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     RESUMEN 

La respuesta  granulomatosa en animales infectados con Schistosoma mansoni  es atribuida a 
la presencia del huevo y aunque los gusanos adultos co-existen en el sistema porta hepático,   
el papel en la inmunopatología no está claro. Se evaluó la respuesta celular hepática en 
ratones Balb/c infectados unisexualmente (UNI) con cercarias de S. mansoni, mediante 
histología convencional, inmunofluorescencia para CD4+ y CD8+, inmunohistoquímica e 
inmunomicroscopía electrónica para macrófagos activados. Los resultados muestran que la 
infección UNI produjo un infiltrado hepático con una área de 33, 9 ± 18, 86 µm2  (media ± DE), 
constituido por macrófagos, linfocitos, plasmocitos y escasos eosinófilos. En la infección 
bisexual, la composición celular fue similar  pero más  intensa con un área de 195,6± 74,4 µm2. 
Las células CD4+ y CD8+ en el hígado se ubicaron entre 2 y 4 cel/ µm2  cerca del gusano y 
distante  en forma  difusa o en grupos, en  ambas condiciones de infección.  Los macrófagos 
activados se ubicaron alrededor de los gusanos y en donde se deposita el pigmento 
esquistosomal. Los resultados sugieren que el gusano adulto es capaz de inducer una 
respuesta inflamatoria hepática en ausencia del huevo, la cual debe jugar un papel importante 
en la respuesta  producida contra el huevo y tiene implicaciones en la patogénesis de la 
esquistosomiasis murina.  
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ABSTRACT 

Schistosoma mansoni: hepatic cellular response of unisexually-infected Balb/c 
mice  
 
The granulomatous response in animals infected with Schistosoma mansoni is attributed to the 
host reaction against the eggs, although the role of the adult worm is still controversial. The 
hepatic inflammatory response was studied in BALB/c mice unisexually (UNI) infected with 
cercariae of S. mansoni by histopatology, immunofluorescence, immunohistochemistry and 
immunoelectronmicroscopy. The size of inflammatory infiltrate in liver of UNI infected mice, 
mean ± SD (33,9 ± 18, 86 µm2), the cells present included macrophages, lymphocytes, 
plasmocytes and few eosinophils. CD4+ and CD8+ cells in UNI infected mice were observed ( 2 
to 4  cells/µm2) close to the worms and two patterns, either diffuse or in clusters in distant 
zones, in UNI and bisexual infections (BIS). The activated macrophages were observed close to 
worms and to schistosomal pigment. The results suggest that the adult worm is capable of 
inducing hepatic inflammatory response without granuloma formation, which elicit a significant in 
vivo macrophage and lymphocyte infiltrate, with probable implications in the pathogenesis of the 
murine schistosomiasis. 
  
Key words: Schistosoma mansoni, adult worm, unisexually infected mice, immune response  

 
INTRODUCCIÓN  

 
En humanos la esquistosomiasis  es una enfermedad de evolución crónica 
producida por el tremátode digenético Schistosoma mansoni .  La morbi l idad se 
atr ibuye a la presencia de huevos en  el  hígado e intest ino, donde se produce 
una reacción inf lamatoria que da or igen a la formación del granuloma  (1), y 
ésta se asocia  a las complicaciones cl ínicas como  f ibrosis e hipertensión 
portal  (2).  La part ic ipación del gusano adulto en la respuesta immune y en la 
formación del granuloma en el hospedador infectado es poco conocida, aunque 
la obstrucción de la microcirculación hepatointest inal y la est imulación del 
sistema inmunológico, como consecuencia del recambio tegumentario parecen 
jugar un papel importante (3, 4).  La esquistosomiasis murina ofrece una 
alternativa para el estudio de la inmunopatología, así como para conocer la 
part ic ipación de los estadios del parásito y su interacción con el hospedador.  
La respuesta granulomatosa en ratones con infección unisexual,  a los que se le 
inocularon huevos para simular la condición de una infección natural sugieren 
que el gusano part ic ipa act ivamente en la patogénesis de la infección (5 ).  Por 
otra parte, las células T (CD4+), de las subpoblaciones Th2  parecen ser 
importantes (6, 7).   
 
 La co-existencia de gusanos y huevos en el hospedador infectado dif iculta 
identif icar el  nivel de contr ibución de cada estadio en la patología. De ahí que 
la infección unisexual es una alternat iva para evaluar la part ic ipación del 
gusano adulto en la respuesta del hospedador (5 ).  En el presente trabajo se 
identif icaron componentes de la respuesta celular  hepática en ratones con 8 
semanas de infección unisexual con  S. mansoni.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 
Animales.  Ratones BALB/c machos de 8 semanas, se infectaron con cercar ias 
de S. mansoni,  vía subcutánea (1h a temperatura ambiente); estos ratones se 
dividieron en 3 grupos de 10 ratones cada uno:  grupo control no infectado, 
grupo con infección unisexual (UNI) y grupo con  infección bisexual (BIS). Los 
ratones fueron infectados con 100 cercarias a través de la cola  (8). Las 
cercarias obtenidas de caracoles Biomphalaria glabrata  a is lado Puerto Rico se 
usaron para la infección de los ratones. Los caracoles se infectaron con un 
miracidio y 10 miracidios para obtener cercarias de un sexo o de ambos sexos,  
respect ivamente (9, 10).  
 
Respuesta celular inflamatoria. A 8 semanas de infección,  los hígados de 
diez ratones  de cada grupo fueron f i jados con formalina al 10% en PBS (150 
mM, pH 7, 2). Se incluyeron en paraf ina para realizar cortes de 5 µm  que se 
t iñeron con hematoxi l ina-eosina. 
 
Morfometría. Se obtuvo el área promedio del inf i l t rado inf lamatorio en campo 
de 400X (0,0014  µm2  ) a part ir  de 10 campos microscópicos. La media se 
est imó en 10 ratones por grupo, con la ayuda de un micrómetro ocular  y los 
datos se expresaron como la media ± DE. 
 
Detección de macrófagos activados. Secciones hepática de 5 µm  de cada 
grupo (n=10) fueron colocadas en láminas portaobjetos tratadas con poli-L-
l isina y procesadas por la técnica de la avidina-biot ina- inmunoperoxidasa  (11) .  
Los cortes fueron incubados con el ant icuerpo policlonal ant i-MOMA-2 de rata 
(Serotec, NC, USA) en un dilución 1:25 en PBS (100mM, pH 7,4) por 45 min a  
temperatura ambiente. Luego del lavado con PBS, se adicionó el ant icuerpo 
secundario biot inado   IgG ant i-rata  diluido 1:100 en PBS (Serotec, NC, USA),  
y se incubó por 45 min a temperatura ambiente. A las láminas lavadas en PBS 
se les adicionó  3-amino-9-et i l-carbazol,  se t iñeron con  hematoxi l ina de Mayer  
y se hizo montaje en gelat ina glicer inada. En el control negativo, el ant icuerpo 
primario se reemplazó por PBS. Las observaciones se real izaron en un 
microscopio Zeiss con cámara digital Casio QVE-04.  
 
Linfocitos CD4+ y CD8+. Secciones de tej ido hepático se incubaron con el 
ant icuerpo monoclonal ant i-CD4+ y anti-CD8+ conjugado a FITC (SIGMA) 
di luido en  azul de Evans  1:2 (0,2 % in PBS, 150 mM pH 7, 4), 30 min a 37°C.  
Las láminas se lavaron con PBS, se montaron con gl icer ina (1:9 en carbonato 
de sodio 60 mM, pH 9), y examinadas al microscopio UV. Como control  
negativo el ant icuerpo monoclonal se sustituyó por azul de Evans.  El recuento 
de  CD4+ y CD8+ se hizo en cinco muestras por grupo y los resultados se 
expresaron en células marcadas por µm2 .  
 
Inmunolocalización ultraestructural de macrófagos. Cortes de tej ido 
hepát ico (n=5) fueron f i jados con paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 
0,1% en PBS (100 mM, pH 7,4), se deshidrataron en etanol de 50, 60 y 70% por  
30 min y se embebieron en la resina  LR-WHITE (SIGMA). Se empleó la técnica 
de post- inclusión con el mismo anticuerpo pr imario empleado en la 
inmunohistoquímica (12). El ant icuerpo secundar io consist ió en un ant i- IgG 
conjugada a  oro coloidal de 10 nm  (KPL). Las secciones ultraf inas se  
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observaron en un microscopio electrónico de transmisión  Phi l ips CM10 a 75 
kV. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El proceso granulomatoso inducido por los huevos de S. mansoni,  en el 
hospedador vertebrado, está ampliamente documentado (2, 13), y es el  
 
producto de una dinámica de eventos en la maduración del miracidio y de una 
intensa respuesta celular por parte del hospedador (14),  en tanto que la 
respuesta celular al gusano adulto y sus productos está poco documentada.  
 
En el presente estudio, se observó una respuesta celular hepática en ratones 
con infección unisexual,  caracterizada por un inf i l t rado inf lamatorio de 
macrófagos, l infocitos, plasmocitos y escasos eosinóf i los, en zonas donde se 
deposita el pigmento esquistosomal  o sobre el gusano (Fig 1A), con un área 

de inf i l t rado de 33, 9 ±  18,8 µm2 .   Los inf i l t rados inf lamator ios también se 
observaron alrededor de capilares sinusoidales (Fig  1B) 

  
 

 
Figura 1. Secciones hepáticas de ratones Balb/c.  Respuesta inflamatoria en ratones con infección 
unisexual  por Schistosoma mansoni (A), con  infección bisexual (B) y ratones no-infectados (C). Teñidos 
con H&E. Inmunoreacción  para CD4+ y CD8+ en infección unisexual (D y G), en la infección bisexual (E 
y H) y en ratones no-infectados (F e I), respectivamente. Inmunolocalización de MOMA-2 en sitios 
cercanos al pigmento esquistosomal (J, cabeza de flecha, asterisco), en la periferia del granuloma en la 
infección bisexual (K, cabeza de flechas) y en ratones no-infectados (L). En A-C, Barra= 50 µm , en  D-I, 
Bar =  25 µm, en  J-K, Barra = 10 µm y en  L, Barra = 16 µm. 
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Mientras que en la condición de infección natural,  con ambos sexos del 
parásito (BIS), se evidenció gran cantidad de huevos con el miracidio 
preservado, y una reacción granulomatosa con predominio de macrófagos, 
l infocitos, neutróf i los segmentados, células gigantes y epitel io ides (Fig 1C); 

con un área de 195, 6 ±  74,43 µm2 .  Se observaron escasos eosinóf i los  en 
ambos grupos exper imentales. En contraste, en los ratones no infectados las 
secciones hepáticas mostraron un aspecto normal (Fig 1D). 
 
El proceso inf lamatorio observado en la infección UNI sugiere que el gusano 
adulto est imula  una respuesta celular  mediada constituida por los mismos 
t ipos celulares a la inducida en la condición de infección BIS o que en los 
primeras semanas de la infección se est imule la producción de mediadores 
relacionados con estas células. Esta respuesta previa debe tener part ic ipación 
en la respuesta granulomatosa que  se produce contra el huevo en la infección 
natural,  como lo sugiere  el hecho de que las células identif icadas en la 
infección UNI coincidan con las identif icadas en desarrol lo de la respuesta 
granulomatosa, puesto que las células epitel io ides y gigantes mult inucleadas,  
observadas en la infección natural,  constituyen un producto de la ruta de 
act ivación de los macrófagos, vía mediadores solubles (15). La simil i tud en la 
composición celular del inf i l t rado hepát ico en ambas condiciones de  infección, 
podría expl icarse en base a que el gusano adulto en su maduración, module la  
prol iferación celular hacia una respuesta exacerbada  durante la formación del 
granuloma, en la infección natural (16) y  corroboran estudios de la respuesta 
celular sobre huevos inoculados en ratones con infección unisexual,  los cuales  
reportan  que los gusanos provocan una sensibi l ización que contr ibuye al 
desarrol lo de una respuesta  celular inducida por huevos inoculados 
intraperitonealmente, caracterizada por la formación de granulomas grandes  
(5, 17). 
 
La escasa presencia de eosinóf i los en este estudio, contrasta con la observada 
en la infección natural de otro estudio, que reporta entre la semana 6 y 8 de 
infección, 3.299 y 4.545 eosinóf i los por mm2  en los granulomas hepáticos (18). 
Esta diferencia cuantitat iva,  podría estar determinada por la zona del tej ido 
hepát ico evaluada, ya que la distr ibución celular en el tej ido en las  fases de 
maduración e involución del granuloma dif iere de manera considerable, así 
como la local ización del inf i l t rado en sit ios cercanos a la porta o lóbulos 
hepát icos (14,   19).  Por otro lado, los factores genét icos asociados a las 
especies murinas empleadas pueden estar involucrados en el t ipo de respuesta 
celular que se presente (20).  
 
La inmunorreact ividad de células T, CD4+ en secciones hepáticas de ratones 
con infección UNI, fue difusa en zonas alrededor de los gusanos y de pigmento 
del parásito  (Fig 1D), el patrón de distr ibución fue irregular y focal izado en  
 
grupos celulares.  La distr ibución de células T, CD8+ mostró una 
inmunorreact ividad similar,  pero con mayor intensidad (Fig 1G). En la infección 
bisexual (BIS), la inmunorreact ividad para CD4+ y CD8+ se observó en capas 
internas del granuloma, cercanas al huevo (Fig 1Ey 1H), en similar intensidad. 
En ratones no infectados, la reacción fue escasa y dispersa para ambos t ipos 
celulares (Fig 1F). En las dos condiciones de infección la cantidad de ambos 
t ipos celulares se ubicaron entre 2 y 4 células/µm2 ,  no se observaron 
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diferencias estadíst icamente signif icat ivas entre la infección natural y la 
unisexual (p= 0,6). 

 
La ident if icación de los macrófagos act ivados, en hígado de ratones con 
infección UNI evidencia una importante inmunoreact ividad alrededor de los 
gusanos y en el pigmento esquistosomal (Fig 1J), mientras que en la infección 
BIS,  la inmunorreacción se ubicó en las capas externas del granuloma, áreas 
f ibrót icas del inf i l t rado inf lamator io y en células hepát icas cercanas al 
granuloma asociadas al pigmento esquistosomal (Fig 1K. En los ratones no-
infectados no se observó act ivación (Fig 1L). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Estos resultados ref lejan act ivación específ ica de macrófagos hepáticos por los 
gusanos adultos,  no sólo al in ic io de la infección, sino que el est ímulo parecer 
ser sostenido durante la fase crónica como se aprecia en la infección natural.  
En relación al huevo el inmunomarcaje ultraestructural índica que la act ivación 
de macrófagos puede ubicarse también en las capas internas del granuloma en 

N  

A

B

C

*

Figura 2. Inmunolocalización de 
macrófagos en secciones hepáticas 
alrededor de gusanos (A, flechas cortas), en 
la infección unisexual, alrededor de huevos 
de Schistosoma mansoni (B, asterísco), en la 
infección bisexual y en secciones de ratones 
no-infectados (C). En A, Bar= 0.5 µm, in B, 
Bar= 0.3 µm and in C, Bar= 0.4 µm. 

 
La inmunomicroscopía electrónica no 
mostró diferencias con la inmuno-
histoquímica, en relación con la 
act ivación de macrófagos en la 
infección unisexual (Fig. 2A), pero en 
la infección BIS el marcaje fue más 
intenso alrededor del huevo y 
específ icamente en las zonas 
conocidas como capa de Reynolds y  
menor react ividad en sit ios distantes 
al huevo (Fig 2B).  No se observó 
marcaje en el  tej ido de ratones no 
infectados (Fig. 2C). 
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asociación con la cáscara del huevo a nivel de la capa de Reynolds (21), lo que 
sugiere que dicha act ivación puede ser inducida además de los ant ígenos 
solubles del huevo, por elementos inertes de la cubierta.  

 
La población de l infocitos CD4+ en respuesta a un ant ígeno determinado se 
puede diferenciar en subpoblaciones Th1 y Th2. Las células Th1 productoras 
de IL-2 son el pr incipal factor de crecimiento y diferenciación de células T, 
CD8+ a l infocitos T citol ít icos y se asocian a procesos infecciosos mediados 
por células fagocít icas, mientras que la subpoblación CD4+ son mediadoras de 
procesos alérgicos,   infecciones helmínt icas e inhiben la act ivación de los 
macrófagos producto de respuesta Th1 (22). En la infección por Schistosoma,  
se demostró que los ant ígenos solubles del gusano est imulan a la célula de 
Kupfer y t ienen un efecto inhibitor io sobre las respuesta Th1, mientras que los 
huevos parecen inducir respuestas Th2 (23, 24). La existencia de l infocitos T, 
CD8+  y CD4+  en proporciones muy similares en la infección UNI, podría 
sugerir que el gusano adulto est imula ambos t ipos de respuesta. Por otra parte,  
algunos invest igadores señalan que los huevos inducen una anergía de célula 
T, CD4+ y CD8+  durante la infección crónica (25)  y esto podría explicar, en el 
presente estudio, la simil i tud en el contaje en ambos grupos de infección. 
 
En el estudio anter ior,  la proliferación de células aisladas del bazo de ratones 
con infección unisexual  f rente a mitógenos como la  PHA y LPS in v itro ,  ref leja 
inmunosupresión acentuada inducida por el gusano (26). No obstante, nosotros 
observamos diferentes t ipos celulares en el inf i l t rado hepát ico asociados a la 
presencia del gusano adulto en la infección UNI, indicando que la 
inmunosupresión asociada a elementos est imuladores de la respuesta innata,  
como son los l ipopol isacáridos bacterianos y lect inas  no ref lejan la respuesta 
específ ica de las células de un determinado tej ido f rente a  ant ígenos de 
gusano in vivo .   

 
En conclusión, nuestros resultados sugieren que los gusanos adultos son 
capaces de inducir una respuesta inf lamatoria hepát ica en ausencia del huevo, 
con un inf i l t rado inf lamatorio constituido por l infocitos y macrófagos act ivados 
contr ibuyendo de forma independiente a la patogénesis de la esquistosomiasis. 
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