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RESUMEN 

 

Toxoplasma gondii (T. gondii) es un parásito intracelular que se distribuye en todo el mundo y se ha estimado 

que un tercio de la población está infectada. La toxoplasmosis es clínicamente asintomática en individuos 

aparentemente sanos, pero puede causar complicaciones graves en pacientes inmunocomprometidos y en 

mujeres no inmunizadas antes del primer embarazo. Durante la infección con T. gondii se promueve una 

respuesta inmune celular tipo Th1, caracterizada por una elevada producción de IL-12 que activa a las células 

NK y a los linfocitos T CD4+  y CD8+ para que produzcan IFN-. Los macrófagos activados por IFN- producen 

TNF- e intermediarios de oxígeno y nitrógeno, que promueven la destrucción del parásito. En ratones 

infectados con T. gondii se ha reportado que durante la fase aguda de la infección existe una marcada 

disminución de la proliferación (inmunosupresión) de células T en respuesta a diversos mitógenos y 

antígenos del parásito. En busca de los mecanismos implicados en la supresión de la proliferación, diversos  

autores han demostrado que en el fenómeno de inmunosupresión  participan diversas moléculas como los 

intermediarios reactivos de nitrógeno, la indolamina-dioxigenasa (IDO), los altos niveles de IL-10 y los bajos 

niveles de IL-2. 

Las células Tregs son una población de células T CD4+ que mantienen la homeostasis del sistema inmune 

(participan en el control de la autoinmunidad, respuesta inmunitaria contra tumores, los trasplantes de tejidos 

y agentes infecciosos) y participan en la supresión inducida por  la infección con T.gondii.  

Recientemente nuestro grupo describió in vitro una proliferación reducida a mitógenos de células de bazo de 

ratones que cursan la fase aguda de la infección con T. gondii. Se describió que las células Tregs  (Foxp3+) 

regulan esta supresión por medio de un mecanismo dependiente de IL-2. En este trabajo se analizó el 

mecanismo de esta supresión mediada por células Tregs. Se evaluó la expresión de moléculas de superficie 

(CTLA-4, LAG-3, PDL-1, FAS-L, GITR, CD25) en las células Tregs que pudieran estar implicadas con la 

activación de las células Tregs y la inmunosupresión de las células T efectoras (Tefec). 

Encontramos que la eliminación de las células presentadoras de antígeno (APC) de las células de bazo de 

ratones infectados, no modifican la supresión y que la eliminación adicional de células Tregs conduce a la 

restauración de la proliferación. Este hallazgo demuestra que las células Tregs regulan la supresión de la 

proliferación en ausencia de APC. Por otro lado observamos que la producción de IL-2 por las células T de 
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ratones infectados fue revocada, pero parcialmente se restauran los niveles de IL-2 cuando se eliminan las 

células Tregs. Adicionalmente, observamos que los niveles de IL- 2 y la proliferación de células T se restauran 

cuando las células Tregs y las células T se separaron por transwells, lo que indica que las células Tregs 

requieren una estrecha proximidad con las células T para inducir la supresión. Por otro lado, las células Tregs 

de los ratones infectados fueron capaces de reducir la proliferación de células CTLL- 2 en un bioensayo de IL-

2, lo que sugiere fuertemente que las células Tregs compiten con las células T por la IL- 2. Además, hemos 

demostrado que las células Tregs de ratones infectados no inhiben la transcripción de IL-2. Encontramos que 

las células T de ratones infectados mueren después de unas cuantas rondas de división, pero la adición de 

rIL-2 o la eliminación de células Tregs revocaron este efecto. En general, nuestros resultados muestran que la 

supresión de la proliferación de células T durante la infección aguda con T. gondii es el resultado de la muerte 

de la células T divididas que compiten por la IL-2 con las células Tregs. Por lo tanto, en conclusión podemos 

decir que la inmunosupresión es debida a la muerte de T divididas como consecuencia de la baja 

disponibilidad de IL-2. 
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ABSTRACT 

Toxoplasma gondii (T. gondii) is an intracellular parasite which is distributed throughout the world and it has 

been estimated that a third of the population is infected. Toxoplasmosis is clinically asymptomatic in healthy 

individuals but can cause serious complications in immunocompromised patients and pregnant women. During 

the infection with T. gondii promotes a cellular immune response type Th1, characterized by a high IL-12 

production that activates NK cells and T lymphocytes CD4+ and CD8+ to produce IFN-. The macrophages 

activated by IFN-, produce TNF-α and intermediaries of oxygen and nitrogen, to promote the destruction of 

the parasite. 

In mice infected with T. gondii has been reported that there is decrease in proliferation (immunosuppression) 

of T cells in response to various mitogens during the acute phase of infection. The study of the mechanisms 

involved in immunosuppression have shown that the production of reactive intermediates of nitrogen, induction 

of indoleamine dioxygenase (IDO), high levels of IL-10 and low levels of IL-2.  

Tregs cells are a population of T CD4+ cells to maintain homeostasis of the immune system (involved in the 

control of autoimmunity, immune response against tumors, tissue transplantation and infectious agents) and 

are involved in the suppression induced by T. gondii infection. 

Recently our group described in vitro a reduced T cell proliferation to mitogens is observed in murine cells 

isolated during the acute phase of T. gondii. This phenomenon of suppression is mediated by Foxp3+Tregs and 

IL-2 dependent. In this work we analyzed the mechanism of this Tregs-mediated suppression. We evaluated the 

expression of surface molecules (CTLA-4, LAG-3, PDL-1, FAS-L, GITR, CD25) in Tregs cells that may be 

involved with the activation of the Tregs cells and the immunosuppression of Tefec cells. We found that removal 

of APC from spleen cells of infected mice did not modify suppression, but further elimination of Tregs led to a 

restored proliferation, demonstrating that Tregs-mediate suppression in the absence of APC.  Production of IL-2 

by T cells from infected animals was abolished but partially restored when T regs were removed.  However, IL-2 

levels and T-cell proliferation were restored when Tregs and T cells were separated by transwells, indicating 

that Tregs cells require close proximity with T cells to induce suppression. Tregs from infected mice were able to 

reduce proliferation of CTLL-2 cells in the classical IL-2 bioassay, strongly suggesting that Tregs compete with T 

cells for IL-2. Further, we showed that Treg from infected mice do not inhibit IL-2 transcription. We found that T 
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cells from infected mice died after a few rounds of division in vitro, but addition of rIL-2 or removal of Tregs 

abolished this effect. Our results showed that suppression of T-cell proliferation during acute T. gondii infection 

is the result of death of proliferating T cells by Tregs-mediated IL-2 competition. Thus, immunosuppression is 

due to death of proliferating T cells as a consequence of low IL-2 availability. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Estudio de los mecanismos de acción de las células Tregs durante la inmunosupresión en la fase aguda de la infección con Toxoplasma gondii. 

 

11 
 

ABREVIATURAS 

 

7-AAD: 7-amino-actinomicina D 

APC: Antigen presenting cells (Células presentadoras de antígeno o accesorias) 

CFSE: 5, 6-Carboxyfluorescein diacetate, succinimidylester 

ConA: Concanavalina A 

DC: Células Dendríticas 

DPBS: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 

dpi: Días post infección 

EFGP: Proteína verde fluorescente 

FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting (clasificación de células por fluorescencia) 

FOXP3: Forkhead box P3 (factor de transcripción FOXP3) 

FSC: Forward Scatter (tamaño) 

GPI: glicosil fosfatidil inositol 

i.p. Vía Intraperitoneal 

mAbs: Monoclonal antibodies (Anticuerpos monoclonales) 

NRI: Intermediarios reactivos de nitrógeno 

PBS: Phosphate Buffered Saline (Buffer salino de Fosfatos) 

rIL-2: Interleucina 2 recombinante 

RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction (Reacción en cadena de la polimerasa con 

transcriptasa inversa) 

SFB: Suero Fetal Bovino 

SN: Sobrenadante 

SSC: Side Scatter (granularidad) 

TA: Temperatura ambiente 

Tefec: Células T efectoras 

Tregs: Células T reguladoras 
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I. INTRODUCCIÓN 

A. Toxoplasma gondii 

Toxoplasma gondii es un parásito intracelular obligatorio del Phyllum Apicomplexa, capaz de infectar 

cualquier animal de sangre caliente incluyendo al humano. El descubrimiento de este parásito en el hígado y 

bazo del roedor africano Ctenodactylus gondii, se remonta a la primera década del siglo XX, en 1908, por 

Nicolle y Manceaux (1,2). Al inicio creyeron que se trataba de Leishmania, pero un año más tarde le 

denominaron Toxoplasma gondii por su forma arqueada (del griego toxon: arco) y por el nombre del roedor en 

que fue hallado. En años posteriores el parásito fue identificado en diferentes animales y la especie era 

nombrada de acuerdo al animal donde se había encontrado, hasta que se descubrió que todos pertenecían a 

la misma y única especie: Toxoplasma gondii (2,3). Las primeras descripciones de toxoplasmosis humana 

fueron realizadas por Castellani, en 1913, pero se toma conciencia de su existencia gracias a los estudios de 

Janku, en 1923, cuando describió la presencia de T. gondii en la retina de un niño que había fallecido con un 

cuadro de coriorretinitis acompañada de microftalmia. Fue hasta la década de los ochenta que adquirió una 

gran importancia como enfermedad oportunista en los pacientes infectados con VIH (2,3). 

B. Ciclo de Vida de Toxoplasma gondii 

El ciclo de vida de T. gondii comprende dos fases de reproducción: 1) Una fase de reproducción sexual que 

se produce solamente en felinos (huésped definitivo), y 2) una fase de reproducción asexual que puede 

ocurrir en todos los animales de sangre caliente (huéspedes intermediarios), incluyendo seres humanos, 

felinos y aves Fig. 1 (4). Los felinos son los responsables del mantenimiento del ciclo vital del parásito, ya 

que en ellos ocurre la reproducción sexual y asexual. 
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Figura 1. Ciclo de Vida de T. gondii (4). 

 

T. gondii presenta tres estadios: el taquizoíto (Fig. 2A), caracterizado por su capacidad de proliferar 

rápidamente; el quiste tisular que contiene a los bradizoítos (Fig. 2B), y el ooquiste, que contiene a los 

esporozoítos (Fig. 2C-D) (5). En los huéspedes intermediarios, el parasito existe en forma de taquizoíto y 

bradizoíto, mientras que en el huésped definitivo existen las tres formas mencionadas.  

 

 

Figura 2.Estadios de T. gondii. Fotografías de los estadios de T. gondii en microscopía de campo claro. 

Taquizoítos (A), Quistes que contienen bradizoítos (B)  y Ooquistes no esporulados (C) y esporulados (D). 
Modificado de Hill D.E. 2005 (5).  

 

 

 

 

A                                        B                                         C                                          

D 

10µm 20µm 
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Taquizoíto 

El término "taquizoíto" (del griego; tachos, que significa rápido) fue propuesto por Frenkel (1973) y describe la 

capacidad del parásito para multiplicarse rápidamente en las células de los huéspedes intermediarios y 

definitivos. Los taquizoítos son estructuras que tienen forma oval arqueada, miden aproximadamente 2x6 µm 

e invaden todas las células nucleadas penetrándolas activamente o por fagocitosis (Fig. 3). Una vez dentro de 

la célula, el parásito queda rodeado por una vesícula parasitófora y se multiplica asexualmente por 

endodiogenia, un proceso en el que dos células hijas se forman dentro de la célula madre dejándola intacta 

(Fig. 3). La célula invadida se lisa después de que el parásito se ha dividido varias veces, diseminando más 

taquizoítos por vía sanguínea que pueden invadir a otras células. El taquizoíto puede dividirse en cualquier 

tipo celular excepto en eritrocitos (5-7). El taquizoíto es la forma que induce la respuesta inflamatoria y que se 

transforma en bradizoítos para formar los quistes, una vez concluida la fase aguda de la infección.  

 

Quistes 

Los quistes son estructuras que pueden presentar diferentes tamaños (5-100 µm) y por lo tanto pueden 

contener desde dos hasta miles de bradizoítos. Como se mencionó los quistes se forman una vez concluida 

la fase aguda de la infección y estos persisten durante la vida del huésped en diferentes tejidos (cerebro, 

músculo, entre otros). Aunque los bradizoítos son morfológicamente idénticos a los taquizoítos se diferencian 

en que los bradizoítos se replican lentamente.  

Cuando el huésped definitivo se infecta por el consumo de alimentos contaminados con quistes tisulares, se 

inicia el ciclo de vida de T. gondii. Por acción de las enzimas digestivas los quistes liberan bradizoítos a la luz 

intestinal, promoviendo la infección de enterocitos.  

Dentro de los enterocito los bradizoítos llevan a cabo un proceso de desarrollo y diferenciación celular 

conocido como gametogonia (proceso de reproducción sexual) que conduce a la formación del ooquiste (Fig. 

3). A diferencia de los bradizoítos, los taquizoítos libres son eficazmente eliminados por la inmunidad del 

hospedador, a pesar de que algunos logran infectar otras células formando bradizoítos, manteniendo así el 

ciclo de vida de este parásito. 
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Ooquistes 

Los ooquistes son estructuras de forma ovoide que miden de 10-12µm de diámetro, se producen en el 

intestino delgado de los hospederos definitivos como resultado de la fase de reproducción sexual del parasito. 

Después que los gatos ingieren los quistes, la acción de las enzimas proteolíticas del estómago y del intestino 

disuelven la pared del quiste, lo bradizoítos penetran células del epitelio intestinal e inician los ciclos de 

reproducción sexual que culminan con la formación de los ooquistes. Simultáneamente con el desarrollo del 

ciclo enteroepitelial, los bradizoítos penetran a la lámina propia del intestino del gato y se multiplican como 

taquizoítos. Durante la infección activa los felinos excretan hasta 107 de ooquistes en la materia fecal durante 

7 a 21 días, contaminando suelo, hortalizas y fuentes de agua (8,9). Cuando el ooquiste es excretado por los 

felinos se encuentra en forma no esporulada. En las condiciones adecuadas de humedad y temperatura los 

ooquistes esporulan y se vuelven infecciosos; esto puede tomar entre 1 y 5 días, produciendo en su interior 8 

esporozoítos (5,7,10). Los ooquistes son muy resistentes a diferentes condiciones ambientales; por ejemplo, 

se ha reportado que en suelos húmedos la infectividad de los quistes puede mantenerse por más de 1 año 

(10).  

En el caso de los seres humanos, una vez ingerido el ooquiste o el quiste tisular se produce la liberación de 

esporozoítos y bradizoítos respectivamente, los cuales rápidamente se diferencian a taquizoítos, la forma 

dinámica e invasiva que atraviesa eficientemente el epitelio intestinal, diseminando el parásito en todo el 

organismo. La presencia del parásito en el organismo activa la respuesta inmune (Th1, ver sección E) del 

huésped, caracterizada por la activación de células efectoras tales como macrófagos, linfocitos T y células 

NK, con la consecutiva liberación de citocinas y producción de anticuerpos. El IFN- es uno de los 

componentes que induce la diferenciación de los taquizoítos intracelulares a la forma de bradizoíto con la 

consecutiva modificación de la célula infectada para que permita la formación de un quiste tisular (4,11).  
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Figura 3. Reproducción de T. gondii. La reproducción sexual se lleva a cabo en el intestino del huésped definitivo; inicia 

con el consumo de presas infectadas con bradizoítos (quistes) y termina con la liberación de ooquistes inmaduros 
presentes en las heces. Mientras que la reproducción asexual se lleva a cabo en huéspedes intermediarios, inicia al 
ingerir quistes tisulares u oooquistes los cuales contienen bradizoítos o esporozoítos respectivamente, y al ser liberados 
por las enzimas gástricas, se diferencian a taquizoítos los cuales van a diseminar a través de la circulación sanguínea 
alcanzando diferentes órganos como placenta, cerebro, ojo, etc; donde desarrollan diferentes patologías (1). 

 

C. Toxoplasmosis  

La toxoplasmosis es una infección asintomática en la mayoría de los individuos inmunocompetentes (90%), 

sin embargo en los individuos que desarrollan manifestaciones clínicas (10%) es difícil dar un diagnóstico 

asertivo, debido a que los síntomas son muy inespecíficos, por ejemplo: fiebre, linfadenopatía, dolor 

muscular, letargia y malestar general. Los individuos inmunocompetentes son capaces de responder a la 

infección y controlarla (12,13). 

Los seres humanos se pueden infectar principalmente por: i) ingesta de carne cruda o mal cocida que 

contiene quistes; ii) ingesta de agua o alimentos contaminados con ooquistes; o iii) vía congénita a través de 

la transmisión transplacentaria (1,12,14,15). El periodo de incubación varía entre 10-23 días después de la 

ingesta de carne cruda o mal cocida y entre 5-30 días después de la ingesta de ooquistes (16).  
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En la toxoplasmosis se han descrito tres etapas o fases: i) Aguda. Durante esta etapa el parásito penetra en 

la mucosa intestinal, alcanza la corriente sanguínea y se disemina por todo el cuerpo infectando diferentes 

células del organismo. La presencia de T. gondii en el organismo induce que el sistema inmune del huésped 

reaccione y monte una respuesta en contra del parásito (Th1). ii) Crónica. Cuando la fase aguda es 

controlada, los parásitos forman quistes intracelulares que contienen formas inactivas de metabolismo lento 

(bradizoítos). Estos quistes tisulares pueden permanecer latentes en los tejidos durante toda la vida  sin 

producir efectos patológicos. iii) Recurrente. En algunos casos en que el sistema inmune del paciente se 

suprime, las paredes del quiste se rompen, liberando parásitos activos y proliferantes (taquizoítos), lo que 

origina la recurrencia de la enfermedad. En casos de inmunosupresión como en los individuos infectados con 

VIH, el parásito puede reactivarse del quiste tisular, diferenciarse de nuevo a taquizoíto e iniciar su 

diseminación tisular alcanzando incluso el encéfalo y provocar la muerte del individuo (1,12). 

Dadas las características de la infección con T. gondii, los principales grupos de riesgo son los sujetos 

inmunocomprometidos y mujeres embarazadas. Diferentes estudios señalan que entre un 30-50% de estos 

pacientes seropositivos para T. gondii, que tienen infección por VIH desarrollarán un cuadro de toxoplasmosis 

cerebral, cuando sus cifras de células CD4+ estén por debajo de 100/mm3. En la mayoría de los casos de 

pacientes inmunocomprometidos incluyendo aquellos con VIH, la encefalitis toxoplásmica es una de las 

principales causas de mortalidad (17-21). 

La toxoplasmosis congénita tiene lugar cuando la fase aguda de la infección sucede en mujeres gestantes 

(22). Cuando las mujeres se infectan por primera vez durante el embarazo (primoinfección) existe riesgo de 

infectar al feto, por lo que  la probabilidad de transmisión y de daño al feto depende del trimestre del 

embarazo en que esto ocurra. Si la infección de las mujeres se produce durante el primer trimestre la tasa de 

transmisión es del 15-25% pero las lesiones fetales suelen ser más graves (aborto); en el segundo trimestre 

el riesgo de transmisión de la infección aumenta de un 30-54% con la posibilidad de dejar secuelas tales 

como hidrocefalia, microcefalia, calcificaciones intracraneales, epilepsia, anemia, ictericia, erupción, petequias 

debido a la trombocitopenia y/o retraso psicomotor; si la infección materna es durante el tercer trimestre de 

embarazo, la tasa de transmisión es del 30-60%, siendo en el 15% de los casos una afección leve (parto 

prematuro) o sintomática (retinocoroiditis o coriorretinitis). En algunos casos los neonatos son normales al 
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nacimiento pero en la infancia pueden presentar epilepsia, retardo psicomotor, dificultades para el aprendizaje 

y lesiones oculares (13,18,19,23,24). 

 

 

D.  Epidemiología 

La toxoplasmosis es una infección que afecta al 30% de la población mundial (Fig. 4); no obstante, hay 

variaciones en la prevalencia entre las diversas regiones geográficas del mundo (1,5,23). Por ejemplo, 

Bélgica reporta una seropositividad de 16.9% en personas mayores de 30 años; Holanda informa una tasa del 

64% entre la población de 20 a 22 años y en Estados Unidos varía entre el 10-30% pero en algunas regiones 

alcanza hasta un 67% en individuos mayores de 50 años. En América Central, Francia, Turquía y Brasil la 

seroprevalencia es mucho mayor en algunas regiones (aproximadamente de hasta el 90%). En países como 

El Salvador y Haití, se reporta en general una seroprevalencia superior al 90% entre los adultos. En la región 

costera de México la seroprevalencia alcanza hasta un 60%. Sin embargo, los niveles de positividad 

disminuyen considerablemente en países como Italia (40.7%), Dinamarca (27.4%), Finlandia (20.3%), 

Noruega (10.9%) y Reino Unido (7.7%). En general en Europa, la prevalencia varía del 9% al 67%. (1,23). En 

contraste, en Asia se han reportado prevalencias muy variables, por ejemplo en Corea es del 0.8%y en 

Vietnam del 11.2%, mientras que en la India, Malasia y Nepal se presentan prevalencias que van desde un 

41.8% hasta un 55.4% (1). 
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Figura 4. Análisis de la seroprevalencia a nivel mundial para T. gondii. Rojo oscuro = prevalencia por encima del 

60%; Rojo = prevalencia entre 40-60%; Amarillo= prevalencia entre 20-40%; azul prevalencia entre 10-20%; verde: 
prevalencia <10%. Blanco= no hay datos (23). 

 

La encuesta Nacional Seroepidemiológica realizada en México en 1992, demostró una prevalencia en el país 

de un 32%, que varía desde el 13% en la zona norte del país, y con un máximo de hasta el 64% en ciudades 

costeras (25) Fig 5. En un estudio adicional se reportó para Tabasco una prevalencia del 60% en mujeres 

embarazadas, en el centro de México 34.9%, en Mérida 47% y en Durango 6.1%, llegando a un estimado de 

que cada año, 2 de cada 1000 recién nacidos presentan toxoplasmosis congénita (25-27). 
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Figura 5. Seroprevalencia de anticuerpos contra T. gondii en México (28). 

 

Las variaciones en la seroprevalencia se han atribuido a diversos factores que van desde factores climáticos 

que afectan a la supervivencia de los ooquistes en el medio ambiente, hasta los factores antropogénicos, sin 

embargo no existe un factor exclusivo que se asocie a la prevalencia de la infección en una región 

determinada. Dado que algunos autores han observado las prevalencias más altas en países tropicales con 

un clima húmedo y cálido, y las prevalencias más bajas en los países áridos o para países más fríos, han 

atribuido al clima, como un factor que puede afectar la prevalencia en una región (1,5,9). Otros autores, 

también han observador que hay diferencias en las tasas de seroprevalencia con relación a la altitud, 

correspondiendo las más altas a las áreas de mayor elevación sobre el nivel del mar (5). Los factores 

antropogénicos explican una gran parte de las variaciones en la seroprevalencia en humanos, entre los que 

se incluyen hábitos alimentarios (método de cocción de la carne, el lavado de manos, tipos de carne o 

verduras, y la limpieza de verduras, etc), nivel económico, nivel social, hábitos culturales y la calidad del 

agua. Se ha observado que la tasa de adquisición de la infección en relación con la edad también varía en 

función del país y nivel socioeconómico (1,9). El 84% de sujetos de un nivel socioeconómico bajo adquieren 

la infección antes de los 15 años, mientras que los sujetos de un nivel socioeconómico más alto adquirieren la 

infección después de los 20 años (alrededor de 20 % para el grupo de edad de 20 a 29 años y del 70 % para 

el grupo de edad de 40 a 49 años) (1). 

 



Estudio de los mecanismos de acción de las células Tregs durante la inmunosupresión en la fase aguda de la infección con Toxoplasma gondii. 

 

21 
 

E. Respuesta inmune inducida por T. gondii 

a) Infección aguda 

Después de la ingestión e invasión de los parásitos al epitelio intestinal, el curso de la infección se puede 

dividir en una fase aguda (típicamente dura hasta 14 días después de la infección) seguida de una etapa 

crónica o de latencia (29). Una de las características clave de la infección por T. gondii es la inducción de una 

respuesta Th1 muy fuerte (Fig. 6) (29). Esta robusta respuesta inflamatoria está orquestada por las células 

del epitelio intestinal y el propio parásito. Al principio de la infección, en el intestino existe una liberación local 

de quimiocinas que conducen a la atracción y activación de células tales como granulocitos, macrófagos y 

células dendríticas (DC). Los neutrófilos atraídos tempranamente fagocitan parásitos libres, contribuyendo a 

la reducción de la carga de parasitaria. Sin embargo, otras células fagocíticas, tales como las DC y los 

macrófagos, también juegan un papel fundamental en la iniciación de la respuesta inmune (30-33). La 

interacción de la profilina de T. gondii con el TLR11 de las DC es importante para la producción de la primera 

citocina que aparece en respuesta a la infección, la IL-12 (34). Por otro lado, la ciclofilina-18, una molécula 

secretada por el parásito que se une a CCR5 incrementa la producción de IL-12 por las DC (35,36). 

Adicionalmente, los macrófagos son estimulados para producir altos niveles IL- 12 y TNF-α, en respuesta a la 

detección de glicosilfosfatidilinositol (GPI) por TLR2 y TLR4 (Fig. 6a) (29). Los altos niveles de IL-12 

sintetizados por las DC, conduce a la activación de células NK, T y de linfocitos T CD4+ y CD8+, y 

consecuentemente a la producción de altos niveles de IFN- , así como de otras citocinas (IL-2, TNF-, IL-6 e 

IL-1 ) polarizando la respuesta Th1 (Fig. 6b) (29-33). La actividad citotóxica y la proliferación de las células 

NK es favorecida por la IL-18 y la IL-15, que son producidas por los macrófagos y las DC. Además favorece la 

expresión del receptor NKG2D, el cual se une a su ligando en la membrana de las DC favoreciendo la 

producción de más IL-12.  

La producción de IFN- durante la fase aguda de la respuesta inmune innata y adaptativa es indispensable 

para el control de la infección ya que activa a los macrófagos para que puedan llevar a cabo sus funciones 

efectoras (32,37,38). La activación de los macrófagos hace que estas mismas células produzcan TNF- , el 

cual funciona como cofactor ayudando a que los macrófagos lleven a cabo las funciones efectoras que dan 

como resultado la inhibición de la replicación y la eliminación del parásito. La activación de los macrófagos se 
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da cuando el IFN-, se une a su receptor (R-IFN-) y la cascada de señalización activa STAT1, un factor de 

transcripción nuclear que controla la producción de intermediarios reactivos de nitrógeno (NRI), de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), la degradación de triptófano, la acumulación de GTPasas p47 (IRGs) y proteínas 

de unión a gunilato (GBPs) en las vacuolas parasitóforas (39). La función de IRGs y GBPs depende de la 

proteína de la autofagia ATG5, para inducir la autofagia y la expresión de la enzima Indolamina dioxigenasa 

(Fig. 6c) (29). Adicionalmente, se ha reportado que los macrófagos también  pueden controlar al parásito por 

autofagia de manera independiente de IFN- y TNF-  (40). 

Los linfocitos T tienen un papel crucial en la respuesta inmune contra T. gondii, tanto en el control de la fase 

aguda como en el control de la reactivación durante la fase crónica. La cooperación entre linfocitos CD4+ y 

CD8+ es sinérgica y se requiere la producción de IFN- por parte de ambas poblaciones (41,42), aunque la 

mayor proporción de esta citocina es producida por los linfocitos CD8+ (37). Se ha demostrado que después 

de la infección, los linfocitos CD4+ se activan y producen IL-2, la cual ayuda a los linfocitos CD8+ a optimizar y 

mantener su producción de IFN-. Además de producir altos niveles de IFN-, los linfocitos CD8+ participan en 

la eliminación del parásito ejerciendo su actividad citotóxica sobre células infectadas, mediante mecanismos 

clásicos de citotoxicidad. Adicionalmente, se sabe que el IFN- aumenta la expresión de moléculas de clase II 

para favorecer la activación y proliferación de células CD4+ (43). Aunque la inmunidad protectora contra T. 

gondii es mediada por células y no por anticuerpos, se ha descrito una expansión de células B que producen 

altos niveles de IgM e IgG, lo que distingue la infección aguda de la crónica, respectivamente. Se han 

atribuido varias funciones a estos anticuerpos, incluyendo la opsonización de parásitos extracelulares y su 

subsecuente fagocitosis y muerte. Los ratones deficientes de células B sobreviven a la fase aguda de la 

infección, pero mueren por el desarrollo de encefalitis toxoplásmica, en las semanas  3 a 4 post-infección, 

demostrando el papel protector de los anticuerpos (15,35,43,44). 

 

b) Regulación de la respuesta inmune en la infección con T. gondii 

Aunque la respuesta Th1 es la responsable de controlar la infección, se sabe que la fuerte inflamación 

causada principalmente en intestino, bazo e hígado por la infección, conduce a serios daños en el huésped. 

Por lo que el organismo produce citocinas para prevenir la sobreproducción de citocinas Th1 tales como: IL-



Estudio de los mecanismos de acción de las células Tregs durante la inmunosupresión en la fase aguda de la infección con Toxoplasma gondii. 

 

23 
 

10, IL-27 y TGF-β. Adicionalmente existen otros mecanismos de regulación y evasión mediados por T. gondii 

que también puede favorecer la producción de citocinas anti-inflamatorias y de lipoxina A (LXA4) (29,43).  

Se ha descrito que la IL-10 inhibe las funciones efectoras de macrófagos activados por IFN- (45), de las 

células NK (43) y que es una citocina importante en la regulación de una infección primaria con T. gondii 

(46,47). En animales deficientes de IL-10 (IL-10-/-) se ha observado que la mortalidad aumenta durante la fase 

aguda de la infección. En estos animales se observa un cuadro de necrosis en el hígado y el intestino 

delgado, debido a que son incapaces de controlar la producción exacerbada de IL-12, IFN- y TNF- (47,48). 

Se ha reportado que los linfocitos T CD4+ Th1 juegan un papel dual durante la infección, ya que producen 

tanto IFN- como IL-10 (47,49,50). Recientemente, se reportó que también las células NK producen IL-10 

durante la fase aguda de la infección, particularmente en hígado y pulmón, lo cual limita la producción de IL-

12 por células dendríticas (51,52). Por otro lado, se ha descrito que en la fase crónica, la neutralización de IL-

10 favorece la infiltración de leucocitos al sistema nervioso central (53).  

El mecanismo dependiente de TGF-β es un mecanismo autócrino, en el que los macrófagos, después de la 

infección, producen TGF-β provocando la reducción en la producción de TNF- y de su receptor (54,55). El 

efecto autócrino del TGF-β, también conduce a la inducción de apoptosis en monocitos (54) y la inhibición de 

producción de óxido nítrico por los macrófagos. Recientemente se demostró que los linfocitos intraepiteliales 

CD8+ productores de TGF-β son importantes para la inmunorregulación de la infección con T. gondii en 

intestino (32,42). 

Adicionalmente, la IL-27 también participa en el control de la respuesta inflamatoria observada durante la fase 

aguda de la infección con T. gondii (56-58). Los ratones deficientes en el receptor de dicha citocina 

desarrollan una hiperactividad de linfocitos T, caracterizada por la alta producción de IFN- y los animales 

mueren a causa de una inflamación descontrolada. Se ha sugerido que la IL-27 es producida por las DC y 

limita el desarrollo de una respuesta Th1 a través de la inhibición de la producción de IL-2 (43,59).  

Adicionalmente, se ha observado que los bajos niveles de IL-2 durante la fuerte respuesta Th1 inducida por T. 

gondii limitan la actividad regulatoria de las células Tregs, conduciendo al desarrollo de necrosis en el intestino 

(60).  

El eicosanoide lipoxina A4 se reportó como modulador de la respuesta inmune contra T. gondii tanto en la 

fase aguda como en la fase crónica de la infección. Si bien no se ha determinado cuál es la (s) célula(s) 
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productora de esta molécula durante la infección, se ha reportado que la LXA4 regula la producción de IL-12 

por células dendríticas, ya que disminuye la expresión de CCR5 y además se ha descrito que su 

inmunomodulación es independiente de la IL-10 (15,43). 

 

 

Figura 6. Respuesta Inmune contra T. gondii. Modificada de Hunter CA 2012 (29). 
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F. Inmunosupresión durante la fase aguda de la infección con T. gondii 

En células de bazo de ratones que cursan la fase aguda de la infección con T. gondii, se ha observado 

disminución en la proliferación (inmunosupresión) de células T en respuesta a diversos mitógenos como 

fitohemaglutinina (PHA) y concavalina A (Con A) y a antígenos de T. gondii (38,61-69). Esta supresión de la 

proliferación de células T inducida durante la fase aguda de la infección con T. gondii no sólo ha sido 

reportada en el ratón, sino también en el humano (68,70-73). Dicha inmunosupresión se ha detectado en 

células T de bazo pero no en células T de nódulos mesentéricos (74). Los primeros análisis que se realizaron 

para evaluar las células y moléculas involucradas en la inmunosupresión mostraron que los macrófagos eran 

responsables parcialmente de dicha inmunosupresión ya que la eliminación de células adherentes de bazo 

restauraba parcialmente la proliferación (38,68). 

Otros reportes han descrito que la supresión de la proliferación de células T se mantiene en cultivos de 

células enriquecidas con fibras de nylon (68) o con perlas magnéticas (65). Cabe señalar, que aunque la 

supresión de la proliferación de células T en los cultivos enriquecidos se mantenía, ésta fue menos fuerte que 

en los cultivos enriquecidos, por lo que los autores sugirieron que la presencia de células T "supresoras" 

podrían participar en la supresión, junto con los macrófagos (65,68).  

Se describió que el mecanismo supresor de los macrófagos era dependiente de IFN- y mediado por la alta 

producción de intermediarios reactivos del nitrógeno (NRI), ya que anticuerpos bloqueadores de IFN- o la 

adición in vitro de acetato de NG-monometil-L-arginina (un inhibidor específico de la enzima óxido nítrico 

sintetasa) restauraban parcialmente la proliferación celular (38,63,75). También se describió que la IL-10 

mediaba la inmunosupresión, ya que durante este periodo se producen altas cantidades de esta citocina y el 

uso de anticuerpos neutralizantes de IL-10 restaura parcialmente la proliferación (61,64,76). Sin embargo, en 

experimentos en donde se utilizarón ratones IL10-/- (ratones knockout para el IL-10) e IRF-/- (ratones knockout 

para el interferon regulatory factor) demostraron que tanto IL-10 como la vía dependiente de IFN- eran 

dispensables para la inmunosupresión, ya que la proliferación de los esplenocitos obtenidos de ambos 

ratones knockout, también se encontró suprimida durante la fase aguda de la infección con T. gondii (46,76). 

En ratones se ha observado que la inmunosupresión coincide con una reducción en la viabilidad celular 

(65,69,77) y en el porcentaje de linfocitos CD4+y CD8+ (69,78), así como con el incremento en la producción 

de IFN- (61) e IL-10 (64) y la reducción en los niveles de IL-2 (60,61,63,68,69,79,80). Algunos autores han 
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atribuido la disminución de los niveles de IL-2 a la reducción de células CD4+ productoras de IL-2 (60,63,79). 

Se sabe que la IL-2 es una citocina que favorece la actividad, proliferación y mantenimiento de células T 

CD4+ y CD8+.  

Diversos estudios han descrito la vital importancia de la actividad de las células T citotóxicas y la IL-2 para el 

control de la infección con T. gondii, ya que la neutralización de IL-2 conduce a una ineficiente actividad 

citotóxica de las células T CD8+ (81). Aunque no es claro cuál es el o cuales son los mecanismos por los que 

se observa una disminución de células productoras de IL-2, se sabe que durante la infección con T. gondii se 

produce IL-27, es una citocina que puede inhibir directamente la producción de IL-2 en células T CD4+ (56), lo 

que favorece la supresión de la proliferación. Por otro lado, se ha descrito que T. gondii puede inhibir la 

expresión de moléculas de clase II (del complejo principal de histocompatibilidad MHC II), influyendo 

directamente en la activación y proliferación de células T CD4+, así como en la capacidad de estas células 

para producir IL-2 (82,83). Además, se ha evidenciado la importancia de la IL-2 en la proliferación de células 

T, ya que su ausencia durante la infección genera inmunosupresión y la reconstitución de esta citocina 

restaura la proliferación (63,68,69).  

Recientemente nuestro grupo describió que la inmunosupresión descrita previamente también es regulada 

por las células Tregs activadas, ya que utilizando ratones transgénicos Foxp3EGFP la eliminación selectiva de 

las células Tregs conduce a una recuperación total de la proliferación de linfocitos T en cultivos de células de 

bazo. Además, también se describió, que la inmunosupresión depende de un mecanismo dependiente de IL-

2, pero no de IL-10 (69).  

 

G. Células T reguladoras 

El sistema inmune tiene la capacidad de proteger al hospedero no sólo de microorganismos patógenos, sino 

también de enfermedades autoinmunes; con el objeto de que su funcionamiento sea eficiente se requiere de un 

estricto control y autorregulación.  

Las células T reguladoras (Tregs) son una subpoblación  de células T CD4+, que comprenden del 5 al 10% del 

total de células T CD4+ en sangre periférica. Se ha demostrado que esta población celular es capaz de 

mantener la tolerancia y homeostasis del sistema inmune, ya que tanto en humanos como en modelos 

murinos se ha demostrado que su ausencia induce el desarrollo de enfermedades inflamatorias crónicas y 
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autoinmunes (84,85). En general, gracias a diversos estudios, se ha descrito que las células Tregs no sólo 

están involucradas en enfermedades autoinmunes, sino que también participan en la modulación de la 

respuesta inmune contra tumores, trasplantes de tejidos y agentes infecciosos (84,86,87) . 

 

i) Antecedentes de las células Tregs 

Después del descubrimiento en 1960 de las funciones de los linfocitos T cooperadores (Th), Gershon y Kondo 

propusieron la existencia de una población de células con capacidad de suprimir la respuesta inmune (88,89). 

Sin embargo, como en ese momento no se pudo identificar ningún marcador celular o alguna molécula 

soluble específica de dicha población, esta idea fue abandonada. En la década de los 70 algunos grupos 

demostraron la existencia de células supresoras (T supresoras) que eran capaces de mediar efectos 

biológicos al producir sustancias solubles. Estas células fueron caracterizadas por expresar el marcador de 

superficie Lyt-2+ (CD8+) (90,91).  

Los estudios realizados para describir y caracterizar a la células T supresoras eran inconsistentes e 

irreproducibles entre distintos laboratorios, lo cual con el tiempo se le atribuyó a las limitantes de las técnicas 

utilizadas en aquellos años. Hasta la década de los 80, se retomó el interés en este campo de células 

supresoras con la descripción de las células Th1 y Th2. Se propuso que la supresión era el resultado de la 

actividad de las citocinas inmunoreguladoras producidas por estas subpoblaciones celulares (92). Sin 

embargo hacia finales de los 80´s se abandonó la idea de la existencia de las células T supresoras. 

La importancia de las células T con capacidad regulatoria se demostró en 1985 con los primeros 

experimentos de Sakaguchi (93), en los cuales la transferencia adoptiva a ratones desnudos de esplenocitos 

depletados de ciertas poblaciones llevaba al desarrollo de patologías autoinmunes. Al fenotipificar las células 

involucradas en el desarrollo de la autoinmunidad demostraron que las células T con capacidad regulatoria 

eran linfocitos CD4+ que expresaban altos niveles de CD5 (Ly-1+) y bajos niveles de CD45 (93,94). Utilizando 

el mismo modelo se descubrió en 1995 que la expresión constitutiva de CD25 en linfocitos CD4+ distingue a la 

población de células llamadas Tregs,  que contiene células autorreactivas (95).  

La fenotipificación de células Tregs como CD4+CD25+ permitió realizar estudios más finos sobre el origen y 

funciones de esta población celular. Sin embargo, el uso de CD25 para identificar células Tregs tiene la 

desventaja de que esta molécula también se expresa en células activadas y por lo tanto no es un marcador 
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específico de células Tregs; un problema semejante ocurre con otras moléculas que se han utilizado para 

caracterizar a esta población, como CTLA-4 (96) y GITR (97). En el año 2003 se describió que el factor de 

transcripción Foxp3 (factor forkhead box P3) se expresa constitutivamente en Tregs y que es una molécula 

necesaria para el desarrollo y la función de estas células (98,99), convirtiéndose en el marcador más 

confiable para la identificación de Tregs. Por lo tanto, estas células podían ser ahora claramente distinguidas 

por el fenotipo CD4+Foxp3+. 

Ratones deficientes de Foxp3, llamados scurfy, no desarrollan células Tregs naturales y desarrollan el 

síndrome de linfoproliferación autoinmune, lo que ocasiona la muerte entre la 4ta y 5ta semana posterior al 

nacimiento (99). Este proceso es muy similar al síndrome IPEX (Inmunodeficiencia, poliendocrinopatía, 

enteropatía, ligada al cromosoma X en humanos, ya que esta autoinmunidad es causada por mutaciones en 

el gen FoxP3 (100).  

 

ii) Subpoblaciones de células Tregs 

Las células Tregs se clasifican principalmente en dos subpoblaciones: las células Tregs naturales (nTregs) 

y las células Tregs inducidas (iTregs). Las células nTregs se originan en el timo (Fig. 7) y se caracterizan por 

expresar constitutivamente las moléculas CD25, CTLA-4 y FoxP3 (CD4+CD25+CTLA4+Foxp3+) (85). El factor 

de transcripción Foxp3 confiere a las Tregs su capacidad supresora, adicionalmente este factor induce su 

estado anérgico e inhibe su capacidad de producir IL-2, debido a que Foxp3 inhibe la actividad de NF-AT y 

NF-κB (101). A nivel periférico o in vitro, células T näive CD4+ o CD8+ en presencia de ciertas citocinas y/o 

estímulos, pueden diferenciarse a células Tregs (Tr1, Th3 o Tregs CD8+), denominadas en general como iTregs 

(Fig. 8, Tabla 1) (84,102). Aun cuando las dos subpoblaciones de Tregs son capaces de suprimir la respuesta 

inmune, se han podido identificar diferencias entre las células nTregs y las células iTregs. Las diferencias entre 

estas dos poblaciones radican en la expresión de ciertos marcadores de superficie, la forma de ejercer 

supresión, el origen, la expresión de Foxp3, así como por las células blanco a las que suprimen (Tabla 1). 

Las células Tr1 se inducen in vitro en presencia de IL-10, y anticuerpos como anti-CD3 y anti-CD46 poseen 

una función supresora que no depende de la expresión de Foxp3 y se caracterizan por ejercer su acción 

supresora predominantemente por IL-10 en tejidos inflamados (84,103).  
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Las células Th3 son células productoras de TGF-β y tanto en las placas de Peyer, como en los ganglios 

mesentéricos, se les considera como las causantes de los mecanismos de tolerancia oral (84,104). Aunque 

se sabe que Foxp3 regula muchas funciones supresoras de las células T regs de ratones, cabe señalar que las 

células T humanas activadas pueden expresar Foxp3 de manera transitoria, por lo que esta molécula no es 

exclusiva de Tregs en el humano (100,105).  

Diversos estudios han descrito que las nTregs expresan Foxp3 de manera más estable que en las iTregs; esta 

diferencia se relaciona con modificaciones epigenéticas, ya que en las nTregs los dinucleótidos CpG en el 

locus de Foxp3 (en el promotor, en CNS2 y en TSDR) se encuentran desmetilados mientras que en iTregs 

generadas in vitro dichos motivos permanecen metilados (106-109). A pesar de las diferencias descritas entre 

estas dos poblaciones es importante señalar que ha sido complicado determinar la importancia de las nTregs e 

iTregs durante procesos inmunológicos debido a la falta de marcadores específicos que distingan a estas 

poblaciones. La plasticidad de las células Tregs ha sido evidenciada recientemente, ya que se ha demostrado 

que las células Tregs tienen la capacidad de convertirse en células Th1, Th17 o THF, lo cual depende del 

microambiente en el que se encuentren (110-112).  
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Figura 7. Origen de las células Tregs. Las células nTregs se originan en el timo, en este órgano adquieren la expresión de 

Foxp3, esta población celular requiere de TGF-β y de IL-2 para su mantenimiento y expansión en la periferia. Las iTregs 
pueden generarse en bazo, nódulos linfáticos, tejido inflamado, en el tejido linfoide asociado al intestino o in vitro, a partir 

de células T CD4+Foxp3- o T convencionales (Tconv) en condiciones de exposición crónica a ciertos antígenos y en 
presencia de TGF-β y ácido retinoico adquieren la expresión de Foxp3 (106). 
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Tabla 1. Características de la subpoblaciones de células Tregs. 

 

Adaptada de: Roncarolo MG (103), Collison LW (113), Sakaguchi S (111,114), Beissert S (84).  

 

Por otro lado, se ha reportado la existencia de células Tregs “híbridas”, es decir células Tregs que  coexpresan 

Foxp3 con factores de  transcripción y citocinas características de otros linajes, como RORt/IL-17, T-bet/IFN-

 y GATA3+/IL-4 (Fig. 8). Estas células mantienen sus propiedades supresoras in vitro, pero se desconoce su 

función in vivo (101,112). Sin embargo, se ha sugerido que estas poblaciones son subtipos de Tregs 

especializadas que suprimen la actividad de células de una determinada respuesta polarizada (Fig. 8). Se 

sugiere que para generar estas poblaciones híbridas se requiere un microambiente específico, la combinación 

de señales vía TCR junto con ciertas señales de coestimulación, así como la remodelación de cromatina 

(112).  
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Figura 8. Células Tregs "hibridas" (110). 

 

H. Mecanismos de supresión de las células Tregs 

Las células nTregs emplean múltiples mecanismos de acción por medio de los cuales suprimen la respuesta de 

varios tipos celulares, ya sea inhibiendo su activación y/o su expansión. Estos mecanismos pueden agruparse 

en (Fig. 9): 

i) Supresión mediada por citocinas 

Los mecanismos dependientes de citocinas inhibidoras incluyen a la IL-10, el TGF-β y la IL-35 producidas por 

las Tregs. La IL-10 tiene la capacidad de inhibir la activación de células presentadoras de antígeno (APC) y de 

limitar la activación de células T. Esta citocina también actúa directamente en linfocitos T inhibiendo tanto su 

proliferación como la producción de otras citocinas como IL-2, IFN- , IL-4 e IL-5. Además, la IL-10 promueve 

la generación de células Tr1 que son células Foxp3- con la capacidad de generar grandes cantidades de IL-

10 (84,92,115). 

Por otro lado, el TGF-β unido a la membrana de las Tregs, se puede unir a su receptor e inhibir tanto la 

proliferación celular como las respuestas tipo Th1 y Th2 (102,116). En modelos in vitro, se ha observado que 

la neutralización de IL-10 y TGF-β no inhibe la capacidad supresora de células Tregs. Sin embargo, en un 
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modelo de enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) se ha descrito que en ratones deficientes de IL-10, las 

células Tregs son incapaces de suprimir (117). En contraste, en un modelo de gastritis autoinmune se ha 

descrito que las células Tregs deficientes de IL-10 son capaces de suprimir (118).  

Recientemente, se describió que las células Tregs secretan grandes cantidades de IL-35 (113,119) y que en 

ratones incapaces de producir esta citocina, las células Tregs tienen menor actividad supresora in vitro y son 

incapaces de controlar la inflamación en un sistema de enfermedad inflamatoria intestinal in vivo (115). 

 ii) Supresión mediada por trastornos metabólicos 

Los mecanismos dependientes de disrupción metabólica incluyen la hidrólisis de ATP extracelular y la 

privación de IL-2.  

a) Hidrolisis de ATP 

La adenosina es un nucleósido que tiene un importante papel en eventos fisiológicos y fisiopatológicos (35). 

Este nucleósido se puede formar a partir de AMP ya sea intracelularmente por la citosólica 5'-nucleotidasa o 

extracelularmente por dos ectonucleotidasas (CD39 y CD73). La hidrólisis de ATP extracelular por las células 

Tregs se debe a que estas células expresan CD39 y CD73 (120). La enzima CD39 hidroliza el ATP del medio 

transformándolo en AMP, el cual es rápidamente degradado por CD73 en adenosina.  

Tanto la adenosina como el ATP son reconocidos por los receptores P1 o P2 purinérgicos (A2AR), dando lugar 

a efectos anti y proinflamatorios dependiendo del tipo de receptor al que se una. El reconocimiento de 

adenosina por su receptor A2AR es un mecanismo importante de la regulación de la inflamación ya que actúa 

a través de la inhibición de diversas citocinas proinflamatorias y por otro lado también favorece la inhibición 

de la proliferación de células T. Las células Tregs también pueden transferir el AMP cíclico a células T a través 

de uniones comunicantes, inhibiendo la proliferación (120). 

b) Privación de IL-2 

La privación de IL-2 hacia las células T por acción de las células Tregs ha sido un mecanismo difícil de 

comprobar y que ha causado controversia entre diferentes grupos (114,121-124). Los primeros estudios 
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realizados in vitro para estudiar la capacidad de las células Tregs para regular la proliferación de células 

efectoras demostraron que la supresión de la proliferación era un mecanismo dependiente de IL-2 (124).  

Debido a que las células Tregs no pueden producir IL-2 deben de consumir dicha citocina del medio que las 

rodea (101). Sakaguchi propuso que las células Tregs pueden consumir la IL-2 que producen las células T, 

ésta hipótesis apoyada por varios autores, la basó en la premisa de que las células Tregs expresan muchos de 

receptores de gran afinidad para la IL-2 (CD25) en su superficie (85,95,114,122-125). 

Se sabe que las células Tregs requieren de IL-2 para regular su expansión, superviviencia así como su función 

supresora (98,116,126). Diversos investigadores se han enfocado en demostrar como las células Tregs 

consumen la IL-2 para cubrir sus requerimientos. Algunos grupos han demostrado que las células Tregs 

pueden consumir la IL-2 presente en el medio, ya que cuando se bloquea con anticuerpos anti-IL-2 observan 

que disminuye la capacidad de las Tregs para consumir esta citocina, conduciendo a la pérdida o disminución 

de la capacidad supresora (127,128). Otros grupos han observado que las células Tregs puede ejercer una 

acción supresora sobre células T deficientes del receptor para IL-2 (CD25), sugiriendo que la IL-2 no es una 

citocina esencial para suprimir la proliferación (129).  

Por otro lado, hay grupos que han aplicado modelos matemáticos para explicar la competencia que existe 

entre las células T y Tregs por la IL-2 debido a que ambas poblaciones expresan el receptor de alta afinidad 

para IL-2 (como lo había propuesto S. Sakaguchi) y necesitan de esta citocina para llevar acabo sus 

funciones (122,125,130).  

Adicionalmente también se ha demostrado que in vitro, la competencia por la IL-2 depende de la distancia 

que existe entre las células Tregs y las células T, así como de la concentración de la citocina en el medio y de 

la cantidad de receptores en la superficie celular (122,125,131).  

Recientemente, Pandiyan y colaboradores demostraron en un modelo in vitro que las Tregs son capaces de 

privar a las células T activadas de IL-2 conduciendo a la apoptosis de éstas últimas. En este estudio, células 

Tregs fueron cocultivadas con células T en presencia de IL-2 unida a una proteína de fusión (IL-2Fc), y cuando 

midieron la IL-2Fc intracelular observaron que la IL-2Fc principalmente  se encontraba en el interior de las 

células Tregs. (123). Adicionalmente, en este mismo trabajo se describió in vivo en un modelo de enfermedad 
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inflamatoria del intestino, la apoptosis mediada por Bim de células T en presencia de Tregs, sugiriendo que la 

privación de citocinas es un mecanismos de supresión mediado por células Tregs que se puede llevar acabo in 

vivo (123).  

Otros autores han propuesto que las células Tregs inducen la inhibición de la expresión de IL-2, debido a que 

en los cultivos detectan bajos niveles de IL-2 y observan una disminución de mRNA en las células T. Sin 

embargo, cabe señalar que en estos estudios los cultivos se realizaron con células CD4+CD25+, consideradas 

como Tregs.(124,127,128). 

iii) Supresión mediada por contacto célula-célula  

Los mecanismos dependientes del contacto célula-célula que involucran moléculas de membrana, tales como 

CTLA-4, LAG3, granzimas, PD-1-PDL-1 o FasL, ocurren ya sea utilizando a las DC como intermediarias o 

directamente al contacto con la célula T. 

Se ha demostrado que existe contacto entre las células Tregs y las DC y que esta interacción es importante 

para que las Tregs puedan ejercer sus funciones supresoras. Estudios in vivo han reportado que las Tregs 

impiden que las DC y las células CD4+ interactúen de manera estable, reduciendo el tiempo de contacto, lo 

cual impide la activación apropiada de las células T (132,133). Se ha demostrado también que las células 

Tregs impiden la maduración de las APCs, lo cual se ve reflejado en una activación deficiente de las células T 

(134). La inhibición de la activación de las DC parece depender por un lado de la interacción de LAG-3 en las 

Tregs con el MHC II en las DC (135,136). Por el otro, se sabe que la interacción de la molécula CTLA-4 en 

células Tregs  inhibe la expresión de las moléculas de coestimulación CD80 y CD86 en las DC (132), 

probablemente por trans-endocitosis (115,121). CTLA-4 también induce la producción de indoleamina 2,3 

dioxigenasa (IDO) en las DC, una molécula con efectos reguladores en células T (137,138). Adicionalmente 

las células Tregs también pueden inducir la apoptosis vía granzimas/perforinas, PD-1-PDL-1o vía Fas-FasL 

(126,139-142).  

Otro mecanismo utilizado por las células Tregs es el entrecruzamiento de CTLA-4 directamente con B7 en las 

células T para modular su proliferación (143).  
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La complejidad en la función de las células Tregs en los diferentes microambientes, sugieren que los 

mecanismos de supresión descritos no son excluyentes y aún cabe la posibilidad de describir nuevos 

mecanismos diferentes a los aquí descritos. La información reportada sugiere que dependiendo del antígeno 

y el microambiente, las células Tregs utilizan uno o varios mecanismos, por ejemplo los mecanismos 

observados in vitro no siempre funcionan in vivo y viceversa. También se ha observado que el o los 

mecanismo (s) de supresión utilizados por las Tregs dependen del nivel de inflamación y del tipo de respuesta 

inmune que sea necesario controlar, demostrando que una de las características fundamentales de esta 

población es su gran versatilidad (128,144). 

Aunque diversos autores han tratado de dilucidar los eventos celulares y moleculares que se desarrollan tanto 

in vivo como in vitro, durante la ejecución de los mecanismos de supresión mediados por células Tregs, sigue 

siendo una interrogante (i) la forma y la medida en que cada mecanismo de acción contribuye al 

mantenimiento de la auto-tolerancia y la homeostasis del sistema inmune, (ii) cómo los hallazgos in vitro se 

correlacionan con la supresión in vivo; (iii) cómo los mecanismos de supresión son controlado por el factor de 

transcripción Foxp3 y, (iv) qué mecanismos son adecuados para un control eficaz de la respuesta inmune a 

través de células Tregs (114). 
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Figura 9. Mecanismos de acción de células Tregs. Modificado de Vignali 2008 (115). 

 

I. Células Tregs y T. gondii 

Aún cuando el papel de las células Tregs durante la infección con T. gondii ha sido poco explorado, los 

reportes que existen han sido muy contundentes. En el año de 2007 se reportó que la depleción con el mAb 

anti-CD25 no tenía efecto en la infección con este parásito ni en la fase aguda ni en la fase crónica de la 

infección (48), lo que sugería que las células Tregs no son importantes para la protección contra T. gondii. 

Posteriormente se demostró que en este modelo de infección, la depleción con altas cantidades de anticuerpo 
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llevan principalmente a la eliminación de células CD4+ efectoras (145) y de otras poblaciones celulares que 

expresan CD25 (78). Dadas las limitantes que implicaron el uso del mAb anti-CD25 en los estudios descritos 

los resultados no son realmente concluyentes. Morampudi y col. compararon la progresión de la enfermedad 

aguda causada por T. gondii en ratones BALB/c y C57BL/6 y examinaron el efecto de la disminución parcial 

de las células Tregs. En estos experimentos evaluaron la mortalidad y observaron que los ratones BALB/c 

sobrevivían a la infección (mantuvieron su resistencia a la infección), mientras que los ratones C57BL/6 

sucumbían a la infección. Adicionalmente, se observó un aumento en la carga de parásitos en ratones 

BALB/c, especialmente en la lámina propia, pero no en ratones C57BL/6. El aumento en la carga parasitaria 

correlacionó con el aumento de citocinas pro-inflamatorias en ratones BALB/c, lo cual no se presentó en 

ratones C57BL/6. En conjunto, los hallazgos de Morampudi y col., proporcionan evidencia de la participación 

de las células Tregs, en la resistencia a la infección por T. gondii en ratones BALB/c (146), apoyando los datos 

de Jankovic y col (48).  

Sin embargo, Ge y col. demostraron que durante la infección con T. gondii se observa una reducción 

(depleción natural) en el número de Tregs durante la fase aguda de la infección, y sugirieron que esta 

reducción favorece la inducción de abortos durante la infección con T. gondii en un modelo murino (147).  

Oldenhove y col. reportaron que la reducción natural de Tregs se relaciona con la elevada inflamación 

característica de la infección con T. gondii (60); en este artículo se sugiere que el nivel de inflamación en el 

intestino impide la generación de células iTregs, lo cual es en parte responsable de la reducción de Tregs que se 

observa durante la infección. Los autores demuestran que este ambiente Th1 obliga a las Tregs a expresar el 

factor de transcripción T-bet, lo que sugiere que la reducción de Tregs también está influenciada por una 

conversión de Tregs a células efectoras tipo Th1. La influencia del ambiente proinflamatorio en la reducción de 

las células Tregs se enfatiza al comparar modelos de susceptibilidad y resistencia, pues dicha reducción es 

más pronunciada en animales infectados con una cepa virulenta del parásito y también en animales de la 

cepa de ratón susceptible a la infección, demostrando que esta reducción de células Th1 (CD4+) está 

relacionada con la falta de IL-2 en el mismo periodo, ya que el tratamiento de los animales con complejos IL-

2/anti-IL-2 mAb incrementa la cantidad de Tregs, la sobrevida de los animales infectados y reduce la 

inflamación intestinal (60).  Benson y col., proponen que la disminución en número y de la actividad de células 

Tregs se debe a un mecanismo inducido por las células T efectoras. Estos autores proponen que la pérdida 
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parcial de las células Tregs inducida por la infección es esencial para el inicio de una potente respuesta Th1 y 

por ende la protección del huésped frente a T. gondii. Sugieren que la disminución de las células Tregs es una 

consecuencia causada por la expansión de las células T CD4+ que producen una cantidad limitada de IL-2, ya 

que la administración de rIL-2 (IL-2 recombinante) previene completamente la pérdida de células Tregs en 

ratones infectados. Pero la restauración de las células Tregs da lugar a una susceptibilidad mucho mayor a T. 

gondii (79).  

Recientemente nuestro grupo describió que las células Tregs tienen un papel importante en la respuesta 

protectora contra T. gondii, ya que su eliminación lleva a un aumento en la tasa de mortalidad en la cepa 

resistente BALB/c (78). Por otro lado también describimos que las células Tregs activadas durante la infección 

con T. gondii en ratones C57BL/6 tienen aumentada su capacidad supresora. Utilizando ratones transgénicos 

Foxp3EGFP demostramos que la eliminación selectiva de las células Tregs conduce a una recuperación total de 

la proliferación de linfocitos T en cultivos de células de bazo y que los mecanismos de inmunosupresión 

mediados por las células Tregs dependen de IL-2, pero no de IL-10 (69). 
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J. Justificación 

La respuesta inmune frente a antígenos requiere una coordinación perfecta de todas las células que 

participan en las diferentes fases de esa respuesta. El objetivo de la respuesta es la destrucción rápida de los 

microorganismos pero debe garantizar al mismo tiempo el mínimo daño sobre la totalidad de las células y 

tejidos del organismo.  

Durante la infección aguda con T. gondii se ha descrito un periodo de inmunosupresión que se caracteriza por 

la reducción en la proliferación de linfocitos T en respuesta a mitógenos o antígenos in vitro 

(38,61,62,64,65,68,69). Esta inmunosupresión que ha sido reportada tanto en humanos como en ratones, 

también es característica de otras infecciones parasitarias como las causadas por P. chabaudi (148), P. 

berghei (39,149), T. congolense (150), H. polygyrus (151), B. malayi (152), y L. major (39). El estudio de las 

células Tregs durante infecciones parasitarias ha generado importantes hallazgos en relación al papel de esta 

población como moduladora de la respuesta inmune (86). Se han descrito diferentes papeles para las células 

Tregs durante las enfermedades infecciosas, incluyendo el control de la patología, mantenimiento de la 

inmunidad contra la reinfección y establecimiento de patógeno favoreciendo la persistencia. 

Varios grupos han propuesto que la reducción en la disponibilidad de IL-2 durante la infección con T. gondii 

conduce a una reducción en el número y porcentaje de células Tregs (60,69,79), sin embargo el remanente de 

células Tregs tienen aumentada su capacidad supresora (69).  

Por medio del uso de ratones transgénicos Foxp3EGFP se describió que las células Tregs  tienen un papel 

importante en la supresión de la proliferación, ya que la eliminación selectiva de las células T regs conduce a 

una recuperación total de la proliferación de linfocitos T en cultivos de células de bazo. También se describió 

que los mecanismos involucrados en la inmunosupresión mediados por las células Tregs dependen de la IL-2, 

pero no de la IL-10 (69). 

Sin embargo, aunque se ha descrito el aumento en la actividad supresora del remanente de las células Tregs 

es importante conocer el o los mecanismo (s) de acción que conducen a la supresión la proliferación de 

células T de ratones infectados con T. gondii, con el objeto de contribuir al conocimiento y generar 

información que nos permita describir y entender los mecanismos de supresión que las células Tregs ejercen  y 

que no han sido reportados hasta la fecha en esta infección. 
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II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Hipótesis: 

Durante la infección aguda con T. gondii las células Tregs ejercen sus mecanismos de supresión 

mediante el contacto célula-célula y a través de la secreción de citocinas. 

 

Objetivo general: 

Determinar los mecanismos de acción de las células Tregs que conducen a la disminución de la 

proliferación de linfocitos T durante la toxoplasmosis en el modelo murino. 

 

Objetivos particulares: 

El estudio de los mecanismos de acción utilizados por las células Tregs durante la infección aguda con 

T. gondii pretende: 

 

i) Determinar si las células Tregs actúan directamente sobre las células T o indirectamente mediante la 

modulación de las células accesorias.  

ii) Estudiar si los mecanismos de acción de las células Tregs requieren de la cercanía con las células T.  

iii) Identificar las moléculas de superficie involucradas en los mecanismos de supresión de células T.  

iv) Identificar las moléculas solubles involucradas en los mecanismos de supresión de células T.  
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Animales de estudio 

Se utilizaron ratones hembras de las cepas CD1 de 6 a 8 semanas de edad, con un peso de 

entre 18 y 20 g. También se utilizaron ratones hembras y en algunas ocasiones machos de la 

cepa C57BL/6J. Se usaron ratones transgénicos “knock-in” de fondo genético C57BL/6J (B6.Cg-

Foxp3tm2Tch/J) adquiridos en The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA), los cuales se 

caracterizan por coexpresar la proteína verde fluorescente (EGFP) junto al factor de transcripción 

Foxp3. Los animales se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas 

con agua y alimentos ad libitum. Los protocolos fueron aprobados por la Comisión de Bioética 

para la Investigación en Animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas. 

 

2. Parásitos e Infección 

- Mantenimiento de la cepa ME49 de T. gondii 

La cepa ME49 de T. gondii se mantiene por pasaje de quistes de cerebro en ratones CD1. Para 

realizar el pasaje se obtienen los cerebros de ratones con dos meses de infección y se maceran 

en DPBS (1 cerebro/mL) utilizando un homogenizador de tejidos de vidrio con pistilo de teflón 

(Wheaton, Milville, NJ). El número de quistes se determina en una alícuota de 10 µl que se coloca 

en un portaobjetos y se observa en el microscopio de luz blanca. El inóculo se ajusta a 100 

quistes/mL con DPBS y se infecta a los ratones CD1 inoculándolos por vía intraperitoneal con 

100µl.  

- Infección por vía oral 

Para el caso de los ratones de experimentación (C57BL/6J), se obtiene el inóculo como se 

describe previamente. Los animales se anestesian por inhalación de Sevorano (ABBOTT, 

México) y se  inoculan con 50 quistes en 100µl de DPBS por vía oral con una cánula de teflón 

(Cole Palmer, Veron Hills, IL). Para estudiar la supresión de la proliferación de células T se 

obtienen las células de bazo siete días post-infección (pi), tal como se describe en unas 

secciones más adelante.  
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3. Reactivos 

- Medios de cultivo 

a) RPMI-1640 Completo 

Se utiliza  medio de cultivo RPMI-1640, suplementado con 50 µM de β-mercaptoetanol 

(Sigma, St Louis, MO), 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB), 1 mM piruvato de sodio, 2 mM 

L-glutamina, 25 mM HEPES, 0.1 mM aminoácidos no esenciales, 100 U/ml de penicilina y 

100 g/ml de estreptomicina (Gibco, Grand Island, NY).  

b) Medio CD 

El medio utilizado para el cultivo de hibridomas es el medio CD libre de suero (Gibco, Grand 

Island, NY) y suplementado con 8 mM de L-glutamina  (Gibco, Grand Island, NY). 

- Anticuerpos 

Los anticuerpos utilizados para el desarrollo de este trabajo se describen en la Tabla 2. Cada uno 

de los anticuerpos se titulan antes de su uso, con el fin de determinar la cantidad óptima para 

detectar eficientemente las moléculas de interés y para ajustar los parámetros de compensación 

en los citómetros de flujo.  
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Tabla 2. Lista de anticuerpos utilizados durante el desarrollo del presente trabajo.  

Anticuerpos* Clona Fluorocromo Marca 

Anti- Thy1.2 53-2.1 PE BioLegend (San Diego CA) 

Anti-CD4 RM4-5 PerCP, APC, PE BioLegend (San Diego CA), 

Caltag (Burlingame, CA) 

Anti- CD8 5H10 Alexa 647, FITC Caltag (Burlingame, CA), 

BioLegend (San Diego CA) 

Anti-CD28 37.51 - BioLegend (San Diego CA) 

Anti- CD3 500A2 FITC, Cy5 Caltag(Burlingame, CA) 

Anti- CD25 PC61 5.3 PECy7 BioLegend (San Diego CA) 

Anti-CD80 16-10A1 PE/Cy5 BioLegend (San Diego CA) 

Anti- CD86 GL1 PerCP BioLegend (San Diego CA) 

Anti- LAG-3 C9B7W PE eBioscience (San Diego CA) 

Anti- PDL-1 10F.962 PE BioLegend (San Diego CA) 

Anti-CTLA4 UC10-4B9 PE eBioscience (San Diego CA) 

Anti-FasL Kay -10 PE BioLegend (San Diego CA) 

Anti- CD210 1B1.3A PE BioLegend (San Diego CA) 

Anti-CD80 16-10A1 - BioLegend (San Diego CA) 

 

 

4. Cultivos celulares 

- Hibridomas 

Se usó el hibridoma 145-2C11, productor de anticuerpo de hamster anti-CD3 de ratón y el 

hibridoma UC10-4F10, productor de  anticuerpo de hámster anti-CTLA-4  de ratón. 

- Cultivo  de células T y células de bazo 

a) La línea celular CTLL-2 dependiente de IL-2, se mantiene en cultivo con medio RPMI-

1640 completo adicionado con interleucina-2 recombinante (rIL-2 [1U/mL]).  

b) Los linfocitos T purificados y las células de bazo se cultivan en medio RPMI-1640 

completo.  

Todos los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C, 5% CO2 y una humedad relativa del 95%.  
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5. Purificación de anticuerpos (mAb) a partir de sobrenadantes de cultivos de hibridomas 

Los anticuerpos se obtienen por precipitación con sulfato de amonio ((NH4)2SO4) al 45% 

(masa/volumen). El sobrenadante se coloca en un vaso de precipitado con agitación constante y 

moderada, se agrega lentamente el (NH4)2SO4, hasta llegar al 45% de saturación y se deja en 

agitación durante 2 h a 4ºC. Posteriormente se centrifuga por una hora a 18,000 rpm a 4°C. El 

sobrenadante se decanta y el precipitado se resuspende en un volumen mínimo necesario de PBS 

para disolverse. Después de disolver el anticuerpo, se coloca en una membrana de diálisis Spectra 

(Spectrum Laboratoires, CA) y se dializa en 100 volúmenes de PBS por 48 h a 4ºC, haciendo 

cambios de PBS en intervalos de 6 h. El dializado se recupera y se centrifuga a 14,000 rpm a 4ºC 

durante 30 min, se recupera el sobrenadante y se determina la concentración de anticuerpo por 

espectrofotometría a 280nm utilizando la siguiente fórmula: 

 

mg

ml
de Anticuerpo =

DO a 280nm

1.25
 

 

6. Inmunofluorescencia (IFA) y citometría de flujo 

6.1. Detección de moléculas de superficie 

Resuspender 1X106 de células en 100µL de buffer de tinción (DPBS, + 1% FCS) que contengan 

diluidos los anticuerpos correspondientes a las concentraciones óptimas. Se incuba durante 30 

minutos (4 ° C en la oscuridad); al finalizar la incubación lavar dos veces con buffer de lavado 

(DPBS, 1% FCS, 0,1% NaN3) y resuspender en 400µL de DPBS.  

 

6.2. Análisis de viabilidad celular 

Un millón de células se resuspenden en 100 µL de DPBS con 20 μg/mL de 7-amino-actinomicina 

(7-AAD, Molecular Probes). Se incuba durante 20 min (4°C,  obscuridad), al finalizar la incubación 

se lava dos veces con buffer de lavado (DPBS, + 1% FCS, + 0,1% NaN3) y se resuspende en 

400µL de DPBS. En algunos casos se realiza IFA para teñir moléculas de superficie antes de 

incubación con 7-AAD.  
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6.3. Análisis de ciclo celular 

Quinientas mil células perfectamente resuspendidas en 500 l de PBS se mezclan con 5 ml de 

etanol a 4°C. Se mantienen por 3 días para recuperar las células a los diferentes tiempos, aunque 

se pueden mantener las muestras a 4°C por varias semanas. Las células fijadas se centrifugan 

durante 5 min a 1500 rpm, se decanta el etanol y se agrega 1mL de buffer de extracción de DNA 

de bajo peso molecular. Los tubos se tapan e incuban en un baño a 37°C en agitación por dos 

horas. Las células se centrifugan a 3200 rpm, se decanta el sobrenadante, se resuspende con 

0.5 mL en solución de marcado que contiene el yoduro de propidio (20 µg/mL) y se incuba por 30 

minutos a temperatura ambiente protegidas de la luz. Se analiza inmediatamente en el citómetro 

de flujo en el canal FL-2 capturando 104 eventos (FASCan).  

 

6.4. Tinción con CFSE y Dye eFluor 670 

La tinción con CFSE (Molecular Probes) se llevó a cabo de acuerdo lo reportado (153). Las 

células se resuspenden a una concentración de 2.5 x 107 células/ml de DPBS y se tiñen 

agregando un volumen idéntico de CFSE o Dye eFluor 670 (5 mM) diluido en DPBS e incubando 

5 min, a temperatura ambiente y en oscuridad con agitación ocasional. La tinción se detiene 

mediante la adición de 5 volúmenes de DPBS + 10% FCS, las células se centrifugan (5 min, 1500 

rpm), se resuspenden en medio RPMI completo, se cuentan y se ajustan a una concentración de 

106 células/ml.  

6.4.1 Evaluación de la proliferación mediante el análisis de la dilución de CFSE 

a) Ensayos de proliferación 

Un millón de células de bazo teñidas con CFSE se siembran en placas de 24 pozos 

(Costar, Cambridge, MA) en 2 ml de medio completo y se estimulan con 10 µg/ml de 

anticuerpo anti-CD3 fijado a la placa. Para fijar el anticuerpo anti-CD3 a la placa se 

siembra 1mL del anticuerpo (10 µg/ml) diluido en DPBS y se incuba durante una 

noche a 4°C, finalmente antes de sembrar las células se retira el sobrenadante y se 
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adiciona la suspensión celular. Los linfocitos T, purificados, también se siembran en 

placas de 24 pozos, pero se estimulan con 3 µg/ml del anticuerpo anti-CD3 (fijado a la 

placa) y 0.1 µg/ml del anticuerpo anti-CD28 (soluble) diluido en medio de cultivo 

suplementado.  

Los cultivos se incubaron durante 72 horas a 37 ° C en una atmósfera húmeda con 

5% de CO2. Al final del período de incubación, las células fueron lavadas dos veces 

con DPBS + 1% FCS y teñidas con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8 y/o el colorante 7-

AAD, al finalizar la tinción se analizaron inmediatamente por citometría de flujo. En 

algunos experimentos se añadió rIL-2 10 U/ml al momento de iniciar la estimulación 

(Roche); en algunos casos se recuperó 250µL de sobrenadantes para realizar la 

cuantificación de IL-2, lo cual se mencionará en otro punto de la metodología.  

b) Ensayos de supresión de la proliferación en sistemas transwells 

Se cultivan 1X106 células Tefec teñidas con CFSE en presencia de células Tregs en 

proporciones 10:1 ó 3:1 (Tefec:Tregs), en placas de 24 pozos tipo “Transwell”.  Las 

células fueron estimuladas con 3 µg/ml de anticuerpo anti-CD3 (fijado) y 0.1 µg/ml  de 

anticuerpos anti-CD28 (soluble) (Biolegend) en un volumen final de 2mL de medio 

RPMI suplementado, durante 72 horas a 37 ° C en una atmósfera húmeda con 5% de 

CO2. Al final del período de incubación, las células fueron lavadas dos veces con 

DPBS + 1% FCS y teñidas con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 y se analizaron 

inmediatamente por FACS (como se menciona previamente). 

Después de 24 horas de incubación se recuperaron 250 µL de sobrenadante de cada 

pozo para realizar la cuantificación de IL-2, lo cual se mencionará en otro punto de la 

metodología. 
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6.5. Adquisición y análisis de muestras de citometría de flujo 

Las células fueron adquiridas utilizando los citómetros FACScan, FACScalibur (Becton Dickinson) 

y/o Attune (Applied Biosystems). Los datos fueron analizados con el software “FlowJo Software 

V.7.6” o “Attune Software”. 

 

7. Purificación de células por “cell sorting” 

7.1. Obtención de esplenocitos 

Los esplenocitos se obtienen mediante perfusión con medio RPMI no suplementado. La 

suspensión celular se coloca en un tubo de 15 mL, se deja sedimentar durante 5 min y la 

suspensión se transfiere a un tubo nuevo. La muestra se centrifuga (5 min a 1200 rmp), se retira 

el sobrenadante y se lisan los eritrocitos resuspendiendo el botón celular en 1.5 ml de solución de 

lisis e incubando 5 min a temperatura ambiente (TA); para detener la lisis se agregan 10 mL de 

DPBS y la muestra se centrifuga 5 min a 1200 rpm. Los esplenocitos se lavan dos veces más con 

10 mL de DBPS, y se resuspenden en 3 mL de RPMI suplementado. La suspensión celular se 

cuenta por tinción con azul de tripano en una cámara de Neubauer y se ajusta a la concentración 

celular adecuada. 

 

- Condiciones de aislamiento de células por “cell sorting” 

El aislamiento de las diferentes poblaciones celulares se realiza mediante el uso del FACSAria 

utilizando una cámara de flujo (Nozzle) de 70µm. Para separar la población de interés, las células 

deben ser respuspendidas en PBS (1x107 células/mL) suplementado con estreptomicina y 

penicilina (1%), después de haber sido teñidas. Las células se colectan en 1 mL medio RPMI-

1640 suplementado con 20% de SFB, dejando que el medio de recolección solo se diluya 

máximo 1:3. Después de recolectar las células se centrifugan y se utilizan para los ensayos de 

proliferación. La pureza de cada población siempre fue ≥ 90%. 
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7.2. Purificación de células T 

Para aislar células T se hace una inmunofluorescencia directa con los esplenocitos utilizando el 

anticuerpo anti-Thy1.2-PE. La selección de las células T se define primero por características de 

tamaño y granularidad, posteriormente se selecciona la región de linfocitos y a partir de esta 

región, se  realiza un gráfico “dotplot” de Foxp3EGFP vs Thy-PE. En la Fig. 10 se muestra que para 

aislar células T se selecciona la población  Thy1.2 PE+, la cual incluye a las células Thy1.2 

PE+Foxp3EGFP+ (Tregs) y Thy1.2PE+ Foxp3EGFP- (Tefec).   

 

 

Figura 10. Esquema de la estrategia para purificación de células T. En el primer gráfico se muestra la selección de la región de 
los linfocitos que se definió por características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC), posteriormente a partir de dicha región se 
realizó un gráfico de Thy PE vs Foxp3GFP, en el cual se delimitó la población de células T y a partir de esta región se purificaron las 
células T que contienen tanto células Tefec como Tregs.  

 

7.3. Purificación de células T efectoras (Tefec). 

Para aislar células Tefec se hace una inmunofluorescencia directa con los esplenocitos usando el 

anticuerpo anti-Thy1.2-PE; de igual forma los linfocitos primero se separan por características de 

tamaño y granularidad, posteriormente de la región de linfocitos se realiza un gráfico “dotplot” de 

Foxp3EGFP vs Thy-PE. De ésta última gráfica se selecciona a las células Tefec mediante el fenotipo: 

Thy1.2PE+ Foxp3EGFP-.  
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7.4. Purificación de células T reguladoras (Tregs) 

Para aislar las células Tregs primero se realizó un enriquecimiento el anticuerpo de rata anti-CD4 

acoplado a perlas magnéticas (Militenyi Biotec) y posteriormente se realizó el “cell sorting” 

usando el marcaje con anti-ThyPE como se ha descrito previamente.  

 

i. Enriquecimiento con perlas magnéticas (MACS) 

Los esplenocitos se centrifugan (1500rpm, 10 min) y se resuspenden 2X107 células en 1800µL de 

solución de separación desgasificada (PBS, 2mM EDTA  y 0.5% BSA), se agregan 200µL del 

anticuerpo anti-CD4 acoplado a perlas magnéticas (MilitenyiBiotec) y se incuban 15 min en 

agitación a 4°C. Las células se lavan con 10 volúmenes de solución de separación, se 

resuspenden en 500µL de la misma solución y se mantienen a 4°C mientras se prepara la 

columna de separación. Se monta la  columna de separación magnética (MS Column, 

MiltenyiBiotec) en el imán del separador magnético y se equilibra con 500L de buffer de 

separación. Posteriormente se agrega la suspensión celular  marcada con el anticuerpo anti-CD4 

y se hacen tres lavados con buffer de separación utilizando 500L cada vez; el eluido en este 

paso corresponde a la fracción CD4-. La fracción CD4+ se colecta retirando la columna del imán, 

agregando 2 mL de  buffer y aplicando presión con el émbolo que acompaña a la columna. Una 

vez separadas las células, se cuenta el número de células de las dos fracciones y se procede a la 

purificación de células Tregs.  

 

ii. Purificación de células Tregs por “cell sorting” 

Para aislar células Tregs de la fracción CD4+ enriquecida, se tiñen las células con anti- Thy PE. 

Primero, las células se separan por características de tamaño y granularidad, posteriormente de 

la región de linfocitos se realiza un gráfico “dotplot” de Foxp3EGFP vs Thy-PE. De ésta última 

gráfica se selecciona a las células Thy1.2PE+ Foxp3EGFP+, que corresponden a las Tregs.  
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7.5. Purificación de esplenocitos libres de Tregs 

Los esplenocitos de ratones Foxp3EGFP se separan definiendo por tamaño y granularidad una 

población que excluya únicamente los restos celulares. Posteriormente se hace un histograma 

para Foxp3EGFP en donde se selecciona las células Foxp3EGFP+para su eliminación y el 

aislamiento de la población Foxp3-. 

 

8. Cuantificación de IL-2 en sobrenadantes 

La cuantificación de IL-2 en los sobrenadantes se llevó a cabo por un ensayo enzimático tipo 

sandwich (ELISA) siguiendo las instrucciones del fabricante (Biolegend). En la Tabla 3 se 

describe las soluciones, anticuerpos y reactivos que se utilizaron para realizar el ELISA para 

cuantificar IL-2.  

 

Tabla 3. Descripción de reactivos para el desarrollo del ELISA para cuantificar IL-2. 

Reactivo Composición 

Buffer de Carbonatos 0.1M NaHCO3, 33.6 mM Na2CO3. pH= 9.5 
PBS 36.9 mM NaCl, 8.2 mM Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4, 

2.7 mM KCl. pH =7.4 
Solución de dilución PBS + 10% SFB 
Solución de Lavado PBS + Tween 20 0.05% 
Solución de Acetato de Sodio Acetato de Sodio 0.1M pH= 6 
Solución TMB (sustrato) Diluir 3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina (Sigma) en DMSO a 

una concentración de13mg/mL. 
 Guardar a 4°C en la obscuridad.  

(Para preparar la disolución de revelado). 
Solución H2O2 H2O2 130 mM 

(Para preparar la disolución de revelado). 
Anticuerpos IL-2 Purificado JES6-1A12 (Anticuerpo de captura) 

IL-2 Biotinilado JES6-5H4 (Anticuerpo de detección)  
IL-2 recombinante La curva de IL-2 (3.9 a 500 pg/mL) 
Conjugado  Avidina-HRP 
Solución de paro de reacción H2SO4 1N 

 
 

El anticuerpo de captura se diluye a una concentración de 2 µg/ml en  buffer de carbonatos y se 

colocan 100 µL en cada uno de los pozos de una placa de 96 pozos de poliestireno de alta 

afinidad (Costar), se cubre la placa para evitar la desecación y se deja incubando a 4°C toda la 

noche. Transcurrida la incubación se retira la placa del refrigerador y una vez que la placa ha 

llegado a temperatura ambiente (TA) se lava tres veces con solución de lavado, se agregan 200 
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µL de solución de dilución a cada pozo para bloquear y evitar pegado inespecífico  y se incuba a 

TA durante 4h. 

La curva estándar se prepara con la citocina recombinante haciendo diluciones seriales 1:1 con 

RPMI completo, cubriendo un rango de concentraciones de 3.9 a 500 pg/mL.  Transcurrida la 

incubación de bloqueo, se lava la placa 3 veces y se agregan 100 µL de cada una de las 

diluciones de la curva estándar o de las muestras en cada pozo por duplicado, cubrir la placa 

para evitar desecación e incubar toda la noche a 4°C. Transcurrida la incubación se retira la 

placa del refrigerador y una vez que la placa ha llegado a TA se lava la placa 5 veces y  se 

agrega a cada pozo 100 µL del anticuerpo de detección diluido en solución de dilución a una 

concentración de 1 µg/ml, cubrir la placa e incubar 1 h TA. Lavar la placa 5 veces y agregar a 

cada pozo 100 µL del conjugado Avidina-HRP (Biolegend) diluido 1:1000 en solución de dilución 

e incubar 30 min a  TA. Posteriormente se lava la placa 5 veces y agrega 100 µL del reactivo 

para revelar a cada pozo. Se incuba a TA durante 10-30 min en la obscuridad  y se detiene la 

reacción agregando a cada pozo 100 µL de H2SO4 1N. Finalmente se lee la absorbancia a 

450/570 nm. 

 

9. Análisis de la expresión del mRNA de IL-2 por RT-PCR 

El RNA total de células T estimuladas durante 24h con anti-CD3 y anti-CD28 fue aislado 

mediante Trizol (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. El cDNA fue sintetizado 

usando una transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen) y unos oligo-dT como iniciadores. La PCR 

se realizó con una mezcla de reacción de 25 μL, la cual se preparó con los siguientes 

componentes: 50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl (pH 8,4), 2,0 mM MgCl, 0,2 mM dNTPs, 1 U de Taq 

ADN polimerasa, 1 μM de cada uno de los iniciadores y cDNA obtenido 250 ng de ARN total. En 

la Tabla 4 se muestran las secuencias de los iniciadores (Sigma) utilizados en la PCR.  
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Tabla 4. Secuencias de los oligonucleótidos para la amplificación de IL-2 y β–actina.  

IL-2 Sentido 5'AGCAGCACCTGGAGCAGCTG3 ' 

 Antisentido 5'GTCCACCACAGTTGCTGACT3 ' 

β-actina Sentido 5'TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC3 ' 

 Antisentido 5'TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG3 ' 

 

Las condiciones de la reacción fueron: 35 ciclos a 94ºC (30 seg), 58 º c (45 seg) y 72 º c (30 s) 

utilizando un termociclador GeneAmp PCR sistema 2400 (Perkin Elmer). Después de la 

amplificación, 10 μL de los productos PCR fueron separadas en geles de agarosa 2.0% (w/v) y 

teñidos con bromuro de etidio.  

10. Bioensayo de IL-2 

Para evaluar si las células Tregs podían competir por la IL-2 con células T se utilizó el bioensayo 

clásico de determinación de IL-2  usando las células CTLL-2 las cuales son dependientes de IL-2 

(154). Para realizar este ensayo, se sembraron 10,000 células CTLL-2 en placas de 96 pozos 

(Costar, USA), por triplicado. Las células se incuban con rIL-2 (0.03, 0.1, 0.3, 1.0, 3.0, 10.0, 30.0 

U/mL) en un volumen final de 200µL, en algunos casos se agregaron  diferentes proporciones de 

células Tregs de ratones infectados o no infectados (1:10, 1:3 ó 1:1 [Tregs:CTLL-2]) y se incuban 72 

h a 37°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2. Se agregan 0.5µCi de [3H]-Timidina (Amersham 

PharmaciaBiotec, Uppsala, Suecia) diluida en 20µL de medio, 18 h previas antes de que culmine 

la incubación de las 72h. Las células se cosechan en filtros de fibra de vidrio utilizando un 

cosechador automático (Skatron Instruments, Sterling VA). La incorporación de radiactividad se 

determina por espectrometría de centelleo en un contador de centelleo β-plate (Wallac, Turku, 

Finland) o LS6500 (BeckmanCoulter, CA). 
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11. Análisis estadístico 

 

El análisis estadístico se realizó utilizando el software Prisma 5.0 (GraphPad), dependiendo el 

tipo de variable y los grupos a comparar se seleccionaron las pruebas adecuadas para cada 

caso. Para determinar diferencias significativas entre dos grupos se utilizó la prueba t de Student 

con un intervalo de confianza del 95%; cuando los grupos tenían varianzas diferentes se aplicó la 

corrección de Welch. Para comparar más de dos grupos se utilizó una prueba de análisis de 

varianza (ANOVA) de una o dos vías con un intervalo de confianza del 95%, seguida de una 

prueba de comparación múltiple de Bonferroni. En todos los casos se consideraron 

estadísticamente significativos los valores p<0.05. 
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IV. RESULTADOS 

 

Los resultados de esta tesis están divididos en cinco capítulos. El primer capítulo describe la estrategia que 

se siguió para evaluar la inmunosupresión de células T estimulando con el anticuerpo anti-CD3 en el modelo 

de infección con T. gondii. El segundo capítulo contiene el análisis de moléculas de superficie en células T regs 

que correlacionan con su capacidad supresora. El tercer capítulo contiene las estrategias utilizadas para 

explorar los mecanismos de acción de las células Tregs involucrados en la inmunosupresión. El cuarto capítulo 

contiene el artículo titulado “T cell-suppression in vitro during Toxoplasma gondii infection is the result of IL-2 

competition between Treg and T cells leading to death of proliferating T cells” (155),  en donde demostramos 

que las células Tregs compiten con las células T por niveles limitantes de IL-2, lo cual resulta en la muerte de 

células T que proliferan un par de rondas después de haber sido estimuladas. El quinto capítulo contiene 

información suplementaria que no fue publicada en el artículo pero que fue importante para la exploración e 

interpretación del mecanismo de acción que involucra la competencia por la IL-2 entre las células Tregs y Tefec.  

 

CAPÍTULO 1. Inmunosupresión de células T estimuladas con el anticuerpo anti-CD3 

Se evaluó la proliferación de células T de bazo provenientes de ratones que cursan la fase aguda de la 

infección con T. gondii, con el objetivo de determinar si el fenómeno de la supresión de la proliferación era 

detectable al estimular con anticuerpo anti-CD3, tal como se ha reportado al estimular esplenocitos con otros 

mitógenos como ConA, PHA o antígenos solubles de T. gondii (sAgT) (38,61,63-65,68-70,74,75).  

 

a. Montaje de las condiciones óptimas para evaluar la proliferación de linfocitos T 

Como primer paso se determinó la concentración óptima de anticuerpos anti-CD3 fijados a la placa y el 

tiempo de estimulación adecuado para observar la proliferación de células de bazo teñidas con CFSE. Se 

probaron diferentes concentraciones de anticuerpo anti-CD3, como control positivo de estimulación de la 

proliferación se utilizó Con A (1 µg/mL) y como control negativo se sembraron células solo con medio RPMI. 

Transcurridas las 72 h, las células se cosecharon y se analizaron en el citómetro de flujo. El análisis de llevo a 

cabo realizando un “dot-plot” de tamaño vs granularidad, se seleccionó la región de linfocitos (Fig. 11A) y a 
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partir de esta región se realizó un histograma para evaluar la dilución de CFSE (Fig.11B-C). Observamos un 

efecto dosis-dependiente del anticuerpos anti-CD3 sobre la proliferación (Fig. 11B), ya que conforme aumenta 

la concentración del anticuerpo anti-CD3 aumenta el número de divisiones y el tamaño de los picos para 

CFSE. Adicionalmente, observamos que la proliferación inducida con la concentración de 10 µg/mL del 

anticuerpo anti-CD3 es similar a la estimulación inducida por el control positivo (Fig. 11C). Como era de 

esperarse, las células que no fueron estimuladas no diluyen CFSE, lo cual se puede ver en los histogramas 

como un pico sombreado en las Fig. 11B-C. Con esta estandarización determinamos que la concentración 

óptima de anti-CD3 para estimular linfocitos T por 72h es la de 10 µg/mL. 

 

 

 

Figura 11. Estandarización de la inducción de la proliferación de linfocitos de bazo de ratones C57BL/6.  Células de bazo de 
ratones no infectados fueron teñidas con CFSE y estimuladas con mAbs a-CD3 o con ConA por 72 h. Las células se cosecharon y 
analizaron por FACS. A) Estrategia de selección de la población de linfocitos de acuerdo a su tamaño y granularidad. B) Proliferación de 
células  de bazo determinada por la dilución de la fluorescencia del CFSE, al estimular con el anticuerpo anti-CD3. C) Proliferación de 
células de bazo estimuladas con ConA (1µg/mL).  

 

b. Supresión de la proliferación de células T estimuladas con el anticuerpo anti-CD3 

Para cuantificar la supresión de la proliferación de las subpoblaciones de células T de bazo de ratones 

infectados al estimular con el anticuerpo anti-CD3 (10µg/mL), se analizó la proliferación de los linfocitos 

TCD4+ y TCD8+ de bazo de ratones siete días después de la infección. Las células se cosecharon 72 h 

después de la estimulación y se realizaron inmunofluorescencias con los anticuerpos anti-CD4 y anti-

CD8. La estrategia para analizar de forma cuantitativa la supresión de la proliferación consistió en 

seleccionar la región de los linfocitos de una gráfica tipo “dot-plot” que se definió por características de 

tamaño (FSC) y granularidad (SSC) (Fig 12). Posteriormente a partir de dicha región se realizó una 

gráfica de CFSE vs CD4 o CD8, en la cual se delimitó la población CD8+ o CD4+. A partir del “gate” para 

A B                                                                                          C 

CFSE 

       0.3                      1.0                      3.0                      10.0                            ConA  
Anti-CD3 (µg/mL) 
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células CD4+ o CD8+ se analizó la proliferación mediante la dilución de la fluorescencia de CFSE. 

Adicionalmente se determinaron los valores cuantificables que correlacionan con la proliferación celular: i) 

porcentaje de células divididas, ii) índice de proliferación y iii) índice de división usando el programa 

FlowJo (Fig. 12).  

 

 

Figura 12. Estrategia para el análisis cuantitativo de la proliferación de las subpoblaciones de linfocitos T. La región de linfocitos 
fue definida por las características de tamaño y granularidad (FSC y SSC); posteriormente se realizó un “gate” de células CD4+ y CD8+. 

La proliferación fue analizada por dilución de CFSE para cada población. 

 

Al comparar la proliferación de las células de ratones no infectados contra la proliferación de células de 

ratones infectados a los siete días post infección, observamos que existe una fuerte supresión de la 

proliferación en las dos poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ (Fig. 13A). Para el caso del “gate” de 

linfocitos y para linfocitos T CD8+, observamos que el número de divisiones (6 y 7 respectivamente) entre 

células de ratones no infectados e infectados, es el mismo (Fig. 13A). Sin embargo, podemos ver que el 

tamaño de los picos es menor en las células de ratones infectados, lo cual se debe a que es menor la 

cantidad de células de ratones infectados que pueden dividirse el mismo número de veces que las células de 

ratones no infectados. Para el caso de células T CD4+ de ratones infectados observamos que disminuye a 4 

el número de divisiones, comparando con el número de divisiones en ratones no infectados, en donde el 

número de divisiones es 5 (Fig. 13A). Por otro lado, también observamos que la cantidad de células T CD4+ 

de ratones infectados que logran dividirse es menor comparando con las células de ratones no infectados 
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(Fig. 13A). En conjunto nuestros resultados demuestran que al estimular con el anticuerpo anti-CD3 podemos 

detectar el fenómeno de imnunosupresión tal como se ha demostrado al estimular con ConA (69).  

Con los diferentes parámetros cuantitativos del análisis de la proliferación (Índice de proliferación, Porcentaje 

de células divididas e Índice de división), podemos observar que la proliferación disminuye de forma 

significativa para las diferentes poblaciones de linfocitos T (Fig. 13B-C). Para el caso del “gate” de linfocitos 

podemos observar que con los tres parámetros la disminución de la proliferación corresponde al 30+7.1% 

(Fig. 13C-D). Para el caso de los linfocitos T CD4+, podemos observar que con el porcentaje de células 

divididas y con el índice de división la disminución de la proliferación es de un 50+7.5%  (Fig. 13C-D), 

mientras que con el índice de proliferación para células T CD4+ la disminución es de un 25+1.9% (Fig. 13B). 

En linfocitos T CD8+ observamos que con los tres parámetros la reducción de la proliferación corresponde a 

un 30+9.6%. Por lo tanto, nuestros datos demuestran que estos parámetros permiten evaluar eficiente y 

cuantitativamente la inmunosupresión de la proliferación de linfocitos T, utilizando como mitógeno el 

anticuerpo anti-CD3.  
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Figura 13. Inmunosupresión de linfocitos inducida por la infección con T. gondii en ratones C57BL/6. Esplenocitos obtenidos a los 
7 post infección (50 quistes ME49) fueron teñidos con CFSE y estimulados con el mAb anti-CD3. Después de 72 horas las células fueron 
cosechadas y teñidas con los mAbs anti-CD4 y anti-CD8. Posteriormente, las células se analizaron por FACS como se describió 
previamente. Histogramas representativos de la supresión de la proliferación en las diferentes poblaciones de linfocitos A). 
Determinación del índice de proliferación B), Porcentaje de células divididas C) e índice de división D). Los datos corresponden a 3 
experimentos independientes con 3-4 ratones cada uno. Las gráficas representa la desviación estándar (ds) y los datos se analizaron 
utilizando la prueba t de student. 
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CAPÍTULO 2. Análisis de moléculas de superficie en células Tregs 

 

Como se mencionó anteriormente, no se han elucidado las moléculas ni los mecanismos de acción de las 

células Tregs, involucrados en la inmunosupresión observada durante la infección con T. gondii. Primero 

caracterizamos a las células Tregs de acuerdo a la expresión de moléculas de superficie que están 

involucradas en los mecanismos de supresión reportados en la literatura [Fig. 14] (121,156,157).  

Previamente, nuestro grupo reportó que las células Tregs expresan diversas moléculas de activación como 

CD62L, GITR, CD69, CD25 y CTLA-4 (69), entre las cuales CD25 y CTLA-4 están involucradas con los 

mecanismos de supresión. Por lo tanto, adicionalmente a CD25 y CTLA-4 decidimos analizar moléculas como 

LAG-3, Fas-L y PDL-1 (Fig 14.).  

Tanto LAG-3 como CTLA-4 y FasL son moléculas que pueden inhibir la proliferación de células T, a través de 

la regulación de la actividad de células presentadoras de antígeno (158). PDL-1, CTLA-4 y Fas-L, pueden 

inducir anergia y/o apoptosis en células T al unirse a sus respectivos correceptores, evitando que las células 

T activadas puedan proliferar (159,160). Mientras que el receptor para IL-2 (CD25) ha sido correlacionado con 

un mecanismo de privación de IL-2 (123).  

 

Durante el análisis de la expresión de moléculas de superficie en células Tregs, también analizamos en 

linfocitos T CD4+ Foxp3- y TCD8+ los co-receptores de las moléculas expresadas en las células Tregs, de tal 

forma que la interacción ligando-receptor entre células Tregs y Tefec pudiera explicar la supresión de la 

proliferación (Fig. 15).  

Nuestros resultados muestran que a los 7dpi aumenta tanto el porcentaje de células Tregs que expresan LAG-

3, CD25, CTLA-4 y PDL-1, como la expresión de dichas moléculas en superficie de las células (Fig. 14). Sin 

embargo, no observamos cambios en la expresión ni en el porcentaje de células Tregs que expresan Fas-L. 

Estos resultados confirman que las células Tregs son activadas durante la infección con T. gondii y que 

expresan en su superficie moléculas que correlacionan con sus mecanismos de supresión. 

El aumento en la expresión de cuatro de los cinco marcadores analizados nos proporcionó varias alternativas 

de estudio para esclarecer los mecanismos de acción de las células Tregs que conducen a la supresión de la 

proliferación en la infección con T. gondii.  
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En la literatura se ha descrito que las células Tregs pueden mediar la supresión de células T por interacción de 

CTLA-4 con CD80 o  PD-1 con PDL-1 (121,156), por lo que exploramos la expresión de CD80 y PDL-1 en 

células T efectoras.  

En células T CD4+ y TCD8+ observamos un aumento en el porcentaje de células CD80+ y PD-1+, 

adicionalmente también observamos que incrementa la expresión de estas moléculas en su superficie (Fig. 

15). Estos datos nos sugirieron que tanto linfocitos T CD4+ como CD8+ podían ser susceptibles a la supresión 

vía CTLA-4/CD80 y/o vía PDL-1/PD-1, por lo tanto decidimos explorar estos mecanismos de supresión 

(Capítulo 3).  

 

Por otro lado, como ya se ha mencionado, nuestro grupo reportó que las células Tregs suprimen la proliferación 

de células T mediante un mecanismo dependiente de IL-2 (69), lo cual se correlaciona con el aumento en la 

expresión de receptor para IL-2 (CD25), por lo que decidimos estudiar simultáneamente el mecanismo de 

“deprivación” de IL-2 junto con los mecanismos mediados por las vías de CTLA-4/CD80 y PDL-1/PD-1, para 

dilucidar si estos mecanismos son los utilizados por las células Tregs para inducir la supresión de la 

proliferación (Ver Capítulo 3). 

 

LAG-3 es una molécula efectora presente en células Tregs activadas que inhibe la activación de las DC. Esta 

molécula ejerce su acción mediante la interacción con las moléculas clase II de las DC, conduciendo a una 

deficiente coestimulación de células T (135,136). Sin embargo, este mecanismo de acción de las células Tregs  

no se exploró en este trabajo. 
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Figura 14. Análisis de la expresión de moléculas de activación en Tregs durante la infección con T. gondii. Esplenocitos de ratones 
infectados obtenidos a los 7 post infección fueron teñidos con anticuerpos anti-CD4, anti-LAG3, anti-CD25, anti-CTLA-4, anti-PDL-2 y 
anti- FASL y analizados por FACS. La región de linfocitos fue definida por las características de tamaño y granularidad (FSC y SSC) y 
posteriormente a partir del “gate” de células CD4+ Foxp3EFGP+, se analizó la expresión de cada una de las moléculas de activación de las 
células Tregs, capturando 5000 eventos correspondientes a esta población celular. Se muestra un histograma representativo para cada 
una de las moléculas estudiadas y los gráficos corresponden al análisis la intensidad de fluorescencia normalizada (IMF) y al porcentaje 
de células que expresan cada molécula. Las gráficas muestran los datos de tres experimentos independientes, cada uno realizado con 3-
4 animales por grupo. Las gráficas representan la desviación estándar (ds) y las diferencias al analizar los datos con una prueba t de 
student. NI= No infectado, INF= Infectado.  
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Figura 15.Análisis de la expresión de moléculas en células T involucradas en la regulación por Tregs durante la infección con T. 
gondii. Esplenocitos de ratones infectados obtenidos a los 7 post infección fueron teñidos con anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-CD80 
y PD-1 y analizados por FACS. La región de linfocitos fue definida por las características de tamaño y granularidad (FSC y SSC), 
posteriormente a partir del “gate” de células CD4+ o CD8+, se analizó la expresión de cada una de las moléculas de interés y se 
capturaron 10000 eventos. Se muestra un histograma representativo para cada una de las moléculas estudiadas y los gráficos 
corresponden al análisis la intensidad de fluorescencia normalizada (IMF) y al porcentaje de células que expresan cada molécula. Las 
gráficas muestran los datos de tres experimentos independientes, cada uno realizado con 3-4 animales por grupo. Las gráficas 
representan la desviación estándar (ds) y las diferencias al analizar los datos con una prueba t de student. NI= No Infectado, Inf= 
Infectado. 
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CAPÍTULO 3.  Análisis de los mecanismos de supresión de las Tregs durante la infección 

 

Se ha reportado que las células Tregs emplean múltiples mecanismos por medio de los cuales suprimen la 

respuesta de las células T, ya sea actuando directamente sobre las células T o bien modulando la actividad 

de células accesorias (156,157). Se sabe que los mecanismos mediados por CD25, CTLA-4 y PDL-1 

dependen de la interacción entre las células T y las células Tregs,  a excepción de los mecanismos mediados 

por CTLA-4 o PDL-1, ya que estas moléculas en Tregs puede interaccionar respectivamente con CD80 o PD-1 

de células accesorias o de células T, modulando la maduración, la activación y proliferación (158,161,162).  

Para evaluar la participación de las células accesorias en la supresión mediada por células T regs y explorar los 

mecanismos de supresión dependientes de la interacción entre células Tregs y Tefec, se realizaron en ensayos 

de proliferación en cultivos libres de células accesorias. Para este fin, primero se purificaron de linfocitos T 

por “cell sorting” (Fig. 10) y se estandarizaron las condiciones óptimas para evaluar la proliferación estimulado 

con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (Fig. 16).  

La obtención de linfocitos T libres de células accesorias se realizó por “cell sorting” seleccionando a las 

células T de acuerdo a expresión del antígeno Thy (Fig. 10). En todas las purificaciones realizadas para este 

trabajo, la pureza de los linfocitos después de la separación fue mayor al 94%. 

 

A) Estrategia para inducir la proliferación de linfocitos T  purificados 

Se sabe que los linfocitos T libres de células accesorias requieren de un conjunto de estímulos para activarse 

in vitro (163), por lo que utilizar sólo el anticuerpo anti-CD3 o Con A no es un estímulo suficiente. Reportes 

han descrito que la combinación de anticuerpos como anti-CD3 y anti-CD28, brindan las señales necesarias 

para inducir la proliferación de células T purificadas. Por lo tanto, para determinar las concentraciones 

óptimas de los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 para estimular linfocitos purificados se probaron diferentes 

concentraciones de anticuerpos solubles. Observamos que con todas las combinaciones de anticuerpos anti-

CD3 en combinación con el anticuerpo anti-CD28, las células presentan cinco divisiones celulares con gran 

intensidad sin diferencias entre sí (Fig. 16 A). Por lo tanto se decidió probar concentraciones menores de 
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anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (Fig. 16 B). De acuerdo a nuestros resultados las concentraciones óptimas 

de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 para estimular linfocitos T puros son 3.0 µg/mL y 0.1 µg/mL 

respectivamente, ya que esta combinación estimula eficientemente la proliferación, por lo cual estas 

concentraciones fueron las utilizadas para todos los ensayos de proliferación de linfocitos T purificados.  

 

 

Figura 16. Estandarización de las concentraciones de anticuerpos solubles anti-CD3 y anti-CD28 para estimular la proliferación 
de linfocitos T purificados. Linfocitos T purificados de esplenocitos de ratones no infectados fueron teñidos con CFSE, estimulados, 
cosechados a las 72 horas y analizados por FACS, tal como se ha descrito previamente. En el panel A se muestra que no hay diferencia 
entre la proliferación de linfocitos T purificados estimulados con diferentes concentraciones de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. En el 
panel B se muestran los histogramas de la proliferación de linfocitos T purificados y estimulados con concentraciones menores de 
anticuerpos a las que fueron probadas en el panel A. 
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B) Análisis de la participación de las células accesorias en la supresión de T durante la infección 

con T. gondii 

Los linfocitos T libres de células accesorias de ratones infectados fueron estimulados in vitro con los 

anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 y como control se estimularon células de bazo estimuladas con el anticuerpo 

anti-CD3 (Fig. 17 A-B). Como era de esperarse las células T de esplenocitos de ratones infectados tienen una 

marcada supresión de la proliferación de células T CD4+ y CD8+, dicho resultado concuerda con nuestro 

estudio previo en donde se estimula con Con A (69). El análisis de la proliferación de células T libres de 

células accesorias muestra una disminución en la proliferación de las células T tanto de la población CD4+ 

como CD8+. El análisis de diferentes experimentos muestra que el porcentaje de proliferación de las células 

CD4+ se redujo de 72% a 47% en los ratones infectados, y del 70% a 58% en para el caso de las células 

CD8+ (Fig. 17B). Estos resultados sugieren que la supresión de la proliferación de células T por células T regs 

en nuestro modelo es independiente de las células accesorias.  

A partir de los ensayos de proliferación de células purificadas y células de bazo (Fig. 17), se calcularon y 

compararon los porcentajes de supresión, para estimar si la presencia de células accesorias contribuye a la 

supresión de la proliferación de las células T. Cuando se compararon estos porcentajes se observaron niveles 

similares de supresión para los cultivos de esplenocitos y células T libres de células accesorias (Fig. 18), 

reforzando la hipótesis de que las células accesorias pueden se prescindibles en la supresión de la 

proliferación mediada por células Tregs en un modelo in vitro. 

En conjunto estos resultados muestran que en ausencia de células accesorias la supresión de la proliferación 

persiste, apuntando a las células Tregs como responsables directas de la supresión de células T in vitro. 
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Figura 17. Las APC no participan en la supresión de células T in vitro. Linfocitos T purificados y esplenocitos de ratones infectados y 
no infectados fueron teñidos con CFSE, estimulados, cosechados a las 72 horas, teñidos con anticuerpos anit-CD4 y anti-CD8 y 
analizados por FACS, tal como se ha descrito previamente. A) Histogramas representativos de ensayos de proliferación de linfocitos T 
purificados y de células de bazo. B) Análisis del porcentaje de proliferación de seis experimentos independientes. Los datos se 
analizaron utilizando una prueba de ANOVA de una vía y Bonferroni. ***p<0.001; ****p<0.0001. (Barra negra) Células de ratones no 
infectados, (Barra gris) Células de ratones infectados.  

 

Figura 18. La supresión de células T de ratones infectados tiene una intensidad similar en presencia o ausencia de APC. 
Reanálisis de los datos de la Figura 17, muestran que al comparar los porcentajes de supresión del sistema de células T purificadas 
contra el sistema de células de bazo de ratones infectados no hay diferencias. Los datos se analizaron utilizando una prueba de ANOVA 
de una vía y Bonferroni. Células de bazo de ratones infectados (Barras con líneas negras); Células T purificadas de ratones infectados 
(Barras con líneas gris). 

 

A                                                                                            B 
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Para confirmar que las células Tregs son capaces de suprimir la proliferación de células T en presencia o en 

ausencia de células accesorias, se realizaron ensayos de proliferación con cultivos de células de donde se 

eliminó selectivamente por “cell sorting” a las células Tregs. Las células de bazo libres de Tregs se estimularon 

con el anticuerpo anti-CD3 y linfocitos T libres de células accesorias y de células Tregs se estimularon con los 

anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, tal como se ha descrito en la metodología. En cultivos de esplenocitos y de 

linfocitos T purificados de ratones infectados en donde están presentes las células Tregs, podemos observar 

que existe una fuerte supresión de la proliferación (Fig. 19); mientras que en los cultivos libres de células Tregs 

observamos una restauración de la proliferación a niveles cercanos a las células de ratones no infectados 

(Fig. 19). Estos datos muestran que las células Tregs  son capaces de suprimir la proliferación de células T en 

presencia o ausencia de células accesorias con una magnitud similar, demostrando  que las células Tregs 

ejercen su mecanismo de supresión directamente sobre las células T efectoras, prescindiendo de la 

presencia de las células accesorias.  

 

  

Figura 19. Las células Tregs inducen supresión de la proliferación en presencia o ausencia de APC`s. Después de 7 dpi, se tiñeron 
con CFSE  y estimularon células T purificadas y esplenocitos libres de Tregs. A las 72 horas se cosecharon las células, se tiñeron con 
anticuerpos anit-CD4 y anti-CD8 y se analizaron por FACS, tal como se ha descrito previamente. A) Histogramas representativos de la 
proliferación de células de ratones no infectados (Líneas y barras negras) e infectados (Líneas y barras rojas), en donde se observa que 
al eliminar las células Tregs del cultivo de células de ratones infectados, se restaura la proliferación. B) Comparación de la proliferación de 

células T en presencia () y ausencia de células Tregs ()  en un sistema de células T purificadas y en bazo. Los datos se analizaron 
utilizando una prueba de ANOVA de una vía y Bonferroni.  
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C) Evaluación de la participación de CTLA-4/CD80 en la supresión de la proliferación 

Al demostrar que las células Tregs podían suprimir la proliferación de células T en ausencia de células 

accesorias, exploramos simultáneamente los mecanismos de acción que involucran la expresión de CTLA-4, 

CD25 y PDL-1 en células Tregs ya que estos mecanismos de acción sólo dependen de la interacción célula 

Tregs-Tefec. 

Se ha reportado que CTLA-4 pertenece a la familia de moléculas co-estimuladoras o inhibidoras de CD28, 

que se expresa constitutivamente en células Tregs y en células Tefec se induce su expresión después la 

activación. La unión de CTLA–4 a su ligando B7-1/B7-2 (CD80/CD86) en células dendríticas o en linfocitos T 

desencadena una serie de eventos que culminan en la supresión de la proliferación o en la inducción de 

anergia (158,164). En linfocitos T, CTLA-4 induce una señal inhibitoria que conduce a una menor producción 

de IL-2 y por lo tanto a una menor proliferación y anergia (143,164). Estudios para evaluar el papel de CTLA-4 

sobre células accesorias y linfocitos T se han realizado bloqueando esta molécula con anticuerpos 

monoclonales anti-CTLA-4 o anti- CD80/CD86 o bien utilizando ratones “knock-out” (143,165). El aumento 

que observamos en la expresión de CTLA-4 y CD80 por células Tregs y Tefec respectivamente (Fig14-15), nos 

condujo a explorar el efecto que causa sobre la proliferación el uso de anticuerpos bloqueadores para CTLA-4 

(Fig. 20) y CD80 (Fig. 21). 

Se realizaron dos ensayos independientes con linfocitos T purificados, en donde se probaron diferentes 

concentraciones de anticuerpos solubles y se analizó la proliferación de células T. Nuestros resultados 

muestran que el tratamiento con el anticuerpo anti-CTLA-4 no aumenta la proliferación de linfocitos T de 

ratones infectados (Fig. 20). En el caso de los cultivos de células de ratones no infectados  observamos una 

proliferación similar en ausencia o presencia del anticuerpo anti-CTLA-4, sugiriéndonos que esta molécula no 

está implicada en la supresión de la proliferación. Sin embargo, como se ha reportado que CTLA-4 es una 

molécula que continuamente se internaliza (138,165), pensamos que el bloquear esta molécula no era la 

mejor opción para observar cambios que impactaran significativamente en el fenómeno de supresión, por lo 

que decidimos bloquear a su co-receptor CD80.  
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Para analizar el efecto del anticuerpo bloqueador CD80, realizamos dos ensayos independientes de 

proliferación en donde evaluamos diferentes concentraciones de anti-CD80. Sin embargo, en ninguno de 

nuestros ensayos observamos que se restaurara la proliferación de linfocitos T (Fig. 21).  

En conjunto nuestros resultados con anticuerpos bloqueadores no explican la supresión vía CTLA-4/CD80, lo 

que sugiere que ninguna de estas dos moléculas se encuentran involucradas en la supresión de la 

proliferación de las células Tefec.  

 

Figura 20. El bloqueo con el anticuerpo anti- CTLA-4 no revierte la supresión del a proliferación. Se purificaron células T 7dpi, se 
tiñeron con CFSE y estimularon en presencia o ausencia del anticuerpo anti-CTLA-4 soluble. A las 72 horas se cosecharon las células y 
se analizaron por FACS, tal como se ha descrito previamente. Los histogramas representativos de dos experimentos independientes 
muestran que no se revierte el efecto sobre la supresión de la proliferación de células de ratones infectados.  

 

 

 

Figura 21. El bloqueo con el anticuerpo anti-CD80  no revierte la supresión. Se purificaron células T 7dpi, se tiñeron con CFSE y 
estimularon en presencia o ausencia del anticuerpo anti-CD80 soluble. A las 72 horas se cosecharon las células y se analizaron por 
FACS, tal como se ha descrito previamente. Los histogramas representativos de dos experimentos independientes muestran que no se 
revierte el efecto sobre la supresión de la proliferación de células de ratones infectados.  
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D) La anergia de linfocitos T conduce al fenómeno de inmunosupresión observado en la infección 

aguda con T. gondii 

La anergia es un término que se utiliza para definir la falta de respuesta de células frente a un estímulo; ésta 

hipo-respuesta conduce a su vez a una disminución en la producción de IL-2 y una disminución de la 

proliferación (159,160,166,167).  Diversos reportes  describen que la anergia de células T puede ser inducida 

por diferentes moléculas (PDL-1, FasL, CTLA-4, superantígeno, etc.); sin embargo, independientemente de la 

señal que haya conducido al estado anérgico, la adición de IL-2 exógena revierte este proceso conduciendo a 

la reactivación y proliferación celular (159,168,169). 

Como observamos  previamente (Fig. 14), las células Tregs provenientes de ratones infectados expresan 

diversas moléculas que pudieron inducir el estado anérgico de las células T, causando una hipo-respuesta 

cuando nosotros estimulamos in vitro. Para analizar esta hipótesis decidimos adicionar rIL-2 a células T 

purificadas y analizar la proliferación. Como podemos observar la adición de rIL-2 a células T de ratones no 

infectados no es una señal suficiente para inducir la proliferación celular. Sin embargo, en cultivos de células 

T y células T efectoras de ratones infectados, la adición de rIL-2 en ausencia de la estimulación con 

anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 induce la proliferación de linfocitos T de forma similar a los linfocitos 

estimulados de ratones no infectados. Estos resultados denotan que las células provenientes de ratones 

infectados vienen anérgicas y que sólo necesitan de rIL-2 para poder proliferar sin necesidad de ser 

estimuladas con anticuerpos (anti-CD3 y anti-CD28) [Fig. 22].  

Como control de nuestro sistema estimulamos células T de ratones infectados con anticuerpos anti-CD3 y 

anti-CD28 y observamos una fuerte supresión de la proliferación, la cual se revierte cuando se elimina 

selectivamente a las células Tregs. Nuestros resultados muestran que al adicionar rIL-2 a cultivos de linfocitos 

T de ratones infectados, en presencia o ausencia de células Tregs, se reviente la supresión de la proliferación 

de células T, lo que sugiere que en estas condiciones el IL-2 en los cultivos es suficiente para que las células 

anérgicas reviertan su estado y eviten la supresión mediada por las células Tregs a causa de la 

“deprivación”/competencia de IL-2 (Fig. 22). 

En conjunto nuestros resultados sugieren que las células provenientes de ratones infectados vienen en un 

estado anérgico, ya que la rIL-2 promueve la proliferación sin necesidad de estimular con anticuerpos. Si bien 

es cierto que los anticuerpos promueven la activación de células T näive que no han sido activadas durante la 

infección, éstas últimas serían capaces de producir IL-2 para promover la proliferación de células anérgicas y 

células activadas in vitro en ausencia de Tregs. Aun cuando queda pendiente saber que moléculas expresadas 

por las células Tregs podrían estar involucradas en la inducción de anergia de las células T durante la 

infección, estos resultados apoyan fuertemente la hipótesis de que las células Tregs ejercen un mecanismo de 

acción dependiente de IL-2, que involucra la competencia o ”deprivación” de la IL-2 con las células T 

efectoras. (Ver capítulo 4)  
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Figura 22. Las células T de ratones infectados cursan un estado de anergia durante la infección. Se purificaron células T y células 
T efectoras (Tefec) 7dpi, se tiñeron con CFSE y fueron expuestas a diferentes condiciones experimentales (rIL-2 y anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28). A las 72 horas se cosecharon las células y se analizaron por FACS, tal como se ha descrito previamente. Los 
histogramas representativos de tres experimentos independientes muestran que se revierte totalmente la supresión de la proliferación de 
células T de ratones infectados, cuando se elimina selectivamente a las células Tregs  o cuando se adiciona rIL-2 al medio.  

 

 

CAPÍTULO 4.  Resumen de hallazgos publicados en el artículo: T cell-suppression in vitro during 

Toxoplasma gondii infection is the result of IL-2 competition between Tregs and T cells leading to 

death of proliferating T cells 

Salinas N, Olguín JE, Castellanos C, Saavedra R. Scand J Immunol. 2013 Oct 5. doi: 10.1111/sji.12120. 

Como se mencionó anteriormente, no se ha demostrado en su totalidad los mecanismos de acción ejercidos 

por las células Tregs durante la supresión de la proliferación en la fase aguda de la infección con T. gondii. Con 

el objetivo de determinar si las células Tregs son capaces de suprimir directamente la proliferación de las 

células T, infectamos ratones transgénicos FoxP3EGFP, purificamos células T y evaluamos la proliferación. 

Nuestros resultados muestran que en ausencia de células accesorias la supresión de la proliferación persiste, 

lo que sugiere que las células Tregs pueden prescindir de las células accesorias para inhibir la proliferación de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24117537
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24117537
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24117537
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las células T. Corroboramos esta teoría, eliminando selectivamente a las células Tregs; observamos que la 

supresión de la proliferación de células se revierte en ausencia de células Tregs, demostrando que las células 

Tregs pueden suprimir directamente a las células T inhibiendo su proliferación (155).  

Dado los antecedentes de anergia en células T (Capitulo 3), sobrexpresión de CD25 en células T regs (Capitulo 

2 (69)) y los bajos niveles de IL-2 (41,60,63,68,69,75), exploramos los mecanismos dependientes de IL-2 en 

cultivos libres de células accesorias. Encontramos y describimos el papel que juega la IL-2 entre las células 

Tregs y las células T, así como su impacto en la “imnunosupresión”. Cuando utilizamos ratones transgénicos 

Foxp3EGFP y purificamos exclusivamente células T, eliminando selectivamente a las células Tregs, observamos 

que en los cultivos de células T puras de ratones infectados, la producción de IL-2 está totalmente inhibida; 

mientras que en los cultivos de células T, sin Tregs los niveles de IL-2 se recuperan, sugiriendo que las células 

Tregs suprimen directamente las células T por un mecanismo dependiente de IL-2 en donde solo participan las 

células T y las células Tregs. Posteriormente demostramos que las células Tregs requieren de cierta cercanía 

para ejercer supresión sobre las células T, ya que al co-cultivar células T y células Tregs observamos una 

fuerte supresión de los linfocitos T CD4+ y T CD8+ de ratones infectados, la cual se revierte cuando 

separamos las dos poblaciones celulares mediante el uso de placas “Transwell”. Por otro lado también 

demostramos los niveles de IL-2 producidos en los cocultivos, aumentan cuando las células T están  

separadas de las células Tregs. Mediante un bioensayo de IL-2, estudiamos la capacidad e las células Tregs 

para competir por la IL-2 con células  T (CTLL-2), demostrando que las células Tregs de ratones infectados 

compiten eficientemente por esta citocina. Por otro lado observamos que la falta de IL-2 conduce a la 

apoptosis de células T CD4+ como CD8+ proliferantes, es decir, las células T que pudieron activarse y 

dividirse un par de veces, pero al haber cantidades limitantes de IL-2 que consumen tanto las células T como 

las células Tregs, terminan conduciendo a la muerte de las células T. Observamos que al adicionar rIL-2 en los 

cultivos, se restaura totalmente la proliferación de células T e inhibe la apoptosis de las células de ratones 

infectados. Como conclusión general de esta publicación, se demostró que in vitro las células Tregs de ratones 

infectados con T gondii ejercen un mecanismo de acción que conduce a la muerte de células proliferantes, en 

donde las células Tregs-Tefec compiten por las cantidades limitantes de IL-2.  
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CAPITULO 5. Información suplementaria 

 

i) Evaluación del efecto de las células Tregs sobre el mRNA de IL-2 

 

Dado que algunos estudios han mostrado que las células Tregs inhiben la expresión de mRNA de IL-2 

(60,124), analizamos esta posibilidad en nuestro estudio, evaluando la expresión del mRNA por RT-PCR en 

células T de ratones infectados, en presencia y ausencia de células Tregs. Nuestros resultados muestran que 

las células Tregs de ratones infectados no suprimen la expresión del mRNA de IL-2 en las células T, ya que 

encontramos que la expresión del mRNA de IL-2 en las células T después de la activación in vitro es similar 

en presencia o ausencia de células Tregs de ratones infectados (Fig. 23).  

En conclusión, las células T efectoras de ratones infectados son capaces de expresar el mRNA IL-2; este 

hallazgo concuerda con el hecho de que por ELISA nosotros podemos determinar que las células activadas in 

vitro producen IL-2, es decir, no existe una inhibición a nivel transcripcional ni a nivel de traducción. A su vez 

estos resultados apoyan la hipótesis de que las Tregs compiten por los niveles limitantes de IL-2 producidos 

por la células “T näive” activadas in vitro. Dicho fenómeno de competencia entre las células Tregs y las células 

T no existe cuando se elimina selectivamente a las células Tregs y por eso es que podemos ver una 

recuperación significativa de la proliferación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Las células Tregs no inhiben la expresión del mRNA de IL-2 en células T de ratones infectados con T. 
gondii. Se purificaron células T y células Tefec 7dpi, se estimularon durante 24 h y se analizó la expresión del mRNA de 

IL-2 por RT-PCR, como control se analizó la expresión constitutiva de β-actina. Las fotografías muestran que en ratones 
infectados las células Tregs no inhiben la expresión del mRNA de IL-2. 
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ii) Las células Tregs de ratones infectados  son capaces de inducir la muerte e inhibir la 

proliferación de células T de ratones no infectados 

Durante el desarrollo de este trabajo hemos descrito que las células Tregs activadas, provenientes de ratones 

infectados son capaces de inhibir la proliferación e inducir la muerte se células T activadas, mediante un 

mecanismo que depende de la competencia de cantidades limitantes de IL-2 en el medio.  

Para evaluar el potencial supresor de las células Tregs de ratones infectados realizamos ensayos cruzados en 

donde co-cultivamos células Tefec de ratones no infectados con Tregs de ratones infectados y células Tefec de 

ratones infectados con Tregs de ratones no infectados (Fig. 24). Tal como hemos descrito en cultivos de 

células T (Fig. 24 a y b), observamos que en cultivos de  células de ratones infectados disminuye el número 

de células vivas que diluyen CFSE (37.58%) y aumenta el número de células muertas (50.31%), comparando 

con las células de ratones no infectados, en donde el número de células vivas que diluyen CFSE es del 

58.9% y el porcentaje de células muertas es del 20.04%.  

Adicionalmente confirmamos que cuando se elimina selectivamente a las células Tregs, la supresión de la 

proliferación de la células T (Tefec) se revierte (Fig. 24 c y d), dando lugar a un aumento en el porcentaje de 

células vivas que diluyen CFSE (65.61%), siendo este porcentaje muy similar al porcentaje observado en los 

cultivos de células T (Tefec) de ratones no infectados (61.35%).  Cuando  se realizan co-cultivos de células T 

(Tefec) de ratones no infectados con células Tregs de ratones infectados (Fig 24 e), observamos que aumenta el 

porcentaje de células muertas (42.13%) que cuando co-cutlivamos con células Tregs de ratones no infectados 

(17.21%) [Fig. 24 g]. Estos datos demuestran que las células Tregs de ratones infectados son capaces y  más 

eficientes que las células Tregs de ratones no infectados para inducir la muerte de células T de ratones no 

infectados. Adicionalmente observamos que las células Tregs de ratones infectados también son más 

eficientes que las Tregs de ratones no infectados para inhibir la proliferación de células T, ya que el porcentaje 

de células vivas que diluyen CFSE disminuye del 75.03% al 40.20% (Fig 24 e y g). 

Por otro lado, cuando se co-cultivan células T (Tefec) de ratones infectados con células Tregs de ratones 

infectados y no infectados (Fig. 24 f y h), también observamos que la actividad  supresora de las células Tregs 

de ratones infectados es mayor que la de las células Tregs de ratones no infectados, ya que aumenta el 

porcentaje de células muertas de un 49.87% a un 62.68%. Asimismo observamos que disminuye el 

porcentaje de células vivas que diluyen CFSE de un 40.67% a un 25.25%. En conjunto nuestros datos 

demuestran que las células Tregs  de ratones infectados son más eficientes para  inhibir la  proliferación e 

inducir la muerte de células T. 
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Figura 24. Las células Tregs de ratones infectados son capaces de inducir la muerte de células de ratones no infectados.  Se 
realizaron ensayos cruzados (10:1; Tefec:Treg) de proliferación con células Tefec con y sin Tregs de ratones infectados y no infectados. Las 
células T se estimularon con anticuerpos solubles anti-CD3 (3.0 μg/mL) y anti-CD28 (0.1 μg/mL). Las células se cosecharon a las 72 h 
después del estímulo. Las muestras se tiñeron con 7AAD y se analizaron por citometría de flujo. Los “dot-plots” CFSE vs 7-AAD son 
representativos de dos experimentos independientes.   
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V. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES. 

 

En este estudio hemos explorado los mecanismos de acción de las células Tregs involucrados en la supresión 

de la proliferación de células T durante la infección con T. gondii. Muchos reportes han descrito la supresión 

de la proliferación de células T in vitro en respuesta a mitógenos o a antígenos solubles de T. gondii durante 

la fase aguda de la infección (61,63,66-69,80). En esta fase de la infección se ha observado la supresión de 

la proliferación de células T CD4+ (65,69) y células T CD8+ (69). Recientemente hemos descrito que la 

supresión de la proliferación de células T de bazo de ratones infectados con T. gondii es mediada por células 

Tregs (69). Se sabe que las células Tregs pueden suprimir la proliferación de células T mediante la modulación 

de APC (114,115,135) o bien por contacto directo con las células T (113-115,124).  

En el presente estudio mostramos que las células APC no son esenciales para modular la supresión de 

células T de bazo de ratones infectados, ya que observamos que la proliferación de células T de bazo y de 

células T purificadas por “cell-sorting” se reduce en una proporción similar (Fig. 17-18). Nuestros resultados 

son consistentes con lo reportado por Chan J y colaboradores, quienes reportaron que la proliferación de 

células T enriquecidas con “nylon wool” se encuentra aún suprimida (68). También son consistentes con lo 

reportado por Khan IA y colaboradores, quienes reportaron que la proliferación de células T CD4+ 

enriquecidas con perlas magnéticas todavía se encuentra suprimida (65). Sin embargo, debe señalarse que 

en estos estudios se observó una recuperación parcial de la proliferación de células T, lo cual pudo deberse a 

que sus sistemas de estimulación implican el uso de células accesorias y tal vez a que la metodología de 

purificación no elimina eficientemente a células que pudieran estar implicadas en la inmunosupresión.  

Otros estudios habían descrito que los macrófagos estaban implicados en la supresión de la proliferación de 

linfocitos T mediante NO (38,63,75) e IL-10 (61,64); sin embargo, esta posibilidad se descartó después de 

que el uso de ratones IRF-1 KO (76) e IL-10 KO (49) demostró que la proliferación de células T aún se 

encontraba suprimida. 

Nuestros resultados describen por primera vez que la supresión de la proliferación de células T CD4+ y CD8+ 

en un sistema libre de células accesorias (en presencia de células Tregs) tienen la misma magnitud de 

supresión de la proliferación que las células T de bazo de ratones infectados (Fig. 18). Por lo tanto este 

hallazgo nos sugirió que las células Tregs presentes en este sistema podían prescindir de las células 

accesorias para modular la supresión de la proliferación de células T. Esta hipótesis es consistente con lo 

reportado por Chan J y colaboradores, quienes para explicar sus resultados proponían que la supresión de la 

proliferación de células T en su sistema de células T enriquecidas podía deberse a diversos factores 

supresores incluyendo a las células T supresoras, actualmente conocidas como células Tregs (68). Nuestros 

resultados demuestran que las células Tregs suprimen directamente la proliferación de célula T, ya que la 

eliminación de células Tregs restaura la proliferación de células T a niveles similares de la proliferación de 

células T de ratones no infectados. Por lo tanto, demostramos las células Tregs de ratones infectados tienen un 

papel fundamental en la supresión de la proliferación de células T en la infección con T. gondii. En otros 
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modelos infecciosos también se ha estudiado el papel de las células Tregs en la supresión de la proliferación 

de células T, por ejemplo en la infección con el virus de la hepatitis murina (MHV) usando ratones DEREG, se 

observó que la supresión de la proliferación de células T CD4+ es mediada por células Tregs (170). 

Contrariamente a lo observado en un modelo con L. sigmodontis en ratones DEREG, en donde observaron 

que la supresión de la proliferación de células T, no depende de las células Tregs (171). Estas evidencias nos 

muestran que en diferentes modelos infecciosos las células Tregs pueden tener diversas funciones para 

regular la respuesta inmune, incluyendo la supresión de la proliferación de células T. Esta diversidad en la 

función y el papel de las células Tregs durante la respuesta inmune frente a un patógeno puede deberse a que 

los patógenos modulan la función de las células Tregs para favorecer su permanencia en el huésped (86). 

Diversos estudios han descrito que los mecanismos de supresión de las células Tregs dependen tanto del 

contacto célula-célula (115,124,172) como de factores solubles (113,115,119,140,173). Entre los mecanismos 

dependientes del contacto celular se encuentran aquellos en los que se requiere de la interacción entre 

moléculas de membrana de Tregs (CTLA-4, PDL-1, FasL, LAG-3, entre otras) y moléculas de membrana de las 

células blanco. Por otro lado, también se ha descrito que el consumo de IL-2 por las células Tregs requiere de 

la proximidad entre las células Tregs y las células Tefec (122,127). Nuestros resultados de los ensayos 

“transwell” revelaron que las células Tregs requieren del contacto célula-célula para suprimir la proliferación de 

células T y disminuir los niveles de IL-2 en sobrenadantes (155).  

Estudios han demostrado que la interacción entre CTLA-4/B7 inhibe la proliferación de células T y la 

acumulación de IL-2 induciendo un estado de anergia (160,164). Dado que previamente habíamos reportado 

que en las células Tregs aumenta la expresión de CTLA-4 (69), en este estudio evaluamos si la interacción 

CTLA-4/B7 estaba implicada en la supresión de la proliferación de células T. Las propiedades supresoras de 

CTLA-4 se han descrito en la inmunidad protectora en contra de parásitos (151,174,175) y enfermedades 

autoinmunidad (118,176). Algunos estudios han demostrado que la actividad supresora de Tregs puede ser 

inhibida mediante el tratamiento con anti-CTLA-4 (34,35, 33) o con el tratamiento con anit-CD80 (143,176). 

Sin embargo, nuestros resultados muestran que aunque en las células T aumenta la expresión de B7.1 

(CD80) la supresión de la proliferación de células T no es afectada por el tratamiento con anti-CD80 o anti-

CTLA-4. Una posible explicación para no haber observado la restauración de la proliferación de las células T 

es que CTLA-4 es una molécula expresada tanto por las células Tregs como por las células Tefec de ratones 

infectados; en consecuencia, el bloqueo de CTLA-4 en ambas poblaciones probablemente es lo que no nos 

permitió observar la inhibición de la actividad supresora de las células Tregs. Otra explicación para nuestros 

resultados es que CTLA-4 es una molécula que presenta un continuo recambio en membrana (138), esta 

característica ha generado discrepancia en los ensayos de bloqueo con el anticuerpo anti-CTLA-4 en 

diferentes modelos(151,176,177). Aunque no está claro cómo la unión entre CTLA-4 expresada por las 

células Tregs y CD80 expresada por las células Tefec transmiten las señales a estas últimas, han demostrado 

que el bloqueo de la interacción de CD80 con su ligando es capaz de modular función de las células T de 

forma positiva o negativa (158,165,174,178). Datos in vitro muestran que el bloqueo con el anticuerpo anti-
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CD80 en presencia de citocinas Th1, aumenta el nivel de activación de células T, la función efectora y la 

supervivencia (37). Mientras que en un modelo de encefalomielitis alérgica experimental se ha observado que 

el tratamiento con el anticuerpo anti-CD80 disminuye la activación de células T y como resultado disminuye la 

gravedad de la enfermedad (36). Nuestros resultados descartaron la participación de CTLA-4 CD80 en la 

supresión de la proliferación de células T; sin embargo, no podemos descartar que estas moléculas tengan 

una función no relacionada con la supresión de la proliferación de células T in vitro o que tengan un papel 

sobre la proliferación de células T in vivo durante la infección. 

La IL-2 es un citocina producida por linfocitos T activados que actúa como un factor de crecimiento para 

regular y promover la proliferación, así como la apoptosis (179-181). Las células Tregs se caracterizan por no 

producir IL-2; sin embargo, requieren consumir IL-2 para regular su expansión, supervivencia y función 

supresora (98,124,182), privando de esta citocina a las células efectoras (123). Diversos estudios han 

descrito que la disminución de los niveles de IL-2 en sobrenadantes correlacionan con una reducción de la 

proliferación de células T de bazo de ratones que cursan la fase aguda de la infección con T gondii 

(60,61,63,65,68,69,79). Esta disminución en los niveles de IL-2 se ha atribuido a la reducción de células CD4+ 

productoras de IL-2 (60,79). Pero además, recientemente hemos propuesto que la “deprivación” de IL-2 por 

células Tregs podría contribuir con la reducción de esta citocina en los sobrenadantes. En el presente estudio 

nosotros mostramos que los niveles de IL-2 disminuyen en los sobrenadantes de cultivos de células T, lo que 

se refleja en una reducción en la proliferación de células T de ratones infectados, tal como se ha reportado en 

la infección con T. gongii (60,61,63,65,68,69,79). En otras patologías también se ha atribuido la disminución 

de IL-2 en sobrenadantes con la reducción de células CD4+ productoras de IL-2 (183,184).  

Nuestros resultados que demuestran que los niveles de IL-2 disminuyen totalmente cuando las células Tregs y 

Tefec están en contacto, concuerdan con otros reportes que describen que el consumo de IL-2 por las células 

Tregs depende fuertemente de la concentración local de citocinas y de la proximidad entre células T regs y 

células Tefec (122,127,185). Sin embargo, otros estudios sugieren que la disminución de IL-2 en 

sobrenadantes se debe a que las células Tregs suprimen la expresión del mRNA de IL-2 en células T 

(124,172). En este estudio demostramos que las células Tregs de ratones infectados no suprimen la expresión 

del mRNA de IL-2 en las células T, ya que encontramos que la expresión del mRNA de IL-2 en las células T 

después de la activación in vitro es similar en presencia o ausencia de células Tregs de ratones infectados. 

Nuestros resultados son consistentes con otros reportes en donde demuestran que las células T regs no 

modifican la expresión del mRNA de IL-2 en células T después de la activación in vitro (123,172,186). 

Contrariamente a lo observado por Benson A y colaboradores, quienes reportaron que en células T 

purificadas de ratones infectados con T. gondii la expresión del mRNA de IL-2 está disminuida (79). La 

evidencia de que las células Tregs no suprimen la expresión del mRNA de IL-2 nos sugirió que la diminución de 

esta citocina en los sobrenadantes se debe a que las células Tregs de ratones infectados privan de IL-2 a las 

células T, tal como ha demostrado Pandiyan y colaboradores  (123). La discrepancia entre nuestros 

resultados y los de Benson y colaboradores  sobre la expresión del mRNA de IL-2, puede deberse a 

diferencias metodológicas y experimentales, ya que nosotros evaluamos la expresión del mRNA de IL-2 
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después de 24 h de estimulación, mientras que el reporte de Benson indica que se evaluó la expresión del 

mensajero de células de ratones infectados sin estimular  in vitro.   

Nuestros resultados de los ensayos “transwell” demuestran que las células Tregs de ratones infectados 

requieren de cierta proximidad con las células T para suprimir la proliferación de células T y para disminuir los 

niveles de IL-2 en sobrenadantes, ya que tanto la proliferación de células T como los niveles de IL-2 en los 

sobrenadantes se restauran al separar las dos poblaciones celulares. Este resultado apoya la hipótesis de 

que las células Tregs activadas por la infección con T. gondii privan de IL-2 a las células Tefec, tras consumir 

esta citocina y es consistente con la evidencia que muestra que el consumo de IL-2 depende de la cercanía 

entre las células Tefec y las células Tregs  (122,128,185). 

Mediante un bioensayo de IL-2 con células CTLL-2, demostramos que las células Tregs de ratones infectados 

compiten eficientemente y privan de la IL-2 a células, dicha limitación de la IL-2 se manifiesta en una 

reducción de la proliferación. Esta evidencia nos sugiere fuertemente que las células Tregs son capaces de 

privar de IL-2 a las células Tefec provenientes de ratones infectados con T. gondii. Nuestros resultados 

muestran que en la diminución de IL-2, probablemente por la “deprivación” de IL-2, conduce a la apoptosis de 

células Tefec de ratones infectados. Este hallazgo es consistente con lo reportado por Pandiyan y col., quienes 

demostraron que las células Tregs consumen más IL-2 que las células Tefec, particularmente después de la 

activación y demostraron que la “deprivación” de IL-2 conduce a la apoptosis de las células Tefec (123). La 

gran eficiencia de las células Tregs de ratones infectados para consumir IL-2 puede explicarse por el aumento 

en la expresión de CD25 en células Tregs durante la fase aguda de la infección con T. gondii (69), lo que las 

hacen excelentes candidatas para ser consumidoras de IL-2 (185).  La “deprivación” de IL-2 es un mecanismo 

de acción de las células Tregs  que se ha propuesto en otras patologías para que llegue a la homeostasis y el 

balance entre la población de células Tregs y células Tefec. (116,183,184,187). 

La muerte celular es un proceso esencial que limita la duración de la respuesta inmune (188). Diversos 

reportes describen un aumento en la muerte de células CD4+ y/o CD8+ en infecciones con T. cruzi, 

Schistosoma mansoni, Plasmodium chabaudi, Citomegalovirus, Mycobacterium avium y T. gondii 

(65,77,148,189-194) Esta evidencia sugiere que la apoptosis es un proceso que se induce en una gran 

variedad de infecciones, como una respuesta para regular o terminar la respuesta inmunológica inducida por 

el patógeno. Sin embargo, aunque era de esperarse observar ciertos niveles de apoptosis,  nos asombró 

encontrar que el 50% las células T de ratones infectados mueren después de dividirse. Este resultado nos 

demostró que la proliferación es un proceso que antecede a la muerte celular, dando lugar a un nuevo 

concepto sobre la imnunosupresión, ya que este concepto estaba definido por la incapacidad de responder de 

manera robusta a un mitógeno (hipo-respuesta); con nuestros resultados demostramos que las células de 

ratones infectados son capaces de responder eficientemente a un mitógeno desde tiempos tempranos (24h), 

sin embargo la presencia de células Tregs conduce a la muerte de células que se dividieron un par de rondas.   

Adicionalmente, nuestros datos muestran que la apoptosis de células T disminuye cuando eliminamos por 
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“cell sorting” a las células Tregs [25%] (Fig. 24), confirmando que las células Tregs son responsables de la 

“inmunosupresión”.   

La IL-2 es una citocina que regula tanto la proliferación celular como la apoptosis, ya que puede iniciar la 

progresión del ciclo celular y promover la producción de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2, myc y bim 

(179,181,195).  En este trabajo, hemos presentado evidencia que demuestra que la adición de rIL-2 a los 

cultivos restaura en su totalidad la proliferación de células T y protege de la inducción de apoptosis aún en 

presencia de células Tregs. Es decir, se inhibe la muerte de células T de ratones infectados que se dividen 

desde tiempos tempranos. Esta evidencia es correlaciona con lo reportado por Pandiyan y colaboradores. 

quienes demuestran que la adición de rIL-2 protege de la apoptosis a las células T, ya que compensa la 

“deprivación” de esta citocina a las células T (123). Nuestros resultados también son consistentes con 

estudios previos en donde reportaron que la proliferación de células T de bazo de ratones infectados con T. 

gondii se restaura al adicionar rIL-2 (63,65,68,69). 

Durante mucho tiempo se ha descrito que las células T no responden a mitógenos o antígenos durante la 

fase aguda de la infección con T gondii  (60,61,63,65,68,69,79). Nuestros resultados muestran que las células 

T son capaces de responder a un mitógeno, aunque después se induzca su apoptosis. Con este trabajo 

proporcionamos evidencia sólida que correlaciona directamente a la supresión de la proliferación de células T 

con apoptosis, sugiriendo que la falta de proliferación de células T a la que se ha descrito por años es el 

resultado de la muerte de células T y no de la reducción en la capacidad de proliferar de las células T. Esta 

hipótesis es consistente con estudios que describen la inducción de apoptosis de las células bazo durante la 

infección con T. gondii (65,77,194). Begun-Haque y colaboradores, reportaron que células T CD4+ de ratones 

infectados con T. gondii son sensibles a la inducción de apoptosis por FasL (77). Nosotros no encontramos 

expresión de FasL en células Tregs, como se ha descrito (142); por lo que descartamos la participación de 

FasL en la muerte de células T; sin embargo,  cabe señalar que demostramos  que la competencia entre las 

células Tregs y las células T por las cantidades limitantes de IL-2 es un mecanismo que explica la inducción de 

la muerte de las células T de ratones infectados. 

En conjunto nuestras observaciones sugieren fuertemente  que las células Tregs forman parte de un círculo 

vicioso en el que la IL-2 es la “manzana de la discordia”, ya que es requerida para que las células Tregs 

ejerzan su función reguladora y también es indispensable para que las células T proliferen y sobrevivan. Por 

lo tanto los bajos niveles de IL-2 se pueden explicar principalmente por dos procesos: 1) la muerte de las 

células productoras de IL-2 que rompen el bucle de retroalimentación positiva de esta citocina que mantenga 

la viabilidad de las células y 2) el consumo del remanente de IL-2 por las células Tregs.  

Aunque nuestro trabajo demuestra que las células Tregs median la inmunosupresión por un mecanismo 

dependiente de IL-2 que conduce a la apoptosis de linfocitos T (196), se requieren experimentos adicionales 

para demostrar que la IL-2 es una molécula esencial para la supervivencia  y actividad  de las células Tregs en  

ratones que cursan la fase aguda de la infección por T. gondii. Nuestros resultados sugieren fuertemente que 
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las cantidades limitantes de IL-2 favorecen la competencia entre Tregs y Tefec y que el agotamiento de IL-2 por 

la activación de Tregs conduce a la inmunosupresión de CD4+ y CD8+. Estos eventos, por lo tanto, podrían 

contribuir a la respuesta inmune altamente inflamatoria que es característica durante la infección por T. 

gondii.  

Adicionalmente a la competencia que pudiera existir entre las células Tregs y Tefec por la IL-2, es importante 

explorar la posibilidad de la que las células Tregs también pudieran inducir el estado anérgico de las células T 

de ratones infectados. Ya que nuestros resultados sugieren que los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 

estimulan a las células T näive para que produzcan IL-2 y proliferen. Sin embargo cuando en estos cultivos de 

linfocitos T de ratones infectados, las células Tregs no son eliminadas selectivamente por “cell sorting”, éstas 

últimas células podrían consumir la IL-2 presente en el medio restringiendo la posibilidad de que las células 

anérgicas puedan capturar la IL-2 para revertir su estado. Mientras que en el caso de tener cultivos libres de 

células Tregs, la IL-2 producida por la células näive-activadas in vitro puede ser compartida con las células 

anérgicas para que puedan proliferar”. Probablemente esto explicaría porque en los cultivos de células T de 

ratones infectados, la eliminación de las células Tregs conduce a la reversión de la supresión.  

En general, mediante este estudio describimos un mecanismo de acción de las células Tregs que contribuye a 

la regulación de la respuesta inmune, dando lugar a una nueva visión sobre la inmunorregulación descrita 

previamente para la infección por T. gondii. Es decir, nuestros resultados demuestran que las células Tregs en 

su intento de modular la respuesta inmune activada por la infección con T. gondii actúan directamente sobre 

las células Tefec, privando de IL-2 a esta población e induciendo la muerte in vitro. Finalmente podemos decir 

que nuestro estudio proporcionan evidencias que ayudan a tener una mejor comprensión de los mecanismos 

inmunológicos que podrían utilizar las células Tregs in vivo para regular la respuesta inmunitaria a la infección 

por T. gondii. 
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Apéndice. 

 

1. DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) 

Se mezclan las siguientes sales en la cantidad necesaria para obtener las concentraciones que se 

describen: NaCl 138 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 8.1 mM, KH2PO4 1.2 mM. 

 

2. PBS (Phosphate Buffered Saline) para purificación de anticuerpos 

Se mezclan las siguientes sales en la cantidad necesaria para obtener las concentraciones que se 

describen: NaH2PO4 0.02 M, NaCl 0.15 M, pH 7.8. 

 

3. Disolución de Lisis de Eritrocitos.  

Se mezclaron las siguientes sales en la cantidad necesaria para obtener las concentraciones que se 

describen: NH4Cl 0.15M, KHCO3 10mM, EDTA 0.1mM. 

 

4. Disolución para separación por “cell sorting”.  

Se prepara una disolución al 1X antibióticos (penicilina y estreptomicina) en DPBS. 

 

5. Disolución de lavado para Inmunofluorescencias 

Se prepara una disolución al 1% SFB + 0.1% NaN3  con DPBS (Los ensayos en donde se determina 

viabilidad se usa la solución sin NaN3). 

 

6. Disolución de separación para perlas magnéticas. 

Se prepara una disolución con PBS (NaCl 154 mM, KH2PO4 1.0 mM, Na2HPO4 2.95 mM) + 2 mM 

EDTA + 0.5% BSA y se desgasifica por 3 h.  

NOTA: Todas las disoluciones se esterilizan en el autoclave antes de ser usadas o bien antes de 

agregar el SFB o la BSA.  
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