubó en PBS por 30 min a 37°C. Luego, las células se lavaron dos veces en PBS con PBS/SFB, 

para ser analizadas inmediatamente en un citómetro Accuri C6 o Accuri C6 Plus (BD 

Bioscience). 
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Ensayo de depleción de eosinófilos 
 

Para estudiar el rol inmunomodulador de los eosinófilos durante la infección por F. hepatica, 

se llevó a cabo un ensayo de depleción de eosinófilos utilizando un anticuerpo monoclonal 

específico para la molécula Siglec-F, altamente expresada en eosinófilos (165, 166). Para ello, 

se establecieron dos grupos de 9 ratones cada uno: 1) animales infectados inoculados con un 

anticuerpo α-Siglec-F (BD Biosciences), y 2) animales controles, que recibieron un anticuerpo 

control anti-IgG2a de rata de isotipo κ, específico para la peroxidasa de rábano (HRP, del inglés 

horseradish peroxidase) (BD Biosciences). 
 

Se administraron 15 µg de ambos anticuerpos por vía intraperitoneal el día anterior a la 

infección, y a los días 1, 3, 6, 9, 13 y 16 después de la infección. 

Al día 0 ambos grupos de ratones fueron infectados con 10 metacercarias de F. hepatica por 

vía oral. Los animales fueron sacrificados al día 21 y diferentes muestras biológicas fueron 

extraídas y analizadas por citometría de flujo, ELISA y qRT-PCR. 

 
 

Determinación del título de anticuerpos específicos por ELISA 
 

Para evaluar la presencia de anticuerpos específicos de F. hepatica en el suero de animales 

infectados a los 21 dpi y no infectados, así como depletados de eosinófilos, se realizó un test 

de ELISA indirecto, utilizando placas de ELISA NuncF (Roskilde, Dinamarca). Las mismas fueron 

sensibilizadas con 2 µg de extracto total de F. hepatica (FhTE) por pocillo, durante toda la 

noche a 4°C. Luego, se bloqueó la placa con una solución de PBS gelatina 1%, por 1 h a 37°C. 

Seguidamente, se colocaron los sueros, a una dilución inicial de 1 en 100 y luego diluciones 

seriadas hasta llegar a 1 en 800. Los sueros se incubaron durante 2 h a 37°C. La detección de 

los anticuerpos específicos IgG, IgM, IgA, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 en suero se realizó con una 

anti-inmunoglobulina de ratón conjugada a peroxidasa específica para cada uno de estos 

isotipos. Se las incubó 1 h a 37°C. Finalmente, se procedió al revelado, con una solución de 

sustrato o-fenilendiamina (OPD) 0,5 mg/mL y 0,12% de H2O2 en Buffer citrato- fosfato 0,1 M 

pH 5. La reacción se detuvo por el agregado de HCl 3 M y luego se determinó la absorbancia a 

una longitud de onda de 492 nm en un lector de ELISA Thermo Scientific MultiskanGo. 
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Estudio de la respuesta inmune celular 
 

i) Ensayo de proliferación de linfocitos T: Para estudiar el efecto de la depleción de eosinófilos 

en la polarización de linfocitos T en el bazo, se obtuvieron suspensiones celulares de bazo 

(esplenocitos). Los esplenocitos (0,5 x106 por pocillo) fueron cultivados en medio RPMI 

completo, conteniendo SFB 10%, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0,1 mg/mL y β- 

mercaptoetanol 0,05 mM), en presencia de lisado parasitario (FhTE, 75 μg/mL), Concavalina A 

(ConA, 2,5 μg/mL), y anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 (1 μg/mL, clones 145- 

2C11 y 37.51 respectivamente) por 5 días a 37 °C y 5 % CO2. Luego de este tiempo, se 

determinó la concentración de las citoquinas IFN-γ, IL-4, IL-5 e IL-10 en los sobrenadantes de 

cultivo mediante ELISA. 
 

ii) Determinación de citoquinas mediante ELISA: Con el fin de evaluar los niveles de citoquinas 

en los sobrenadantes de cultivo de diferentes experimentos de proliferación de linfocitos T, se 

llevó a cabo un ELISA Sándwich específico. Para ello, se sensibilizaron placas de ELISA NuncF 

Maxisorp con anticuerpos primarios específicos para cada citoquina (BD Bioscience) en buffer 

fosfato 0,1 M pH 9,6 durante toda la noche a 4 °C. Al día siguiente, se bloquearon las placas 

con PBS Gelatina 1%, para luego colocar los sobrenadantes de cultivo a diferentes diluciones 

según la citoquina estudiada. Se incubaron los mismos durante 1 h a 37°C, al igual que el 

bloqueo. Se utilizaron diferentes diluciones para los sobrenadantes, dependiendo de la 

citoquina. Además, se incluyó una curva de calibración utilizando como estándar cada 

citoquina recombinante. Seguidamente, se agregó en cada pocillo el anticuerpo secundario 

conjugado a biotina, y se incubó durante 1 h a 37°C. La streptavidina-peroxidasa fue incubada 

durante 45 min a 37°C. Finalmente, se procedió al revelado con la misma solución detallada 

anteriormente (o-fenilendiamina (OPD) 0,5 mg/mL y 0,12% de H2O2 en Buffer citrato-fosfato 

0,1 M pH 5). 

 
 

Análisis de citoquinas y quimioquinas presentes en ascitis y suero 
 

Paralelamente, se buscó determinar el nivel de citoquinas en la ascitis y suero obtenidas tanto 

de animales infectados como no infectados. Para ello, también se realizó un ELISA Sándwich 

específico como fue descrito anteriormente, a excepción de la sensibilización, la cual se realizó 

en buffer carbonato pH 9,6. Además, las muestras fueron incubadas durante toda la noche. Las 

citoquinas analizadas fueron IL-5 y TSLP, así como la quimioquina CCL11. 

 
 

Obtención de eosinófilos por clasificación celular 
 

Con el fin de obtener eosinófilos purificados a partir de suspensiones celulares de PEC e 

hígado, se utilizó la técnica de clasificación celular mediante sorting. En primer lugar, se 

obtuvieron suspensiones celulares de PEC e hígado y se filtraron. Seguidamente, se llevaron las 

suspensiones celulares a una concentración de 8x106 células/mL. Se marcaron las células con 

anticuerpos anti-Siglec-F y anti-F4/80 por 30 min a 4°C. Los eosinófilos fueron sorteados en 

base a la expresión de Siglec-F y F4/80, seleccionando la población de eosinófilos como Siglec-

F+ y F4/80int. Las células sorteadas fueron obtenidas en tubos conteniendo SFB. En todos los 

casos, el sorting se realizó a 4°C, en citómetro BD FACSAria Fusion Cell Sorter (BD 
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Biosciences). La pureza obtenida de los eosinófilos fue mayor al 95% en todos los casos. Los 

eosinófilos purificados fueron utilizados para ensayos de co-cultivo celular, qRT-pCR, 

inmunofluorescencia o tinciones histológicas. 

 
 

Generación de eosinófilos derivados a partir de células de la médula ósea 
 

Se generaron eosinófilos ex vivo cultivando células de la médula ósea de ratones infectados. 

Dichas células se obtuvieron de los fémures y peronés de ratones infectados, mediante 

extracción con jeringa de 1 ml en medio RPMI completo, y luego se llevaron a una 

concentración de 0,5x106 células/ml. Se colocaron 4x106  células por placa en un volumen  

total de 8 ml. El medio fue suplementado con 100 ng/ml de SCF recombinante de ratón y 100 

ng/ml de FLT3-L recombinante de ratón (PeproTech). Luego de cultivar las células durante 4 

días a 37 °C y 5% CO2, se les agregó medio fresco conteniendo 10 ng/ml de IL-5 recombinante 

de ratón (PeproTech). Se cultivaron las células durante 10 días más a 37 °C y 5% CO2. Se 

definieron a los BM-Eos como las células Siglec-F+. 

 
 

Ensayo de degranulación de eosinófilos derivados de la médula ósea 
 

La degranulación de los eosinófilos se determinó a partir de la medición de la liberación de la 

actividad peroxidasa, proveniente de las enzimas EPO y MPO. Se colocaron 100.000 eosinófilos 

derivados de la médula ósea en placas de 96 pocillos y se los estimuló con suero proveniente 

de animales infectados o no infectados (dilución 1/50, 1/150, 1/450) en presencia o ausencia 

de extracto total de F. hepatica (FhTE) 300 µg/ml. Además, se realizó un control positivo con 

H2O2. Este último reactivo genera lisis de los eosinófilos, pulsando todo su contenido al medio. 

Seguidamente, se colocaron 100 μl por pocillo de una solución de OPD realizada con 800 μl 

OPD 15 mM, 4 ml de buffer Tris pH 8 1 M y 4 μl de H2O2 30% enrasada con agua destilada 

hasta 10 ml. Se incubó 1 h a 37°C y se midió la absorbancia a 492 nm. 

 
 
 

Inhibición de la proliferación de linfocitos T CD4+ por parte de eosinófilos 

Con el fin de estudiar la capacidad de los eosinófilos provenientes de la cavidad peritoneal de 

animales infectados de inhibir la proliferación de linfocitos T CD4+, se realizó un ensayo de co- 

cultivo. 
 

Primeramente se purificaron linfocitos T CD4+ a partir de esplenocitos de ratones BALB/c naive 

por selección negativa utilizando Nanobeads magnéticas, utilizando el kit MojoSort Mouse CD4 

Naive T Cell Isolation Kit (Biolegend). Se obtuvo una suspensión celular de esplenocitos y se 

llevó a una concentración de 1x108 células/ml en MojoSort Buffer (SFB 0,5 %, EDTA 2 mM en 

PBS). Se agregaron 10 μL del cocktail de anticuerpos biotinilados cada 100 μL de suspensión 

celular, y se incubaron en hielo por 15 min. Luego, se agregaron 10 μL de NanoBeads 

conjugadas a streptavidina y se incubaron las células en hielo por 15 min. Seguidamente, se 

agregaron 2,5 mL de MojoSort Buffer, y se colocó el tubo en un magneto (StemCell 

Technologies) por 5 min. Pasado este tiempo, se volcó el líquido del tubo sin sacarlo del 
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magneto. Es en este paso donde se colectan las células de interés (linfocitos T CD4+). Se repitió 

este procedimiento dos veces más. Además de linfocitos T CD4+ purificados, también se realizó 

el ensayo utilizando esplenocitos totales. 

Para analizar la proliferación de los linfocitos T CD4+ o esplenocitos totales, se marcaron con 

éster de succinimidil-carboxifluoresceína (CFSE del inglés, Carboxyfluorescein succinimidyl 

ester). Para ello, las células (1x107 células/ml) diluidas en PBS se incubaron con CFSE 

(Biolegend, 0,2 μg/ml) por 30 min a 37°C. Seguidamente, se realizaron dos lavados con PBS y 

se resuspendieron en medio RPMI completo. 
 

En paralelo se purificaron eosinófilos provenientes de la cavidad peritoneal por dos métodos 

alternativos: 
 

1) Sorting. (Ver sección “obtención de eosinófilos por clasificación celular”). 
 

2) Beads Magnéticas: Se realizó un enriquecimiento en eosinófilos del PEC de animales 

infectados. Dicho enriquecimiento se llevó a cabo purificando las células CD11c+ del PEC 

mediante el kit de purificación MojoSort Mouse CD11c anti-APC Nanobeads (Biolegend). Esta 

estrategia de selección se basa en el hecho que en el PEC las células mayoritarias son CD11c+ 

Siglec-F- (25-30 %) y CD11c- Siglec-F+ (50-60 %) (160, 191). En primer lugar, el PEC y (1x107 

células/ml) diluido en MojoSort Buffer. Dichas células se incubaron con el anticuerpo anti-

CD11c conjugado al fluoróforo allophycocyanina (APC) (Biolegend, 1 μg/mL) por 1 hora a 4°C. 

Se realizaron dos lavados con MojoSort Buffer. Las células (1x108 células/ml) se incubaron con 

Nanobeads anti-APC (Biolegend) por 30 min en hielo, a razón de 10 μL cada 100 μL de células. 

Se agregaron 2,5 mL de MojoSort Buffer y se incubó en el magneto por 5 min. Pasado este 

tiempo, se descartó el líquido del tubo sin sacarlo del magneto. Posteriormente, se sacó el 

tubo del magneto y se colocaron 2,5 mL de MojoSort Buffer. Se repitió este procedimiento 2 

veces más. Se obtuvieron dos fracciones celulares, enriquecidas en eosinófilos (Siglec-F+) o 

células CD11c+. Se analizó la pureza de la fracción de células Siglec-F+ mediante citometría de 

flujo obteniendo valores de entre 50 y 90 %, según el caso. 
 

Finalmente, se co-cultivaron los linfocitos T CD4+ (200.000/pocillo) o esplenocitos totales 

(500.000/pocillo) marcados con CFSE, con los eosinófilos (sorteados o enriquecidos) en 

diferentes concentraciones (15.000, 50.000 y 150.000/pocillo) El cultivo se realizó con medio 

de cultivo RPMI completo conteniendo SFB 10%, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 0,1 

mg/ml y β-mercaptoetanol 0,05 mM. Los esplenocitos se estimularon con anticuerpos 

monoclonales anti-CD3 (1 μg/mL, clon 145-2C11), y anti-CD28 (1 μg/mL, clon 37.51), ConA (2,5 

μg/mL) o incubados en medio de cultivo completo como control, durante 4 días a 37 °C y 5% 

de CO2. Posteriormente se obtuvo el sobrenadante de cultivo para medir citoquinas por ELISA 

y se marcaron las células con anticuerpos específicos de CD4 y CD8 para su posterior análisis 

por citómetría de flujo. 
 

Alternativamente, se realizó un ensayo similar pero con linfocitos T CD4 purificados 

provenientes de animales infectados en las mismas condiciones ya descritas. 
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Análisis Estadístico 
 

Los resultados fueron analizados utilizando el t-test de dos colas o ANOVA de dos vías seguido 

del test de Tukey mediante el software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, 

CA). Los niveles de significación estadística se consideraron como: *, p<0,05; **, p<0,01; ***, 

p<0,001; ****, p<0,0001. 
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3 - Resultados 
 
 

Los eosinófilos (células Siglec-F+ F4/80int) son reclutados en altas cantidades a la cavidad 

peritoneal y al hígado de animales infectados por F. hepatica 

 
 

Considerando estudios previos que indican a la molécula Siglec-F como un marcador específico 

de eosinófilos en ratón (167), el primer objetivo de esta tesis fue identificar a las células Siglec- 

F+ F4/80int en PEC, bazo e hígado de ratones infectados por F. hepatica, así como analizar su 

morfología para identificar características celulares que se corresponden con eosinófilos. 

Estudios posteriores nos permitieron identificar a la molécula F4/80 como característica de 

eosinófilos cuando es expresada en baja o intermedia intensidad, en relación a los macrófagos 

o células dendríticas (que son F4/80hi  y F4/80int, respectivamente) (160). 

Para ello, infectamos ratones BALB/c con 10 metacercarias y analizamos la presencia de las 

células Siglec-F+ F4/80int a los 21 dpi (días post-infección) en bazo, cavidad peritoneal e hígado. 

En los animales infectados, alrededor del 50% de las células presentes en la cavidad peritoneal 

luego de 21 dpi fueron Siglec-F+ F4/80int, mientras que este porcentaje fue menor a 10% en 

animales no infectados (Figura 3.1 A). En el caso del bazo, la proporción de estas células fue 

mucho menor, siendo de alrededor de 1,3% en animales infectados y 0,5% en animales control 

(Figura 3.1 B). Por último, cerca del 30% de las células presentes en el hígado de animales 

infectados fueron identificadas como Siglec-F+ F4/80int, en comparación con un 5% para los no 

infectados (Figura 3.1 C). 
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Posteriormente, verificamos la identidad de las células Siglec-F+ F4/80int de PEC e hígado por 

microscopía, purificando esta población celular mediante sorting y realizando una tinción de 

May-Grunwald Giemsa. Las células mostraron características morfológicas que se 

corresponden con eosinófilos murinos, como el núcleo en forma de anillo, medio anillo o 

multi-lobulado, acompañado de un citoplasma teñido de fucsia intenso (Figura 3.2). Es 

importante notar que la visualización de los gránulos de los eosinófilos murinos es más difícil 

que en el caso de los eosinófilos humanos (Figura 1.5). 

 

 

 
 

Estos datos indican que existe un reclutamiento de eosinófilos en la cavidad peritoneal e 

hígado principalmente de animales infectados por F. hepatica y que su identificación como 

células Siglec-F+ F4/80 int es adecuada. 
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El transcurso de la infección por F. hepatica se corresponde con un aumento en el daño 

hepático 

Con el fin de obtener una medida de la gravedad de la infección por F. hepatica en nuestro 

modelo experimental, se calculó un score o puntaje para cuantificar los signos clínicos 

provocados por la infección parasitaria, según la tabla 2.1 (ver sección materiales y métodos). 

En la Figura 3.3 A se observa que el score clínico aumenta a medida que transcurre la infección. 

Además del score clínico, se midió la actividad de la enzima alanina transaminasa (ALT) para 

determinar el daño hepático inducido por la infección, a diferentes días post-infección (Figura 

3.3 B y 3.3 C). La actividad de la enzima alanina transaminasa mostró un aumento significativo 

a los 21 dpi y en los animales que presentaron un score clínico de 9 o 10, confirmando 

resultados de nuestro grupo (192) en los que se evidenció aumento en la actividad de esta 

enzima  a los 21 dpi. 

 

 

 
 

La presencia de daño hepático también fue determinada mediante tinciones histológicas con 

Hematoxilina-Eosina. El hígado infectado se caracterizó por una mayor infiltración leucocitaria 

y zonas necrosadas en comparación con el hígado no infectado. Además, se evidenció la 

presencia de eosinófilos en los infiltrados leucocitarios de los hígados infectados, ya que son 

células que presentan núcleo bi- o multi-lobulado y citoplasma fucsia (Figura 3.4). 
 

Estos resultados demuestran que a pesar que la medición de actividad transaminasa en suero 

es un buen indicador del daño hepático provocado por el parásito, es un parámetro que  

aparece tardíamente, cuando el hígado posee altos niveles de necrosis y fibrosis, mientras que 

los signos clínicos aumentan proporcionalmente con el avance de la infección, luego de la 

primer semana post-infección. 
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La concentración de CCL11, TSLP e IL-5 en ascitis de animales infectados aumenta con la 

gravedad de la infección 

Con el fin de continuar con la caracterización de la infección por F. hepatica en ratones, se 

buscó cuantificar el nivel de las citoquinas IL-5, CCL11 y TSLP en la ascitis y en suero de 

animales infectados por su implicancia en el desarrollo y reclutamiento de eosinófilos. Como 

ya fue mencionado en la introducción, la IL-5 es una citoquina de fundamental importancia 

tanto para el desarrollo como para el mantenimiento de los eosinófilos (168). Por otra parte, 

TSLP pertenece a la familia de las citoquinas de tipo IL-2 y es esencial en iniciar y mantener la 

respuesta de tipo Th2 (169, 170). Por último, CCL11 es una quimioquina que, entre otras 

funciones, recluta eosinófilos y promueve la acumulación de los mismos en los sitios de 

infección (171), además de promover la polarización de la respuesta inmune hacia el tipo Th2 

(172). 
 

Como se observa en la Figura 3.5, los niveles de IL-5, CCL11 y TSLP en ascitis aumentaron a 

medida que aumenta el score de infección. En el caso de IL-5 y TSLP, este aumento se observó 

de manera más gradual, mientras que para CCL11, solamente los animales con un score alto 

(6-10) presentaron altos niveles con respecto al control (Figura 3.5 A). Por otro lado, la 

concentración de estas citoquinas en suero resultó ser variable, y no se detectó un aumento de 

las mismas con el transcurso de la infección. Sin embargo, evidenciamos una disminución de 

CCL11 y TSLP en suero en etapas tardías de la infección (Figura 3.5 B). 
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El reclutamiento de eosinófilos en hígado y cavidad peritoneal aumenta con la gravedad y el 

tiempo de infección 

Para profundizar en el estudio de la presencia de eosinófilos durante la infección por F. 

hepatica en ratones, analizamos el porcentaje de eosinófilos así como el número absoluto en 

PEC e hígado durante el transcurso de la infección. Para identificar a los eosinófilos, en primer 

lugar seleccionamos las células totales, descartando el debris celular. Seguidamente, 

seleccionamos los singuletes, para luego definir a los eosinófilos como las células Siglec-F+. En 

el caso del PEC, se observó un aumento tanto en el porcentaje como en el número absoluto de 

eosinófilos a medida que aumenta el score clínico de infección (Figura 3.6 A). En el caso del 

número absoluto, puede observarse un aumento drástico a partir del score 6, mientras que el 

aumento en el porcentaje de eosinófilos se da de forma más gradual, registrándose un leve 

aumento a partir del score 5. En cuanto a la evolución en el tiempo, se observó un aumento en 

el porcentaje de células Siglec-F+ a medida que avanza el tiempo post-infección. 

Específicamente, se observó un aumento significativo a partir de la primera semana post-

infección (Figura 3.6 A).  
 

En el hígado también se observó un aumento en el porcentaje de eosinófilos que se 

correlacionó con un aumento en el score clínico (Figura 3.6 B). En este caso, se obtuvo una 

diferencia significativa de porcentaje de eosinófilos con respecto al no infectado a partir del 

score 9. Por otro lado, también se observó un aumento significativo en el porcentaje de 

eosinófilos a medida que aumenta el tiempo post-infección, registrándose una diferencia 

significativa a partir de las dos semanas post-infección (Figura 3.6 B).  
 

En su conjunto, estos resultados indican que la presencia de eosinófilos en la cavidad 

peritoneal es un evento temprano en la infección experimental en ratones, y que ésta 

aumenta de forma proporcional, junto con los niveles de IL-5, TSLP e CCL11, con la gravedad  

de la infección. 
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Los eosinófilos de animales infectados expresan moléculas características de los granulocitos 
 

Para caracterizar a los eosinófilos que son reclutados tanto a la cavidad peritoneal como al 

hígado de animales infectados, las células provenientes de hígados y PEC de animales de 21 dpi 

se marcaron con anticuerpos específicos para diferentes moléculas, analizándose la expresión 

de las mismas en eosinófilos por citometría de flujo. Como se observa en la Figura 3.7, tanto 

los eosinófilos de PEC como hígado expresaron altos niveles de Siglec-F, CD11b, Ly6G, Sirp-α, 

CCR3 y F4/80, CD44 y CD162 (Figura 3.7), mientras que expresaron bajos niveles (o no 

expresaron) de CD11c, CD80, CD40, MHCII, CD64, CD4 y CD8 (Figura 3.8). 
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Se observaron además algunas diferencias en la expresión de algunas moléculas entre los 

eosinófilos proveniente de hígado y de la cavidad peritoneal de animales infectados. En efecto, 

mientras que los eosinófilos peritoneales presentaron mayores niveles de Siglec-F y F4/80 que 

los de hígado, los eosinófilos hepáticos presentaron mayor expresión de CCR3 (el receptor de 

CCL11), CD11b, Ly6G, CD44 y CD162. Por último, la molécula Sirp-α, cuya expresión está 

asociada a una mayor sobrevida del eosinófilo (73), se expresó en niveles similares por ambos 

tipos de eosinófilos (Figura 3.7). 
 

Las diferencias observadas entre los eosinófilos provenientes de hígado y de la cavidad 

peritoneal podrían corresponder a diferente grado de diferenciación o estar asociadas a su 

función, como se discutirá más adelante en la discusión. 
 

La expresión de algunos de estos marcadores fue comprobada también por 

inmunofluorescencia, en PEC y leucocitos hepáticos de animales infectados a 21 dpi y no 

infectados (Figuras 3.9 y 3.10). Específicamente, la expresión de Siglec-F y CCR3 en eosinófilos 

del líquido de la cavidad peritoneal e hígado fue confirmada por microscopía (Figuras 3.9 y 

3.10). Además, se identificaron eosinófilos de la cavidad peritoneal que expresan las moléculas 

CD162, CD44 y CCR2 (Figura 3.9). Estas moléculas se expresan en eosinófilos migratorios y con 

mayor estado de activación (173). En las microscopías correspondientes al PEC de animales 
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infectados, se observa, además de los eosinófilos, células con núcleo redondeado de mayor 

tamaño, que expresan F4/80, MHCII, CCR3, CD44, CD11c y CD162, las cuales podrían 

corresponderse con macrófagos o células dendríticas, que se han identificado previamente en 

el PEC de animales infectados por F. hepatica mediante citometría de flujo por nuestro grupo 

(174). También es importante notar la diferencia que observamos entre el PEC de animales 

infectados y el de no infectados. En primer lugar, se visualizó un menor número de células en 

la cavidad peritoneal de animales control en comparación con los animales infectados, dentro 

de las cuales se observó menor número de células Siglec-F+, así como F4/80+ y MHCII+. Por el 

contrario, la mayoría de las células en el PEC de animales no infectados expresa CCR3, al igual 

que en los no infectados (Figura 3.9). 
 

La expresión de algunos marcadores en eosinófilos peritoneales sorteados también fue 

verificada por microscopía (Figura 3.11). Particularmente, se verificó la expresión de Siglec-F, 

F4/80, CCR3, Ly6G, CCR2, CD162 y CD11b. 
 

En conclusión, estos resultados indican que los eosinófilos expresan altos niveles de moléculas 

características de granulocitos activados, y que dichos niveles varían en eosinófilos 

peritoneales y hepáticos, lo cual podría corresponderse con diferente estado de activación o 

migración. 
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Los eosinófilos peritoneales de animales infectados poseen una mayor expresión de ROS y 

RNS en comparación con eosinófilos de animales no infectados 

A continuación, evaluamos diferentes mecanismos efectores contra parásitos helmintos que 

pueden mediar los eosinófilos. Uno de ellos fue determinar la capacidad oxidativa de los 

eosinófilos de animales infectados. Para ello utilizamos una sonda que fluoresce en presencia 

de especies reactivas del oxígeno (ROS) y del nitrógeno (RNS) y analizamos la fluorescencia de 

eosinófilos peritoneales y hepáticos por citometría de flujo. Los eosinófilos de la cavidad 

peritoneal de animales infectados presentaron mayores niveles de ROS/RNS que  los 

eosinófilos de animales no infectados, tanto a 1 dpi como a los 21 dpi (Figura 3.12), aunque se 

observó mayores niveles a los 21 dpi. Por el contrario, no se registraron diferencias en la 

expresión de ROS y RNS en eosinófilos provenientes del hígado, a los 21 dpi. 
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Los eosinófilos derivados de médula ósea (BM-Eos) degranulan al incubarse con anticuerpos 

específicos de F. hepatica 

Otro de los mecanismos efectores de los eosinófilos estudiado fue su capacidad de 

degranulación para liberar componentes tóxicos que pueden dañar la superficie de parásitos 

helmintos. Para ello, se obtuvieron eosinófilos derivados de la médula ósea de ratones 

infectados (BM-Eos), y se cultivaron los mismos con un lisado parasitario (FhTE) en presencia o 

ausencia de anticuerpos específicos del parásito (provenientes de suero de animales 

infectados) y control (provenientes de suero de ratones no infectados), según un ensayo 

previamente publicado (175). En el mismo, se evalúa la actividad de la peroxidasa y 

mieloperoxidasa liberadas por el eosinófilo con la degranulación utilizando los sustratos OPD y 

H2O2 (175). La Figura 3.13 A muestra la degranulación inducida por FhTE, en ausencia de 

anticuerpos. La degranulación de los BM-Eos muestra una tendencia hacia el aumento en 

presencia de FhTE en comparación con el medio, si bien esta diferencia no resultó ser 

significativa. Posteriormente, analizamos la degranulación en presencia de suero de animales 

infectados y no infectados. 

 

 

 
En primer lugar, se muestran los títulos de anticuerpos específicos para F. hepatica IgM e IgG. 

Se observa que los animales infectados poseen un mayor título de anticuerpos específicos en 

comparación con los no infectados (Figura 3.13 B). En cambio, al incubar los BM-Eos con suero 

conteniendo anticuerpos específicos de F. hepatica (tanto IgM como IgG como se muestra en 

la Figura 3.12 B), se observó un notorio aumento en la degranulación el cual fue modificada al 

adicionarle el lisado parasitario (FhTE) solamente para la dilución más concentrada de suero 

(Figura 3.13 C). Además, la degranulación aumentó a medida que aumenta la concentración de 

suero utilizado. 
 

En su conjunto, estos resultados indican que los eosinófilos de animales infectados poseen la 

capacidad de efectuar degranulación y de producir especies reactivas del oxígeno y del 

nitrógeno, ambos mecanismos efectores que pueden dañar a F. hepatica. 
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Los animales infectados por F. hepatica presentan una respuesta T CD4 específica polarizada 

hacia Th2 y Treg 

A continuación, analizamos el tipo de respuesta T inducida durante la infección experimental 

por F. hepatica. Para ello, obtuvimos esplenocitos de animales infectados y control, los 

cultivamos con moléculas parasitarias (FhTE) y analizamos el nivel de citoquinas producidas 

por ELISA sándwich (IL-4, IL-5 e IL-10). Se observó que los esplenocitos de animales infectados 

producen mayor cantidad de IL-4, IL-5 e IL-10 al ser estimulados con FhTE, en comparación con 

los animales no infectados, indicando la inducción de una respuesta T específica de tipo 

Th2/Treg (Figura 3.14 A). 
 

Este estudio fue complementado por el análisis de los linfocitos T por citometría de flujo. Con 

dicho fin, se obtuvieron suspensiones celulares de bazo e hígado así como células del PEC y se 

analizó el porcentaje de linfocitos T, linfocitos T CD4+ y CD8+ y de linfocitos T reguladores. 

Como se observa en la Figura 3.14 B, la proporción de linfocitos T CD4+ y CD8+ disminuyó 

significativamente en los animales infectados en comparación con los no infectados, a 

excepción del bazo, donde no se registraron diferencias significativas para los linfocitos T CD8+. 

También se evaluó el porcentaje de linfocitos T CD25+ Foxp3+ dentro de los CD3+ CD4+ y CD3+ 

CD4- (cuya mayoría son CD8+). Se observó un aumento significativo en el porcentaje de 

linfocitos T CD4+ CD25+ Foxp3+ en bazo, hígado y PEC de animales infectados en comparación 

con los no infectados. De igual forma, puede observarse un aumento en el porcentaje de 

linfocitos T CD3+ CD4- CD25+ Foxp3+, si bien la diferencia no resultó significativa a excepción del 

PEC (Figura 3.14 B). 
 

En conjunto, estos resultados indican que durante la infección por F. hepatica se genera una 

respuesta polarizada hacia Th2 y Treg, con una disminución significativa de la frecuencia de 

linfocitos T CD4+ y aumento de linfocitos T reguladores en todos los órganos evaluados. 
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Los eosinófilos provenientes de animales infectados inhiben la proliferación y producción de 

IFN-γ de linfocitos T CD4+ y CD8+ de animales no infectados en condiciones in vitro 

Con el fin de investigar si los eosinófilos poseen un rol regulador durante la infección por F. 

hepatica, y considerando el descenso relativo de linfocitos T observado en animales infectados 

(Figura 3.14), se investigó si los eosinófilos de animales infectados eran capaces de limitar o 

inhibir la proliferación de los linfocitos T. Para ello, se realizó un ensayo de co-cultivo utilizando 

eosinófilos purificados de animales infectados y esplenocitos totales o linfocitos T CD4+ de 

animales no infectados. Luego de cultivar las células por 5 días, se evaluó la presencia de IFN-γ 

en el sobrenadante por ELISA y se analizó la proliferación de los linfocitos T por citometría de 

flujo (Figura 3.15 A). Para la obtención de eosinófilos de animales infectados, purificamos por 

dos técnicas diferentes los eosinófilos peritoneales: i) enriquecimiento negativo utilizando un 

kit de purificación de células CD11c+ con beads magnéticas y ii) clasificación celular de células 

Siglec-F+ F4/80-. Los resultados se muestran en las Figuras 3.15 B y C respectivamente. 

Al co-cultivar esplenocitos con 50000 y 150000 eosinófilos, se observó que los mismos inhiben 

la proliferación de los linfocitos T CD4+ y CD8+, así como la producción de IFN-γ. En el caso del 

co-cultivo con 15000 eosinófilos, también se evidenció una inhibición de la proliferación, 

aunque más modesta que utilizando concentraciones mayores (Figura 3.15 B). 
 

Por otro lado, la inhibición en la proliferación de los linfocitos T CD4+ fue confirmada al utilizar 

eosinófilos purificados mediante sorting y linfocitos T CD4+ purificados como se observa en la 

figura 3.15 C. 
 

Los resultados de este ensayo estarían aportando evidencias de que los eosinófilos podrían 

poseer un rol regulador en la infección por F. hepatica, al tener un efecto inhibitorio sobre la 

proliferación de linfocitos T. 
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Los eosinófilos limitan el daño hepático inducido durante la infección por F. hepatica 
 

Habiendo caracterizado la presencia de eosinófilos durante la infección experimental por F. 

hepatica, así como sus características morfológicas, fenotípicas y alguno de sus mecanismos 

efectores, a continuación nos preguntamos cual es la función de estos eosinófilos durante la 

infección parasitaria. Para poder contestar esta pregunta realizamos un ensayo de infección en 

conjunto con la depleción de los eosinófilos a través de la administración de un anticuerpo α- 

Siglec-F (mismo clon utilizado para los análisis por citometría de flujo). El grupo control 

consistió en animales infectados administrados con un anticuerpo α-peroxidasa de rábano 

como control. Posteriormente, realizamos diferentes experimentos para determinar: i) daño 

hepático, ii) respuesta celular T, iii) respuesta de anticuerpos y iv) análisis de citoquinas 

relevantes para el eosinófilo (Figura 3.16 A). 
 

Realizamos dos experimentos de depleción que difirieron ligeramente en las condiciones de 

infección y de análisis para buscar las condiciones óptimas de depleción: i) infección con 5 

metacercarias/ratón y análisis a 17 dpi, (Figura 3.16 B) y ii) infección con 10 

metacercarias/ratón y análisis a 21 dpi (Figura 3.16 C). La depleción fue confirmada a través de 

la identificación de células Siglec-F+ en ambos grupos de animales infectados, así como en 

ratones control (no infectados). En ambos experimentos se encontró una depleción total de 

células Siglec-F+ en hígado (Figura 3.16 B y C), mientras que se observó una depleción parcial 

en la cavidad peritoneal para el caso de los animales sacrificados a 17 dpi (Figura 3.16 B) y no 

se observaron diferencias significativas en la frecuencia de células Siglec-F+ peritoneales 

cuando los animales fueron sacrificados a 21 dpi (Figuras 3.16 C). Esto podría explicarse por el 

hecho de que en el primer caso, el análisis se efectuó sólo un día luego de la última inyección 

del anticuerpo α-Siglec-F, mientras que en el segundo caso se realizó 5 días después de la 

última inyección, lo que podría haber permitido una diferenciación de novo de eosinófilos 

luego de la depleción post-inyección del anticuerpo. 
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Posteriormente, analizamos los signos clínicos y el daño hepático presente en los diferentes 

grupos de animales a través de la asignación del score clínico y medición de la actividad alanina 

transaminasa en suero, como ya se explicó previamente. Tanto el score clínico (Figura 3.17 A) 

como el daño hepático (Figura 3.17 B) fueron mayores en el grupo de animales infectados y 

depletados de eosinófilos en comparación con el grupo infectado control. El aumento del daño 

en este grupo también pudo observarse macroscópicamente (Figura 3.17 C). El hígado de los 

animales tratados con el anticuerpo α-Siglec-F presentó mayores áreas necrosadas y mayor 

inflamación que el hígado de los animales tratados con el control isotipo. 

 
 

 

 
En conjunto, estos resultados sugieren un rol de los eosinófilos en limitar el daño hepático 

inducido por F. hepatica durante la infección. 
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La depleción de eosinófilos determina un aumento en la concentración de CCL11, TSLP e IL-5 

en ascitis de animales infectados 

Considerando que los niveles de CCL11, TSLP e IL-5 están asociados con la presencia de 

eosinófilos y el daño hepático durante la infección experimental, se cuantificó los niveles de 

esta quimioquinas y citoquinas en ascitis de animales infectados depletados de eosinófilos y 

controles. En los tres casos se observó un aumento en la concentración de estas moléculas en 

los animales infectados en comparación con los no infectados, si bien esta diferencia solo 

resultó significativa para CCL11 (Figura 3.18). Además, los animales infectados y depletados de 

eosinófilos presentaron un aumento de las tres moléculas en relación a los ratones infectados 

control, siendo este aumento significativo para CCL11 y TSLP. 

 
 

 

 

 
Estos datos indican que en ausencia de eosinófilos, aumenta la concentración de la citoquina 

CCL11 y TSLP, posiblemente como mecanismo para compensar la falta de eosinófilos. 
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Los eosinófilos limitan el desarrollo de una respuesta T reguladora durante la infección por F. 

hepatica 

Con el fin de investigar si los eosinófilos contribuyen al desarrollo de la respuesta T durante la 

infección por F. hepatica, se obtuvieron esplenocitos totales y leucocitos hepáticos de los 

animales infectados y controles y se analizaron las poblaciones de linfocitos T, así como la 

expresión de diversas citoquinas por citometría de flujo. 
 

Como se describió anteriormente, los animales infectados control presentaron una 

disminución en la frecuencia de linfocitos T CD4+, tanto en hígado (Figura 3.19 A) como en  

bazo (Figura 3.19 B). Un resultado similar fue observado para la frecuencia de linfocitos T CD4+ 

provenientes de los animales infectados depletados de eosinófilos, no encontrándose 

diferencias significativas con el grupo infectado control. 
 

El análisis de los linfocitos T CD4+ que expresan Foxp3 demostró un aumento (aunque no 

significativo) de estas células en los animales infectados control en relación a los no infectados, 

tanto en hígado (Figura 3.19 A) como en bazo (Figura 3.19 B). Sin embargo, no se detectaron 

diferencias en la frecuencia de linfocitos CD4+ FoxP3+ en los animales infectados depletados de 

eosinófilos (Figura 3.19). 
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Sin embargo, se observó un aumento significativo en la expresión de IL-10, pero no de IFN-γ e 

IL-4, en los linfocitos T CD4+ del hígado y bazo de los animales infectados tratados con el 

anticuerpo α-Siglec-F en relación con los animales infectados controles (Figura 3.20). Se obtuvo 

un resultado similar para la expresión de IL-10 por los linfocitos T CD4+ FoxP3+ de hígado 

(Figura 3.20 A). 
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Continuando con el estudio de la respuesta T en ausencia de eosinófilos, se midió el nivel de 

citoquinas en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos de animales no infectados, y de 

animales infectados y tratados con el anticuerpo α-Siglec-F o control isotipo. Al estimular estos 

esplenocitos con moléculas parasitarias (FhTE), se observó una disminución significativa en la 

producción de IFN-γ, IL-4 e IL-5 en el grupo de ratones infectados y tratados con el anticuerpo 

α-Siglec-F con respecto al grupo infectado control isotipo (Figura 3.21). Por el contrario, se 

obtuvo un aumento significativo en la producción de IL-10 en los animales tratados con el 

anticuerpo α-Siglec-F, en comparación con los animales tratados con el control isotipo (Figura 

3.21). 

 

 

 

 
Colectivamente, estos resultados indican que los eosinófilos podrían estar limitando el 

desarrollo de una respuesta T reguladora en el hígado y bazo, al limitar la expresión y 

producción de IL-10 por los linfocitos T CD4+ y promoviendo la respuesta efectora tanto Th1 

como Th2, favoreciendo la producción de IFN-γ, IL-4 e IL-5 por linfocitos T cooperadores 

específicos. 
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Los eosinófilos provenientes de animales infectados limitan la expansión de linfocitos T CD4+ 

FoxP3+ inducidos por el parásito en condiciones in vitro 
 

Para complementar el estudio in vivo sobre el papel de los eosinófilos en limitar la respuesta T 

CD4 reguladora, analizamos la capacidad de los eosinófilos de limitar la expansión de linfocitos 

T CD4+ FoxP3+ inducidos por el parásito. Con tal fin, se co-cultivaron eosinófilos peritoneales de 

animales infectados con esplenocitos o linfocitos T CD4+ provenientes de animales infectados, 

los cuales fueron a su vez estimulados con moléculas parasitarias (FhTE) o ConA, 

respectivamente (Figura 3.22 A). Luego de 5 días de cultivo, se evaluó la frecuencia de 

linfocitos T CD4+ FoxP3+ por citometría de flujo. En ambos casos, en presencia de eosinófilos  

de animales infectados, se observó una disminución de la frecuencia de linfocitos T CD4+ 

FoxP3+ (Figura 3.22 B y C). 

Estos resultados in vitro sugieren que los eosinófilos podrían estar limitando el desarrollo de 

una respuesta T reguladora durante la infección por F. hepatica, al inhibir la expansión de 

linfocitos T CD4+ en linfocitos T CD4+ FoxP3+. 
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La depleción de eosinófilos causa un aumento en la expresión génica de la citoquina 

reguladora TGF-β 

Con el fin de profundizar en el posible rol de los eosinófilos en el hígado durante la infección 

por F. hepatica, se analizó la expresión de diferentes genes implicados en la respuesta inmune 

y en el proceso de fibrosis. Para ello, se obtuvo ADNc de muestras de tejido hepático de 

animales infectados tratados con el anticuerpo α-Siglec-F o control isotipo y de animales no 

infectados, y se realizó qRT-PCR para estudiar la expresión génica de IL-4, IL-10, TGF-β y FIZZ1, 

entre otros genes no mostrados. 
 

Se observó un aumento en la expresión génica de TGF-β, IL-10 y FIZZ1 en el hígado de los 

animales infectados y tratados con α-Siglec-F en comparación a los infectados tratados con 

control isotipo, aunque dicha diferencia fue significativa únicamente para TGF-β (Figura 3.23). 
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Los eosinófilos determinan el tipo de respuesta inmune humoral en animales infectados por 

F. hepatica 
 

Para estudiar el posible rol modulador de los eosinófilos en el desarrollo de la respuesta 

inmune humoral en la infección por F. hepatica, se obtuvo suero de animales infectados y 

tratados con el anticuerpo α-Siglec-F o control isotipo y suero de animales no infectados y se 

analizó el título de anticuerpos específicos para F. hepatica mediante ELISA. 
 

Conjuntamente, se observó un aumento en el título de los anticuerpos IgM, IgG e IgA 

específicos del parásito en animales infectados en comparación con los no infectados (Figura 

3.24 A). Inesperadamente, se observó un mayor título de anticuerpos IgG específicos del 

parásito en animales infectados y tratados con anticuerpo α-Siglec-F en comparación con los 

infectados controles (Figura 3.24 A, panel central). 

 

 

El aumento de los anticuerpos IgG específicos en animales infectados y depletados de 

eosinófilos se correlacionó con un aumento en el título de anticuerpos IgG1 e IgG2a específicos 

(Figura 3.24 B), mientras que no se observaron diferencias entre el título de los anticuerpos 

específicos IgG2b e IgG3 de los grupos infectados depletados y controles. 
 

Estos resultados indican que la depleción de eosinófilos se asocia a un aumento de IgG 

específicas del parásito, particularmente de IgG1 e IgG2a, en animales infectados. 
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Estudio de la capacidad de los anticuerpos presentes en animales infectados de mediar la 

degranulación de eosinófilos 

Para evaluar si los anticuerpos generados en los ratones infectados y tratados con el 

anticuerpo α-Siglec-F o control median la degranulación de eosinófilos, realizamos un 

experimento de degranulación de BM-Eos similar al descrito en la Figura 3.13 B. Para ello se 

incubaron BM-Eos diferenciados a partir de animales infectados con sueros de los dos grupos 

de animales infectados en presencia o ausencia de lisado parasitario (FhTE) y se evaluó la 

degranulación de eosinófilos a través de la medición de la actividad peroxidasa EPO y 

mieloperoxidasa MPO liberada por la degranulación de los eosinófilos. 

 
 
 
 

 

 
 

 
No se observaron diferencias en el nivel de degranulación al incubar los BM-Eos con suero 

provenientes de animales tratados con α-Siglec-F en comparación al control isotipo (Figura 

3.25). Sin embargo, es importante resaltar que dicho experimento fue preliminar, utilizando 

suero de dos animales de los grupos infectados, y que debería repetirse para confirmar estos 

resultados. 
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4- Discusión y Perspectivas 
 

 
En esta tesis se caracterizaron los eosinófilos durante la infección experimental murina por F. 

hepatica, y se estudió su capacidad inmunomoduladora durante dicha infección. A 

continuación, se discutirán aspectos que se consideran interesantes sobre los resultados 

obtenidos. 
 

Identificación de eosinófilos en la infección experimental murina por F. hepatica y su 

caracterización 

En primer lugar, se evidenció que los eosinófilos son reclutados a la cavidad peritoneal durante 

la infección, un 50% del porcentaje celular respectivamente. En el caso del hígado, alrededor 

de un 25% de las células recuperadas mediante centrifugación con gradiente de Percoll (sin 

realizar un tratamiento de digestión enzimática) son eosinófilos. Los eosinófilos representan 

uno de los componentes fundamentales de la respuesta desarrollada contra parásitos 

helmintos, siendo reclutados a diversos órganos en infecciones por nematodos y trematodos. 

Por ejemplo, se ha detectado el reclutamiento de eosinófilos en especies de nematodos 

parásitos como N. brasiliensis y no parásitos como Caenorhabditis elegans en cultivos 

tridimensionales (176) y en infecciones experimentales por B. malayi y Angiostrongylus 

cantonensis en ratones (177, 178). También se ha registrado el reclutamiento de eosinófilos en 

infecciones por trematodos. Por ejemplo, en una infección experimental murina por S. 

mansoni, se registró un número de alrededor de 5 millones de eosinófilos en la cavidad 

peritoneal de animales infectados (179), mientras que en nuestro caso el número absoluto de 

eosinófilos en la cavidad peritoneal en animales con score de infección 6-8 fue de alrededor de 

8 millones. Sin embargo, no existen hasta el momento reportes de la evolución en el 

reclutamiento de los eosinófilos a medida que transcurre la infección, lo cual se muestra en 

este trabajo. En la cavidad peritoneal, el porcentaje de eosinófilos aumenta de forma 

significativa a partir del score clínico de 5, mientras que en el hígado lo hace a partir de un 

score clínico asociado a alto daño hepático (9-10). Este fenómeno puede ser explicado muy 

posiblemente por el ciclo de vida de Fasciola, el cual primeramente atraviesa la pared 

intestinal para pasar a la cavidad peritoneal, para finalmente ingresar al parénquima hepático  

y residir en el hígado. De esta manera, el porcentaje de eosinófilos en el hígado aumenta en las 

últimas etapas de la infección, que se corresponden con un mayor score clínico. La presencia 

de un mayor porcentaje de eosinófilos en la cavidad peritoneal con respecto al hígado podría 

deberse al hecho de que cuando el parásito atraviesa el intestino se encuentra desprotegido, 

resultando en un momento idóneo para que se den mecanismos efectores mediados por estas 

células, como la citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Además, en dicho momento el 

parásito se encuentra en su estado juvenil, siendo más pequeño y más lábil. 
 

En concordancia con lo explicado anteriormente, se esperaría que la concentración de 

quimioquinas y citoquinas que promueven el reclutamiento, supervivencia y diferenciación de 

eosinófilos, como CCL11, TSLP e IL-5 aumente a medida que aumenta el porcentaje de 

eosinófilos. En efecto, se observó un aumento en la concentración de estas moléculas en la 

ascitis de ratones presentando un score clínico alto. Sin embargo, no se observaron diferencias 

en el nivel de estas moléculas en suero. Una posible explicación para esto es que en ningún 

momento aumentaría de forma pronunciada el porcentaje de eosinófilos en el suero de 
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animales infectados, aunque esto no fue comprobado directamente en este trabajo, pudiendo 

ser un aspecto a investigar. Estas moléculas, además, ejercen influencia en la polarización de la 

respuesta inmune hacia el tipo Th2, apoyando resultados previos del laboratorio que indican 

que F. hepatica induce una respuesta inmune de este tipo (192). 
 

Existen algunos marcadores que pueden ser utilizados para distinguir a los eosinófilos murinos, 

como Siglec-F y CCR3 (180, 181). En este trabajo se buscó profundizar en la caracterización de 

los eosinófilos en la infección experimental por F. hepatica en ratones, por lo que se estudió la 

expresión de otros marcadores, además de los nombrados anteriormente. Lo que se observó 

fue que los eosinófilos también expresan un alto nivel de Ly6G, CD44, CD162, Sirp-α y CD11b. 

Por el contrario, no expresan, o lo hacen en bajo nivel, MHCII, CD80, CD4, CD8 y CD64. 
 

CCR3 es el receptor para CCL11, por lo que es un marcador característico de eosinófilos y de 

eosinófilos en migración (182). La expresión de este marcador resultó ser levemente mayor en 

los eosinófilos hepáticos en comparación a los del PEC, lo cual indica que debieron migrar para 

llegar a este sitio. Los eosinófilos también expresaron altos niveles de las moléculas CD44 y 

CD162, si bien dicha expresión fue mucho mayor en los eosinófilos hepáticos. CD44 es una 

molécula de adhesión celular que posee un rol importante en el reclutamiento y extravasación 

de leucocitos, y participa en la unión con la matriz extracelular y la comunicación con 

citoquinas (183). En cuanto a los eosinófilos, existen reportes de que CD44 se expresa 

constitutivamente en eosinófilos en estado basal y su expresión aumenta cuando son 

activados. De hecho, Se encuentra reportado que alrededor del 40 al 60% de los eosinófilos 

humanos en circulación expresan CD44, mientras que su expresión aumenta hasta un 80% en 

eosinófilos activados que se encuentran en tejidos (184). Dicho aumento en la expresión de 

CD44 en eosinófilos activados ha sido evidenciado en algunas patologías, como el asma o 

alergias (185, 186). Asimismo, se ha observado que la expresión de CD44 en eosinófilos 

activados se concentra en un solo sitio de la célula, formando un uropodo conteniendo al 

núcleo, lo que implica cambios morfológicos (99). CD162 (también conocido como PSGL-1) es 

un ligando de P-selectina, y se expresa en leucocitos en condiciones inflamatorias. Media la 

adhesión al endotelio a través de la unión a la P-selectina y la adhesión de leucocitos entre sí al 

unirse a la L-selectina. Este último hecho se ha demostrado tanto in vitro como in vivo (187). 

En relación a los eosinófilos, se encuentra reportado que CD162 es otro marcador que 

caracteriza a los eosinófilos activados (184). CD11b, por su parte, es una integrina que también 

se expresa en altos niveles en eosinófilos activados (188). Particularmente en este trabajo 

citado, se vio que eosinófilos activados que expresan CD11b se encuentran en contacto con 

células tumorales, y las eliminan a través de enzimas liberadas en la degranulación. Por lo 

tanto, el hecho de que los eosinófilos hepáticos expresen un mayor nivel de CD44, CD162 y 

CD11b que los eosinófilos del PEC, estaría indicando que los primeros presentan un mayor 

nivel de activación. Al inicio de la infección, podrían estarse reclutando una gran cantidad de 

eosinófilos a la cavidad peritoneal, pero teniendo los mismos un bajo estado de activación. Por 

el contrario, los eosinófilos en el hígado podrían alcanzar un mayor estado de activación y 

maduración, siendo capaces de llevar a cabo mecanismos efectores contra el parásito cuando 

se encuentran en el parénquima hepático. Otra molécula que indica el estado de activación del 

eosinófilo y podría haber sido interesante de evaluar en esta tesis es CD63, ya que es un 

marcador de degranulación (189). 
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Por otro lado, otra molécula a destacar es Sirp-α, la cual posee una alta expresión tanto en 

eosinófilos de PEC como de hígado. Esta molécula regula la homeostasis del eosinófilo, entre 

otras cosas a través de la regulación del proceso de degranulación, y constituye una señal 

importante de supervivencia durante la inflamación (68), por lo que su alta expresión en el PEC 

e hígado podría estar colaborando con la sobrevida de los eosinófilos en estos tejidos. 
 

Se encuentra reportado que los eosinófilos pueden expresar MHCII y moléculas co- 

estimuladoras como CD80 y CD86 en infecciones helmínticas (190). Además se ha comprobado 

que estas células pueden migrar a los nódulos linfáticos y estimular linfocitos T CD4+ en forma 

dependiente del antígeno, resultando en la proliferación de linfocitos T y producción de 

citoquinas (191). En nuestro modelo de infección por F. hepatica, los eosinófilos mostraron  

una baja expresión de MHCII y CD80, por lo que no habría indicios de que estuvieran actuando 

como APCs durante la infección. Sin embargo, trabajos previos de nuestro laboratorio 

demuestran que durante la infección por F. hepatica, la expresión de MHCII en DCs disminuye, 

indicando un mecanismo de inmunoregulación llevado a cabo por el parásito (192). Una 

hipótesis es que lo mismo ocurra con los eosinófilos, evitando que los mismos actúen como 

APCs no profesionales y activen a los linfocitos T CD4+. Para demostrar esta hipótesis 

deberíamos estudiar la expresión de estas moléculas durante la infección parasitaria y evaluar 

si la misma es modificada. 

 
 

Mecanismos efectores mediados por eosinófilos durante la infección experimental por F. 

hepatica 

Las especies reactivas del oxígeno (ROS) y del nitrógeno (RNS) pueden inducir daño en la 

superficie de parásitos helmintos durante el proceso de inflamación. Los eosinófilos producen 

ROS y RNS en infecciones helmínticas, y también se encuentran asociadas a la formación de 

EETs en eosinófilos humanos (193). En esta tesis se demostró el aumento en la expresión de 

ROS y RNS en eosinófilos del PEC de animales infectados en comparación con los no 

infectados. Sin embargo, no se encontraron diferencias en la expresión de estas moléculas en 

eosinófilos hepáticos. El aumento en la expresión de ROS y RNS se correlaciona con el estado 

de activación del eosinófilo, el cual produce especies reactivas del oxígeno y nitrógeno para 

eliminar al parásito. Resultaría interesante comprobar si la alta expresión en los eosinófilos del 

PEC de animales infectados se correlaciona con la generación de EETs. Para ello, se deberían 

disponer eosinófilos de animales infectados y no infectados en láminas y marcarlos con alguna 

molécula característica que esté presente en las EETs, como un anticuerpo anti-MBP (194). 
 

Diferentes mecanismos efectores por parte de los eosinófilos para eliminar a los parásitos 

helmintos han sido comprobados in vitro (195, 196). También ha sido observado in vivo, si bien 

solo en el caso de larvas (195, 197), poniendo en duda su efectividad para eliminar parásitos 

adultos. En cuanto a los mecanismos efectores que ejercen protección en la infección por F. 

hepatica, al estudiar la respuesta inmune en la pared intestinal de ratas Wistar infectadas por 

F. hepatica, no se observó un aumento en la frecuencia de células IgM, IgG2a, IgG1 e IgA 

positivas aunque sí un aumento en eosinófilos y mastocitos. Sin embargo, al estudiar la 

respuesta inmune ex vivo en un segmento de intestino desafiado con NEJs, se vio que los NEJs 

que migraban en la submucosa intestinal se encontraban cubiertos por anticuerpos IgG1 e 



78 
 

IgG2a, rodeados por eosinófilos, sugiriendo que los mismos estarían ejerciendo un mecanismo 

efector a través de los anticuerpos (198). 

En este trabajo se buscó evidenciar mecanismos efectores de los eosinófilos durante la 

infección por F. hepatica en ratones. Primeramente, se comprobó que durante la infección se 

producen anticuerpos específicos de isotipo IgM e IgG. Los anticuerpos producidos durante la 

infección, al ser cultivados con eosinófilos derivados de la médula ósea de animales infectados, 

indujeron la degranulación de eosinófilos, sugiriendo un posible mecanismo de ADCC contra F. 

hepatica. En presencia de FhTE se registró un aumento en la degranulación solamente para la 

dilución de suero 1/50. Sería interesante realizar un ensayo utilizando, en vez de FhTE, 

metacercarias de F. hepatica, NEJs o incluso parásitos adultos, para evaluar si se da una mayor 

degranulación con menores niveles de anticuerpo. Por otro lado, para determinar si las IgG son 

las responsables de la inducción del proceso de degranulación se debería purificar las mismas, 

a través de una cromatografía de afinidad por ejemplo o bloquear al receptor de las IgG FcR 

utilizando un anticuerpo específico. Por otro lado, la utilización de suero descomplementado 

descartaría un efecto del Sistema de Complemento en inducir la degranulación de los 

eosinófilos. 
 

Por otra parte, resulta importante destacar que no se determinaron los anticuerpos IgE ya que 

los ratones carecen de receptores específicos para dicho isotipo (97). 

 

 

Inhibición de la proliferación de linfocitos T por parte de eosinófilos de animales infectados 

por F. hepatica en condiciones in vitro 
 

Trabajos previos de nuestro laboratorio indican que durante la infección murina experimental 

por F. hepatica, se genera una respuesta inmune polarizada hacia el subtipo Th2/Treg (192), 

con un aumento en la proporción de linfocitos T reguladores. Particularmente, se observó que 

glicanos de F. hepatica inducen DCs reguladoras, que inhiben la proliferación de linfocitos T a 

través de la generación de linfocitos T anérgicos (199). Además, en esta tesis mostramos que 

los animales infectados poseen niveles sensiblemente menores de linfocitos T, especialmente 

en el hígado y en el bazo. Considerando que otras células además de las DCs podrían estar 

contribuyendo a la inhibición en la proliferación de linfocitos T durante la infección, en este 

trabajo nos propusimos investigar si los eosinófilos podrían mediar la inhibición de la 

proliferación en los linfocitos T. Los datos obtenidos adjudican un rol a los eosinófilos en la 

inhibición de la proliferación de linfocitos T in vitro. Es importante destacar que la inhibición de 

linfocitos T se observó también utilizando eosinófilos sorteados con muy alta pureza, lo que 

descarta la participación de otro tipo celular. La inhibición de linfocitos T por parte de 

eosinófilos ya había sido reportada previamente en otros contextos, por ejemplo en 

eosinófilos humanos a través de la galectina 10 o en un modelo bacteriano donde los 

eosinófilos murinos suprimen la proliferación y liberación de citoquinas por parte de los 

linfocitos T en el tracto gastrointestinal a través de la molécula PD-L1 (77, 115). En relación a 

esto, resultaría interesante averiguar por medio de que molécula o interacción se estaría 

dando esta inhibición de los linfocitos T observada en este trabajo, y si la misma es 

dependiente del contacto célula-célula o si se está dando a través de mediadores solubles. Sin 

embargo, al efectuar el ensayo de infección en animales depletados de eosinófilos, no se 
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observaron diferencias en la frecuencia de linfocitos T peritoneales o hepáticos, lo que estaría 

indicando que los eosinófilos, a pesar de ser capaces de inhibir la proliferación de linfocitos T in 

vitro, no controlan su proliferación in vivo durante la infección parasitaria, o que la misma no 

se evidencia a los 21 dpi. En este sentido, sería interesante evaluar la frecuencia de linfocitos T 

a diferentes etapas de la infección experimental en animales depletados de eosinófilos y 

controles. Por último, se podría también analizar la frecuencia de linfocitos T proliferantes a 

través de la expresión de la molécula Ki67. 

 
 

Rol de los eosinófilos durante la infección experimental por F. hepatica 
 

Uno de los objetivos de este trabajo de maestría fue evaluar si los eosinófilos poseen un rol en 

el desarrollo de la respuesta inmune frente a F. hepatica, y si contribuyen al daño hepático 

inducido por el parásito. Para cumplir con este objetivo, se utilizó un anticuerpo α-Siglec-F con 

la intención de depletar a los eosinófilos en ratones infectados. 
 

Al analizar el aspecto macroscópico del hígado, el score clínico y la actividad de la enzima 

alanina-transaminasa, se observó que los ratones tratados con anticuerpo α-Siglec-F poseían 

un daño hepático mayor que los tratados con el control isotipo, lo cual sugiere que los 

eosinófilos limitan el daño hepático durante la infección por F. hepatica. El mayor daño 

hepático en ausencia de eosinófilos puede explicarse, en parte, a la falta de los mecanismos 

efectores clásicos que dichas células estarían ejerciendo para eliminar el parásito. Por otra 

parte, los eosinófilos cumplen un rol en el proceso de reparación tisular, ya que son fuente de 

un amplio rango de citoquinas anti-inflamatorias y moléculas mediadoras de la inflamación. En 

particular, son fuente de TGF-β, citoquina implicada en la remodelación tisular y estimuladora 

de los fibroblastos a producir matriz extracelular, colaborando con la regeneración tisular 

(156). También existen evidencias de que los eosinófilos liberan metaloproteasas y estimulan 

la degradación y el re-arreglo del colágeno (200). En cuanto a los mediadores de la  

inflamación, se ha visto que los eosinófilos expresan al menos tres: lipoxina A4, resolvina E3 y 

protectina E1, los cuales tiene un potente efecto en la resolución de la inflamación (200). Por 

lo tanto, es probable que los eosinófilos estén colaborando con la reparación del tejido y el 

control de la inflamación durante la infección por F. hepatica, por lo que al depletarlos 

aumenta el daño hepático. Resultaría interesante investigar el mecanismo por el cual los 

eosinófilos estarían limitando dicho daño, por ejemplo si es a través de alguna de estas 

moléculas nombradas anteriormente. También podría realizarse una transferencia adoptiva de 

eosinófilos en animales infectados y evaluar si se da una mejoría en el daño hepático. Por otra 

parte, análisis de la expresión génica en el hígado de moléculas relacionadas con la reparación 

tisular, como TGF-β y FIZZ1, mostraron un aumento de estas últimas en el hígado depletado de 

eosinófilos. Posiblemente, frente al aumento de daño, hubo un aumento en la producción de 

estas moléculas por otras células presentes en el hígado, como los macrófagos. 
 

Dada la alta correlación que existe entre una infección helmíntica y la alta concentración de 

eosinófilos en los tejidos y sangre, resulta razonable pensar que los eosinófilos participan en la 

defensa del huésped contra los parásitos. En condiciones in vitro, se ha demostrado que los 

eosinófilos son capaces de eliminar larvas de una gran variedad de helmintos. Por ejemplo, se 

ha demostrado que, en presencia de suero, los eosinófilos sanguíneos son capaces de matar 
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larvas de S. mansoni (201). Por otro lado, las larvas de N. brasiliensis son dañadas por 

eosinófilos in vitro de manera dependiente del complemento o el zymosan (202), y eosinófilos 

murinos pueden matar larvas recién nacidas de T. spiralis in vitro, en un mecanismo 

dependiente de anticuerpos (203). 
 

A pesar de las numerosas evidencias del papel de los eosinófilos en la eliminación de helmintos 

in vitro, la relevancia que dichas células podrían tener para controlar a los helmintos in vivo 

resulta cuestionable. De hecho, en algunos casos, la depleción o ausencia de eosinófilos no 

parece tener un rol en la infección por el parásito, llegando incluso a favorecer a este último. 

Un ejemplo de esta situación es el trematodo S. mansoni, donde ni en ratones tratados con α- 

IL-5 ni en ratones depletados de eosinófilos genéticamente, como ΔdblGATA3 o PHIL, se le 

adjudicó un rol claro a los eosinófilos en la protección primaria contra la infección 

experimental (204, 145). En otro estudio, parece que el parásito se beneficia de una eosinofilia 

excesiva, ya que en ratones IL-5Tg la eliminación de parásitos del hígado seguido de una 

vacunación con cercarias irradiadas se vio impedida (205). Otra situación donde los eosinófilos 

son beneficiosos para el parásito es en la infección murina por Heligmosomoides polygyrus, 

donde animales deficientes de eosinófilos poseen una fecundidad disminuida en comparación 

con hembras desarrolladas en presencia de eosinófilos (113). Finalmente, se demostró que la 

ausencia de eosinófilos perjudica la supervivencia del larvas del nematodo T. spiralis en el 

músculo. Específicamente, se observó que los eosinófilos contribuyen a la supervivencia del 

estadio muscular de la larva, inhibiendo la producción de óxido nítrico, lo cual colabora con la 

eliminación de las larvas (206). 
 

En esta tesis, no se evaluaron parámetros de supervivencia del parásito, fecundidad o número 

de parásitos en tejido. Sin embargo, dado que evidenciamos un aumento del daño hepático y 

una modulación de la respuesta T reguladora (dada por la supresión de la producción de IL-10) 

en animales depletados de eosinófilos, podemos indicar que, en la infección por F. hepatica, 

los eosinófilos serían beneficiosos para el huésped, pudiendo colaborar con la eliminación y el 

control del daño inducido por el parásito, si bien en esta tesis no se muestran evidencias 

directas de que los eosinófilos eliminen al parásito.  
 

Por otro lado, existen varios trabajos que reportan el beneficio de los eosinófilos para el 

huésped en infecciones helmínticas. Por ejemplo, en la infección por N. brasiliensis en ratones 

depletados de IL-5 (142), KO para eotaxina (207) o ratones depletados de eosinófilos (142), se 

observó que los eosinófilos retienen a las larvas en la piel y disminuyen la carga parasitaria en 

los pulmones así como el arribo de los parásitos al intestino. Otro ejemplo es el de  los 

parásitos helmintos de la especie Filaria, como B. malayi, donde ratones PHIL no pueden 

controlar la presencia de microfilarias en sangre luego de una inyección intravenosa con el 

parásito, además de aumentar su supervivencia en el peritoneo (208). 
 

En cuanto a la inmunomodulación, nuestros resultados indican que los eosinófilos podrían 

ejercer un rol modulador en el desarrollo de la respuesta inmune celular durante la infección 

por F. hepatica, particularmente a través de la citoquina IL-10 producida por linfocitos T. En 

animales tratados con el anticuerpo α-Siglec-F, se observó un aumento en la expresión de IL-10 

en linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD4+ FoxP3+ en el hígado y bazo, lo cual indica que los 

eosinófilos están limitando la producción de IL-10 por parte de los linfocitos T en los sitios 

anteriormente nombrados. Además, se vio que esplenocitos estimulados con FhTE de animales 
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tratados con anticuerpo α-Siglec-F producen más IL-10 en contraparte a los tratados con 

control isotipo. Estos resultados, en conjunto con la disminución de linfocitos T reguladores en 

presencia de eosinófilos in vitro, podrían indicar que los eosinófilos estarían limitando el 

desarrollo de una respuesta T reguladora durante la infección por F. hepatica. Dado que este 

parásito induce la producción de linfocitos T reguladores, los eosinófilos podrían actuar para 

intentar contrarrestar este mecanismo. En la misma línea que nuestros resultados, animales 

deficientes de las proteínas granulares EPO y MBP infectados por Litomosoides sigmodontis, 

una especie de Filaria, presentan un aumento de IL-10 en la cavidad torácica y una disminución 

de IL-5, indicando también un posible rol modulador de los eosinófilos que estaría mediado 

por estas proteínas. En este sentido, resultaría interesante profundizar en el rol de las 

proteínas granulares de los eosinófilos en la infección por F. hepatica, y evaluar si los efectos 

inmunomoduladores observados se encuentran mediados por estas proteínas. Por el 

contrario, en otros trabajos previos donde se estudió el rol modulador de los eosinófilos, como 

en el de Cadman et al (208), no se encontraron diferencias significativas en la respuesta de 

linfocitos T de animales infectados con B. malayi depletados de eosinófilos en relación a los 

animales control. 
 

En conclusión, nuestros resultados indican que los eosinófilos son beneficiosos para el  

huésped durante la infección por F. hepatica, limitando la respuesta reguladora y permitiendo 

el desarrollo de una respuesta T más efectiva que favorezca la eliminación del parásito. 
 

El aumento en la expresión de IL-10 por parte de los linfocitos T también se correlacionó con 

un mayor daño hepático. Aunque la IL-10 se ha visto implicada clásicamente en reacciones 

anti-inflamatorias, también se han observado situaciones donde parece potenciar el daño 

hepático. Luego de una injuria al hígado, especies reactivas del oxígeno y una gran variedad de 

citoquinas, dentro de las cuales se encuentra la IL-10, inician y mantienen las reacciones 

inflamatorias y la fibrosis hepática. Se ha visto un aumento en la expresión de IL-10 en 

patologías hepáticas que involucra una infección por el helminto Mesocestoides vogae (210). 

Por otro lado, en un estudio para evaluar la respuesta inmune en niños infectados con 

Toxocara canis y que presentaban daño hepático, se observó que la concentración de IL-10 en 

suero es mayor que la de IL-4 en situación de daño hepático, mientras que se da la situación 

inversa cuando no hay afectación de este órgano (211). Estos resultados indican que la 

citoquina IL-10 podría poseer un rol en la patogénesis hepática. En este sentido, se observó un 

aumento de IL-10 por parte de linfocitos T CD8+ asociado con un mayor daño hepático en un 

modelo murino de inflamación hepática producido por el síndrome de activación de 

macrófagos (MAS) (212). 
 

Con la depleción de eosinófilos también se buscaba evaluar si los mismos tienen alguna 

influencia en el desarrollo de la respuesta inmune humoral frente a F. hepatica. En este 

sentido, existen reportes que los eosinófilos mantienen la producción de IgA en las placas de 

Peyer durante una infección por el nemátodo H. polygyrus (113). Además, la importancia de 

los eosinófilos para el desarrollo de las células plasmáticas y los linfocitos B y por lo tanto la 

producción de anticuerpos ya ha sido demostrada (107). Por otra parte, se encuentra 

reportado que F. hepatica induce la producción de anticuerpos específicos IgG1, IgG2a, IgM e 

IgE en el suero de ratas infectadas (209) y que los mismos ejercen protección, sobre todo IgG1. 

En esta tesis, se evidenció una producción de estos isotipos. Los anticuerpos IgE no fueron 
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evaluados en nuestro caso ya que este anticuerpo no es capaz de mediar ADCC en el ratón 

(209). 

Al depletar de eosinófilos a ratones infectados por F. hepatica, se observó un aumento en los 

títulos de IgG totales, IgG1 e IgG2a en comparación con los títulos de animales tratados con 

control isotipo. Con el aumento en los títulos de IgG totales en animales tratados con 

anticuerpo α-Siglec-F, se investigó si la depleción posee alguna influencia en el mecanismo de 

degranulación in vitro. Sin embargo, no se obtuvieron diferencias en la degranulación al utilizar 

suero de animales tratados con α-Siglec-F con respecto a los animales tratados con control 

isotipo. Sin embargo, estos resultados son preliminares y deben estudiarse con mayor 

profundidad, ya que solo se pudo obtener resultados de un único animal. De todas formas, se 

esperaría observar una menor degranulación en BM-Eos incubados con suero de animales α- 

Siglec-F, en caso de que los anticuerpos no fueran efectivos realizando funciones efectoras. 
 

El aumento de anticuerpos IgG e IgG1 en animales depletados de eosinófilos podría deberse a 

un mecanismo compensatorio del sistema inmune del animal, el cual intenta contrarrestar los 

mecanismos efectores de los eosinófilos ausentes con el aumento de anticuerpos. Este exceso 

de anticuerpos, sin embargo, no resultaría efectivo para controlar la infección, ya que los 

animales muestran un mayor daño hepático. En esta línea, resultaría de interés estudiar en 

mayor profundidad los anticuerpos específicos producidos durante la infección por F. hepatica, 

y por qué los mismos son ineficientes para controlar la infección, por ejemplo a través del 

estudio de los epítopes parasitarios que reconocen. Por otro lado, resultaría importante 

estudiar el rol de los eosinófilos en la generación de células plasmáticas, ya que podrían 

cumplir un rol en el proceso de generación de anticuerpos para hacerlos menos efectivos 

contra F. hepatica. Por último, una estrategia que podríamos realizar para determinar la 

función de los anticuerpos en eliminar o contener el daño inducido por el parásito  sería 

realizar una transferencia pasiva de suero descomplementado de animales infectados y 

depletados de eosinófilos o controles a animales infectados. 
 

El hecho de que los eosinófilos, a pesar de reclutarse en gran nivel, estar altamente activados 

durante la infección y de ser capaces de limitar el daño hepático inducido por el parásito, no 

logren eliminar al parásito, abre la posibilidad de que los mismos estén modulados por el 

parásito o de que no sean suficientes para eliminar al parásito. Los helmintos son ampliamente 

conocidos por su capacidad de inmunomodulación, lo cual trae problemas para el desarrollo 

de vacunas efectivas e impide la defensa del huésped frente a una co-infección viral o 

bacteriana, pero a su vez poseen un gran potencial para prevención y el tratamiento de 

enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Estudios en animales indicaron mejoría de 

síntomas de varias enfermedades, como ser la diabetes tipo 1, colitis, encefalitis experimental, 

y artritis inducida por colágeno (200). Este hecho también fue visto en F. hepatica, donde el 

uso de extracto parasitario mejora los síntomas de la EAE, en un mecanismo dependiente del 

reclutamiento de eosinófilos (42). En este sentido, resulta importante conocer el efecto que  

los eosinófilos tienen sobre la respuesta inmune del parásito, en caso de que estos últimos 

sean utilizados en terapias inmunomoduladoras. A pesar de las funciones reguladoras de los 

eosinófilos aún no se encuentran del todo esclarecidas, cada vez más pacientes están siendo 

tratados con terapias que depletan eosinófilos, sobre todo en casos graves de asma (213). Por 
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lo tanto, resulta importante conocer los efectos que la depleción de eosinófilos tiene sobre el 

sistema inmune en varios modelos, entre ellos las infecciones helmínticas. 

En los últimos tiempos, nuevas y prometedoras funciones inmunomoduladoras se le han 

adjudicado a los eosinófilos, por lo cual dejó de ser considerada como una célula meramente 

efectora. En el caso de las infecciones por helmintos, el rol que los eosinófilos poseen in vivo 

resulta controversial, ya que en ocasiones parecen favorecer al parásito y en otras al huésped. 

Este trabajo aporta datos para el esclarecimiento del rol de los eosinófilos durante las 

infecciones por helmintos, y aporta conocimiento en el área de este tipo celular, que resulta 

fascinante a pesar de ser menos estudiado que otras células del sistema inmune. 
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5- Conclusiones 

En resumen, en este trabajo identificamos células Siglec-F+ F4/80int correspondientes a 

eosinófilos que son reclutadas a la cavidad peritoneal e hígado en ratones infectados por F. 

hepatica. Además, comprobamos que el reclutamiento de los eosinófilos se asocia con un 

mayor daño hepático y signos clínicos más graves. 
 

También demostramos que los eosinófilos reclutados al hígado y la cavidad peritoneal durante 

la infección por F. hepatica expresan altos niveles de moléculas características, como Siglec-F, 

CCR3 y Ly6G así como también moléculas relacionadas con el estado de activación del 

eosinófilo y su supervivencia, como CD44, CD162, CD11b y Sirp-α. Por último, la expresión de 

CD44, CD162 y CD11b fue mayor en eosinófilos hepáticos en comparación con eosinófilos de la 

cavidad peritoneal, por lo cual es posible concluir que los primeros se encuentran en un mayor 

estado de activación. 
 

Una de las funciones efectoras de los eosinófilos fue comprobada in vitro, ya que se obtuvo 

que el suero de animales infectados, pero no el de los ni infectados, es capaz de inducir 

degranulación en eosinófilos diferenciados provenientes de animales infectados. 
 

Por último, los eosinófilos de animales infectados son capaces de regular la respuesta de los 

linfocitos T in vitro, inhibiendo su proliferación y producción de IFN-γ. Por otra parte, se vio 

que la polarización hacia linfocitos T reguladores en presencia de eosinófilos de animales 

infectados se ve disminuida, demostrando in vitro que los eosinófilos son capaces de regular la 

polarización de la respuesta T durante la infección. 
 

El análisis del papel de los eosinófilos in vivo durante la infección parasitaria, a través de la 

depleción utilizando un anticuerpo α-Siglec-F, demostró que los eosinófilos poseen un rol en 

limitar el daño hepático inducido por el parásito. Además, los eosinófilos parecen tener un 

papel en la inmunidad celular y humoral, ya que su depleción se asocia a un aumento en la 

expresión de IL-10 en los linfocitos T y un incremento en los títulos de anticuerpos específicos 

IgG e IgG1. 
 

En conclusión, en este trabajo se caracterizaron a los eosinófilos provenientes de animales 

infectados por F. hepatica, y se comprobó que dichas células, además de sus clásicas funciones 

efectoras, también ejercen inmunomodulación en la infección por F. hepatica, alterando la 

inmunidad celular tanto como la humoral. Por lo tanto, nuestro trabajo aporta conocimiento a 

los mecanismos celulares que median la inmunidad contra F. hepatica. Sin embargo, otros 

mecanismos específicos mediante los cuales el eosinófilo estaría ejerciendo regulación sobre el 

sistema inmune quedan por dilucidarse. 
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