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Resumen 

Las células T reguladoras (Tregs) son una subpoblación de linfocitos T-CD4+ que se 

encargan de mantener la homeostasis de la respuesta inmune durante el desarrollo de 

algunas enfermedades infecciosas. Durante la toxoplasmosis murina, las células Tregs 

disminuyen en porcentaje y en número como consecuencia de varios eventos que incluyen: 

disminución en la producción de la IL-2 por células CD4+, muerte celular y transformación 

en el fenotipo. Sin embargo, existe discrepancia al concluir si la disminución de células 

Tregs es la causa de la susceptibilidad o si es necesaria para generar resistencia. En el 

presente proyecto se demostró que la reconstitución de células Tregs por medio de 

transferencia adoptiva, disminuye la respuesta inmune exacerbada Th1 y prolonga la 

sobrevida de los ratones infectados, pero como consecuencia, hay una mayor carga 

parasitaria. También se demostró que, sumado a las causas descritas que generan la 

disminución de células Tregs durante la toxoplasmosis, el IFN- juega un papel primordial, 

ya que es la citocina que orquesta la muerte celular y la transformación en el fenotipo de las 

células Tregs. Por último se demostró un mecanismo alterno que implica directamente a la 

IL-7 en el sustento de las células Tregs aun con una baja producción de IL-2 por células 

CD4+. Se concluyó por lo tanto que la disminución de células Tregs en la fase aguda de la 

infección es necesaria, pero no debe ser drástica para que exista control sobre la respuesta 

inmune exacerbada y sea favorecida la sobrevida del hospedero. El papel de las células 

Tregs durante la toxoplasmosis murina es controlar la respuesta inmune inflamatoria, por lo 

tanto, debe existir el balance entre una eficiente respuesta inmune y su control por las 

células Tregs. Finalmente se concluyó que la disminución exacerbada de las células Tregs 

durante la toxoplasmosis es un indicador de la susceptibilidad. 
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Abstract 

Regulatory T (Treg) cells are a subpopulation of CD4+ lymphocytes that are responsible of 

immune homeostasis during infectious diseases. During murine toxoplasmosis a reduction 

in the percentage and number of Treg cells has been described as a consequence of a set of 

events that include: a low IL-2 production by CD4+ cells, cellular death and phenotypic 

transformation. However, there is a discrepancy in the conclusions about if Treg cells 

reduction causes susceptibility or is this necessary for induce resistance. In the present 

project was shown that reconstitution of Treg cells by adoptive transfer down-modulate the 

exacerbated Th1 immune response and increases the survival of infected mice, but as a 

consequence increased parasite load exist. It was also shown that, besides the events that 

cause Treg cells reduction, IFN- plays a major role, because is the cytokine who 

orchestrates the cellular death and the phenotypic transformation. Finally, it was also shown 

an alternative mechanism that implies directly to IL-7 in the maintenance of Tregs cells 

even with low IL-2 production by CD4+ cells. It was concluded that reduction of Tregs in 

the acute phase of infection is necessary, but this reduction must not be exacerbated so that 

the down-modulation of the immune response still exists, and the survival of the host is 

favored. The role of Treg cells during murine toxoplasmosis is down-modulate the 

inflammatory immune response, hence, a balance between an efficient immune response 

and its modulation by Treg cells must exist. Further, exacerbated reduction of Treg cells is 

a hallmark of susceptibility during toxoplasmosis. 
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1. Introducción 

1.1. Toxoplasma gondii 

T. gondii es un protozoario intracelular obligado, causante de la toxoplasmosis (1,2). 

Pertenece al phylum Apicomplexa, el cual es caracterizado por la presencia de un complejo 

de organelos secretores que incluyen roptrias, micronemas y gránulos densos que en 

conjunto forman el complejo apical (Fig. 1) (1,2)  y también por la presencia de un 

organelo endosimbiótico llamado apicoplasto. Además de T. gondii, en el phylum 

Apicomplexa se incluyen patógenos de humanos y de animales como Eimeria, 

Plasmodium, Sarcocystis, Cryptosporidium y Neospora (3), los cuales en su mayoría 

presentan una fuerte especificidad hacia un hospedero. Sin embargo, T. gondii tiene un 

amplio rango de hospederos, pudiendo infectar animales de sangre caliente (4).  

1.1.1. Estadios de T. gondii 

Se han descrito 3 estadios dentro del ciclo de vida de T. gondii: taquizoíto, bradizoíto 

(quiste) y esporozoíto (ooquiste). 

El taquizoíto (del griego Tachos, rápido) es el estadio de T. gondii que se multiplica 

rápidamente después de penetrar una célula hospedera (1) y que se asocia con la fase aguda 

de la infección. El taquizoíto tiene un tamaño de 2x6 m (Fig. 1). Una característica 

morfológica es su parecido a una media luna (Fig. 1). No presenta medios de locomoción 

como cilios, flagelos o pseudópodos, pero se puede desplazar por ondulación, rotación y 

difusión (1). El taquizoíto puede infectar cualquier célula de su hospedero (1). Se divide de 

manera asexual, por un mecanismo llamado endodiogenia, que es similar a la fisión binaria, 
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donde 2 células hijas ocupan todo el citoplasma de la célula madre que termina por 

desaparecer (5). 

 

El bradizoíto (del griego brady, lento) es el estadio del parásito que persiste durante toda la 

vida del hospedero dentro una estructura conocida como quiste. El quiste se asocia con la 

etapa crónica de la infección, pero se conoce que la formación de quistes comienza desde 

los 3 días post-infección (dpi) (1). Los quistes varían en tamaño, desde 5 m de diámetro 

hasta más de 100 m de diámetro (Fig. 2). Entre mayor sea el tamaño de un quiste, mayor 

número de bradizoítos presentará. Aunque los quistes se pueden encontrar en cualquier 

Fig. 1. Micrografía ultraestructural de un 

taquizoíto de T. gondii. Se pueden observar 

algunos organelos característicos del phylum 

Apicomplexa que incluyen: micronemas (Mn),  

roptrias (Rh) y gránulos densos (Dg). Estos 

organelos se encuentran en la región apical. Así 

mismo se observan otros organelos como el 

aparato de Golgi (Go), núcleo (Nu) y  nucleolo 

(No). Micrografía tomada de la referencia (2) 
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tejido, tienen mayor presencia en tejidos neuronales y musculares (1,6). Una de las 

diferencias ultra-estructurales que nos permite distinguir entre el bradizoíto y el taquizoíto, 

es que los bradizoítos presentan su núcleo en la parte posterior del parásito, mientras que 

los taquizoítos lo presentan en la parte central (Fig. 1). 

Por otro lado, es importante mencionar que no se conocen los mecanismos de conversión 

que inducen la transformación de taquizoítos en bradizoítos. Se ha propuesto que el estrés 

inducido por los niveles de pH, o por productos del sistema inmune como los 

intermediarios reactivos de oxígeno e incluso drogas o medicamentos, pueden ser la causa 

de la conversión  (5). Recientemente se ha propuesto que esta transformación puede ser un 

mecanismo de persistencia evolutiva, donde el parásito se transforma de taquizoíto a 

bradizoíto hasta que se encuentra en regiones del hospedero donde haya células que tengan 

una vida media alta, como lo son las células músculo-esqueléticas maduras, o las neuronas 

en el cerebro (7).    

 

 

 

 

Fig. 2. Quiste de T. gondii.  En el interior del quiste se pueden observan los bradizoítos. Quiste 

obtenido del macerado del cerebro de un ratón B6 a los 30 dpi. 



7 
 

El esporozoíto existe dentro de una estructura llamada ooquiste. Los ooquistes tienen una 

forma esférica de aproximadamente 10x12 m de diámetro (Fig. 3). Cada ooquiste contiene 

2 esporoquistes y cada esporoquiste contiene 4 esporozoítos; en total 8 esporozoítos por 

cada ooquiste (Fig. 3). Se conoce que el número de ooquistes, esporoquistes y esporozoítos 

es un criterio para la clasificación de los coccidios en género Eimeria o Isospora, donde T. 

gondii tiene un ciclo de vida tipo Isospora (1). Se mencionarán más detalles del ooquiste 

dentro de la descripción del ciclo de vida de T. gondii.    

 

 

 

 

1.1.2. Ciclo de vida 

Las especies que pertenecen al orden Felidae son los hospederos definitivos de T. gondii 

(8). Sin embargo, en la presente tesis se referirá al gato como el hospedero definitivo 

debido a su cercanía con los hábitos cotidianos del humano (9). La transmisión congénita 

de T. gondii en los gatos domésticos puede ocurrir, pero es rara. La mayoría de los gatos se 

Fig. 3. Ooquiste de T. gondii.  En el interior del ooquiste se observan 2 esporoquistes con 4 

esporozoítos (derecha, flechas), lo que define el ciclo de vida tipo Isospora  de T. gondii. Imagen 

tomada de la referencia (2) 
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pueden infectar con T. gondii ya sea por ingerir tejidos infectados con quistes o por ingerir 

ooquistes esporulados (4). Sin embargo, la transmisión de T. gondii en los gatos es más 

eficiente por el consumo de tejidos infectados con quistes que por la ingestión de ooquistes 

(9). Cuando los gatos ingieren quistes u ooquistes (Fig. 4), su capa externa respectiva se 

rompe por enzimas proteolíticas en el estómago (10). Los esporozoítos (ooquistes) o los 

bradizoítos (quistes) se interconvierten en taquizoítos. Los taquizoítos liberados penetran a 

las células epiteliales del intestino para comenzar el desarrollo de las 5 etapas asexuales (A, 

B, C, D y E) descritas antes del inicio de la gametogonia (11). Aunque no se conoce el 

origen de los gametos, se ha sugerido que son generados a partir de la etapa D y E, lo que 

concluye en la formación de microgametos (masculinos) y macrogametos (femeninos) (1). 

Los microgametos penetran a los macrogametos maduros causando la formación del cigoto. 

Después de la formación del cigoto se forma una pared alrededor de él, que es lo que 

caracteriza la formación del ooquiste no esporulado. Las células del epitelio intestinal que 

sirvieron como medio para el almacenamiento de los ooquistes se rompen, lo que favorece 

su descarga al lumen intestinal, donde formarán parte de las heces del gato. En 

experimentos de laboratorio, se ha demostrado que los gatos pueden excretar 500 millones 

de ooquistes en las heces después de ingerir un ratón infectado con T. gondii, pero la 

mayoría de los gatos excretan ooquistes sólo durante aproximadamente una semana de su 

vida (12,13). Dependiendo de las condiciones ambientales (temperatura y humedad) los 

ooquistes esporulan, son infectivos y pueden contaminar el suelo, el agua, los cultivos de 

alimentos vegetales, siendo un blanco los animales de granja utilizados para el consumo 

humano (Fig. 4) (14). Los ooquistes no esporulados pueden persistir en el ambiente por un 

periodo prolongado de tiempo (15).  
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Después de la ingestión de ooquistes esporulados por los hospederos intermediarios 

incluido el humano (Fig. 4), el pH del estómago favorece el rompimiento del ooquiste y la 

liberación de esporozoítos, los cuales penetran las células del epitelio intestinal, 

comenzando su transformación en taquizoítos, los cuales se dividirán rápidamente y 

posteriormente se convertirán en bradizoítos (quistes) (16). Los quistes persisten durante 

toda la vida del hospedero, por lo que otra fuente de transmisión del parásito es el consumo 

de tejidos contaminados con quistes (Fig. 4) (17).  

Otra forma de transmisión de T. gondii incluye la infección congénita, la cual se debe a la 

adquisición del parásito por parte de la madre durante el embarazo. Dependiendo de la 

etapa del embarazo donde se haya adquirido la infección, se obtendrán consecuencias 

diferentes sobre el feto; si la madre adquiere la infección en el primer trimestre, existe 

mayor probabilidad de aborto, pero la infección adquirida en la etapa final del segundo 

trimestre o en el tercero, genera malformaciones en el producto, como hidrocefalia y 

microcefalia, entre otras (Fig. 4) (18). Otras formas de transmisión de la toxoplasmosis 

incluyen la donación de órganos y accidentes en laboratorios donde se estudia la 

toxoplasmosis (18). 

1.1.3. Epidemiología de la toxoplasmosis 

T. gondii se distribuye en todo el mundo, pero su prevalencia es diferente entre países que 

se encuentran  en  la  misma  región  geográfica,  siendo  en  promedio  del  30%  (19,20).  

La prevalencia de la toxoplasmosis se ha asociado a 2 factores principales: el consumo de 

tejidos contaminados con quistes o a la infección con ooquistes esporulados (19).  
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Fig. 4. Ciclo de vida de T. gondii.  Después de  que el gato (hospedero definitivo) ingiere quistes u 

ooquistes de T. gondii, se desarrolla la fase sexual del parásito en el epitelio intestinal. En las heces del gato 

son excretados los ooquistes en su forma no esporulada, y si las condiciones del ambiente son las adecuadas 

maduran y se vuelven infectivos para los hospederos intermediarios, contaminando el suelo, las frutas, los 

vegetales y el agua. Una vez que los hospederos intermediarios (cualquier animal de sangre caliente) se 

infectan, los quistes persisten durante toda la vida del hospedero en los tejidos. El consumo de carne 

infectada y mal cocida o cruda es una fuente de infección para los hospederos intermediarios y definitivos. 

Las mujeres que adquieren la infección durante el embarazo pueden transmitirla al feto vía placenta. Imagen 

tomada de la referencia (1) 
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Un estudio múltiple que incluyó países como Bélgica, Dinamarca, Noruega, Italia, Suiza y 

Reino Unido, identificó el consumo de carne cruda como un factor de riesgo primordial 

para adquirir la infección por T. gondii (Tabla I). Asimismo, la alta prevalencia de 

toxoplasmosis en Francia se ha relacionado con las preferencias en el consumo de carne 

cruda o poco cocida (Tabla I). A diferencia de lo observado en Europa, en América Central 

se ha asociado una alta prevalencia de toxoplasmosis con un alto índice de gatos callejeros, 

sumado a que las condiciones del ambiente favorecen la esporulación de los ooquistes 

(Tabla I). Además, se ha sugerido que en estas regiones existe un alto porcentaje de 

infección por T. gondii en aves y en roedores, los cuales son blancos de caza para los gatos 

(21).   

En la Tabla I se resume la prevalencia de la toxoplasmosis en algunos países, donde se ha 

identificado un porcentaje representativo de personas positivas a la infección desde 1988 en 

Panamá, hasta 2004 en España, Estados Unidos y Países Bajos. 

En México, al hacer un meta-análisis sistemático de todas la publicaciones descritas de 

1951 a 2012 [criterios de inclusión en la referencia (22)], se observó que de 132 estudios en  

70,123 individuos, el porcentaje de prevalencia es del 27.97%. El porcentaje de individuos 

positivos entre distintos grupos de riesgo incluyó mujeres con abortos involuntarios 

(36.03%), personas inmunocomprometidas (28.54%) y pacientes con enfermedades 

mentales (38.52%) (22).  
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Continente País Año de 
realización 
del estudio 

Seropositividad  (%) 

 
 
 

Europa del oeste 

Austria 1998 43 
Bélgica 1997 50 
Francia 2001 > 75% 

Alemania 2004 26-54% 
Italia 2001 18-60% 

Países Bajos 2004 40.5 
España 2004 28.6 
Suiza 1995 46 

 
Escandinavia 

Dinamarca 1999 27.8 
Finlandia 1995 20.3 
Noruega 1998 10.9 
Suecia 2001 14.0-29.4  

 
 

Europa del centro 
y del este 

Croacia 2000 38.1 
Polonia 2001 46.4-58.5 

Eslovenia 2002 34 
Reino Unido 1998 57-93 
Yugoslavia 1992 23-33 

América del norte EUA 2004 16-40 
México 2001 35 

 
Centroamérica 

Costa Rica 1996 76 
Cuba 1993 60 

Panamá 1988 90 (mayores de 60 años) 

 
América del sur 

Argentina 2001 72 
Brasil 2001 59 

Antillas y Bahamas 1991 29.7 

 
Asia del sureste 

Indonesia 2000 58 
Malasia 2004 44.8 

Tailandia 2001 2.3-21.9 
Tabla I. Epidemiología de T. gondii en el mundo. Modificado de la referencia (19) 
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1.1.4. Estructura poblacional de T. gondii 

En 1995 Daniel Howe y David Sibley reportaron por primera vez la clasificación de la 

estructura poblacional para T. gondii en 3 cepas (tipo I, tipo II y tipo III) (23). El estudio se 

realizó a partir de 106 aislados de T. gondii, donde se buscaron 6 polimorfismos en la 

longitud de los fragmentos de restricción (RFLP). Esta clasificación demostró que existe 

una población clonal para T. gondii en Europa y Norteamérica y por lo tanto, existe una 

muy limitada recombinación sexual entre las cepas pertenecientes a cada uno de los linajes 

(23). Esta clasificación ha sido ampliamente aceptada (24). Sin embargo, recientemente se 

han realizado esfuerzos más intensos en buscar la estructura poblacional de T. gondii en 

aislados representativos de todo el  mundo. Con el desarrollo de otras técnicas de biología 

molecular como PCR, análisis de DNA-microsatélite, y tipificación multilocus de 

secuencias, además de los RFLP, se ha demostrado que la población de T. gondii es más 

diversa de lo que se pensaba.  

Hasta el 2012, se han descrito un total de 189 genotipos de T. gondii, identificados a partir 

de 1457 muestras (25). La gran mayoría de las muestras fueron obtenidas de animales 

domésticos y salvajes con infecciones crónicas. Para estas muestras se confirmó la 

infección con T. gondii por detección de anticuerpos anti-toxoplasma en el suero, seguido 

de bioensayos en los tejidos de aquellos animales que fueron seropositivos (25). No existe 

una nomenclatura estándar asignada a todos los genotipos descritos para T. gondii, pero se 

ha propuesto que a cada genotipo le sea asignado un número de acuerdo a los resultados 

obtenidos por el RFLP más actual (2012). En la tabla II se muestra un resumen de los 

genotipos más representativos (25). 
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Los 10 genotipos más frecuentes son #2, #3, #1, #5, #4, #9, #6, #7, #8, y. #10 teniendo un 

porcentaje de prevalencia del 13.8%, 12.6%, 12.2%, 5%, 4.5%, 3.8%, 3.3%, 2.6%, 2.3% y 

2.1%, respectivamente (25). Los genotipos #3 y #1, los cuales difieren únicamente en un 

locus, representan en conjunto a la tradicional cepa tipo II, sumando el 24.8% de la 

población total de T. gondii descrita (25). Los resultados también demuestran que los 

genotipos #1, #2 y #3 se distribuyen en todo el mundo, principalmente en Europa. Los 

genotipos #1, #2, #3 #4 y #5 se distribuyen principalmente en Europa. Los genotipos #2 y 

#3 se distribuyen en África, mientras que los genotipos #9 y #10 se distribuyen 

principalmente en el este de Asia (25). No se conoce la estructura poblacional en Rusia, 

mientras que en Australia se han obtenido únicamente 3 aislados. En Centroamérica 

(incluido México), T. gondii, muestra una estructura de población altamente diversa, en 

donde no se observa un genotipo dominante. Los 10 genotipos más frecuentes son #2, #6, 

#7, #8, #11, #3, #65, #13, #19 y #146, con un porcentaje de prevalencia del 6.8%, 6.2%, 

5%, 3.7%, 3.3%, 3.1%, 3.1%, 2.5%, 2.5%, y 2.3% (25). Los autores sugieren que 

posiblemente la frecuencia de los genotipos cambie con un muestreo más intenso, pero se 

espera que los resultados mostrados de las 1457 muestras sean representativos de la 

diversidad de la población genética de T. gondii (25).  

1.1.5. Susceptibilidad y resistencia a la toxoplasmosis murina 

En modelos murinos de algunas enfermedades infecciosas, la susceptibilidad se define 

como la capacidad del parásito para inducir infección en el hospedero, como se ha descrito 

en infecciones como Salmonella spp (26), Entamoeba histolytica (27)  y Taenia crassiceps 

(28). En la toxoplasmosis murina, la susceptibilidad se define como la capacidad de no 

sobrevivir a la infección y la resistencia como la capacidad de generar una infección 
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crónica persistente. Sin embargo, la susceptibilidad y resistencia a la toxoplasmosis murina 

es multifactorial y todos los factores que intervienen están relacionados. Los factores que 

influyen en la susceptibilidad y resistencia son: el haplotipo H-2 del ratón, la cepa de T. 

gondii (apartado 1.1.5), la dosis del parásito, la vía de inoculación y el sexo del ratón. 

 

 

Genotipo convencional 
(basado en Howe y Sibley) 

Genotipo basado 
en RFLP 2012 

Aislados 
representativos 

Referencia 

Tipo I #10 GT1 (29) 
Tipo II (clonal) #1 PTG (29) 

Tipo II (variante) #3 PRU (29) 
Tipo III #2 VEG (29) 

Tipo 12, atípico, exótico #4 B41 (30) 
Tipo 12, atípico, exótico, 

incluido el tipo X y tipo A 
#5 ARI (30) 

Tipo BrI atípico, exótico, de 
África 

#6 FOU, TgCatBr2 (31) 

Tipo Br II, atípico, exótico #11 TgCatBr1 (31) 
Tipo BrIII atípico, exótico #8 P89, TgCatBr3 (31) 
Tipo BrIV atípico, exótico #17 MAS (31) 
Chino 1, atípico, exótico #9 TgCtPRC4 (32) 

Tabla II. Los genotipos más frecuentes entre las cepas de T. gondii. Modificado de la referencia  (25) 
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1.1.5.1. Haplotipo H-2 del ratón 

Desde que comenzó el estudio de la toxoplasmosis en el modelo murino, se encontró que la 

cepa de ratón influye en la susceptibilidad y en la resistencia. En 1976 se demostró que 

existen factores genéticos en el ratón que podrían ser la causa de la mortalidad, ya que 

ratones congénicos infectados con una misma dosis de taquizoítos de T. gondii presentaron 

una mortalidad distinta (33). Tomando en cuenta lo anterior, en 1978 se confirmó que la 

susceptibilidad está ligada al haplotipo H-2 del MHC (34). En estudios posteriores se 

demostró que el haplotipo H-2b se asocia con la susceptibilidad, mientras que el haplotipo 

H-2d se asocia con la resistencia, tomando en cuenta que la susceptibilidad se determinó por 

la mortalidad (Fig. 5) (35) y por el número de quistes en cerebro (Tabla III) (36). 

Recientemente se ha demostrado la importancia del locus L del haplotipo H-2 durante la 

toxoplasmosis, ya que la proteína GRA6 de T. gondii, que es una proteína polimórfica 

secretada en la vacuola parasitófora del parásito, es la principal fuente del decapéptido 

HF10, el cual es presentado por la molécula H-2d particularmente en el locus L del MHC-I 

a células T-CD8+. Cuando la presentación de este antígeno es incorrecta o inexistente, el 

resultado es la susceptibilidad (37).  

Es reconocido ampliamente que la respuesta inmune en cada cepa de ratón tiene una 

polarización diferente. Los ratones B6 polarizan su respuesta inmune hacia el tipo Th1, 

mientras que los ratones BALB/c polarizan su respuesta inmune hacia el tipo Th2 (38). Por 

lo tanto, las diferencias en la polarización de la respuesta inmune por la cepa del ratón 

influencian la susceptibilidad y resistencia durante la infección con T. gondii.  

 



17 
 

 

 

 
 
 
 
      Cepa 

 
                                  Haplotipo H-2     
                                                     
      K                  A                  D                  E                  L 

Promedio 
del n° de 
quistes± 

D.E. 
 
B6 

 
B 

 
B 

 
B 

 
b 

 
b 

 
49±40 

BALB/c D D B d D 2±1 
       
B10.BAR6 K K K b B 60±25 
B10.BAR12 B B B d D 2±1 
       
BALB/c-H-2dm2 D D D d - 341±115 
 

Tabla III. Efecto del haplotipo y mutaciones del gen H-2  en la formación de quistes 

después de la infección oral con la cepa Me49 de T. gondii. Modificado de (36) 

 

 

Fig. 5. Sobrevida de distintas cepas congénicas de 

ratón, los cuales fueron infectados con quistes de 

T. gondii por vía oral. A) A/J [k], B) C3H/HeJ [k], 

C) DBA2/J [d], E) BALB/c [d], F) C57L/J [b], G) 

SJL/J [s2], H) SB/LE [b], I) B6 [b]. Modificado de 

referencia (59). [Haplotipo]. 
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1.1.5.2. Dosis del parásito 

En cepas altamente virulentas de T. gondii (cepas tipo I, #10, Tabla II) no existe 

susceptibilidad dependiente de la dosis, ya que la dosis letal es de 1 taquizoíto 

independientemente del haplotipo del ratón (Tabla II) (39,40). Cuando se hacen 

experimentos en el modelo murino con cepas formadoras de quistes [tipo II (#1) o tipo III 

(#2) Tabla II], el estadio de T. gondii utilizado para infectar ratones es el quiste 

(bradizoítos) y la susceptibilidad está relacionada directamente con el número inoculado de 

quistes; por lo tanto, entre más quistes se inoculen al ratón mayor será la susceptibilidad. 

(41). De manera interesante, ratones de la cepa CBA/Ca son resistentes en  la fase aguda de 

la infección, no importando con cuántos quistes sean infectados, pero presentan una 

mortalidad incrementada en la fase crónica de la infección (cerca de los 6 meses post-

infección) (41).  

1.1.5.3. Sexo 

Los ratones hembras son más susceptibles a la toxoplasmosis que los ratones machos (41-

44). Se ha descrito que en la susceptibilidad ligada al sexo, las hormonas juegan un papel 

primordial, ya que en ratones hembras B6, que son más susceptibles a la infección con 100 

quistes de T. gondii, la administración de testosterona resulta en una carga parasitaria y 

patología disminuidas (42). También se ha sugerido que los ratones machos son más 

resistentes a la toxoplasmosis porque producen más rápidamente IL-12 que las hembras, lo 

cual favorece la activación del sistema inmune y la producción de IFN-(44). Por lo tanto, 

el sexo del ratón influencia la susceptibilidad durante la infección con T. gondii. 
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1.1.5.4. Vía de inoculación 

La inoculación con quistes de T. gondii por vía oral induce susceptibilidad o resistencia, 

dependiendo del haplotipo H-2 del ratón (apartado 1.1.8.1). Así, los ratones BALB/c 

(haplotipo H-2d) son resistentes a la infección oral, mientras que los ratones B6 (haplotipo 

H-2b) son susceptibles al ser infectados por la misma vía (Fig. 5, Tabla III). Sin embargo, el 

escenario cambia cuando se inocula a T. gondii por vía intraperitoneal (ip), ya que la cepa 

BALB/c se torna susceptible (33,45), mientras que la B6 se vuelve resistente. El cambio en 

la susceptibilidad es el resultado de una respuesta inmune incrementada, causada 

principalmente por una migración deteriorada de monocitos inflamatorios del peritoneo 

hacia la periferia, lo que concluye en inflamación localizada severa, falla en controlar la 

replicación del parásito y en consecuencia la mortalidad del hospedero (46). Lo anterior se 

ha descrito con cepas tipo II (#1) de T. gondii. 

1.1.6. Respuesta inmune 

Existen 2 mecanismos descritos en el modelo murino por los que la respuesta inmune 

reconoce a T. gondii: el primero es por medio de la ciclofilina-18 de T. gondii, la cual se 

une al receptor de quimiocinas 5 (CCR5) que se encuentra en células dendríticas (DC) 

(47,48). Esta unión estimula la producción de IL-12 por parte de las DC (Fig. 6) (47,48). La 

ausencia del receptor CCR5 induce una producción disminuida de IL-12 por parte de las 

DC (47,48). El otro mecanismo de reconocimiento del parásito es a través del Receptor 

Tipo Toll 11 (TLR-11), el cual reconoce a la profilina (proteína de unión a actina) del 

parásito (Fig. 6) (49). Ratones deficientes en TLR-11 son susceptibles a la infección con T. 

gondii y presentan producción disminuida de IL-12 (50-52). Por lo tanto, las principales 



20 
 

células productoras de IL-12 durante la infección con T. gondii son las DC (53). La función 

principal de la IL-12 es activar a linfocitos T CD4+, T CD8+ y células NK (54,55) para que 

produzcan altos niveles de IFN- (Fig. 6) (56,57). El IFN- es la principal citocina 

mediadora de la resistencia contra T. gondii (58). La ausencia del IFN- o de su 

señalización durante la toxoplasmosis genera un aumento exacerbado de la carga parasitaria 

y en consecuencia la muerte del hospedero (59,60). En estudios in vitro e in vivo se ha 

demostrado que el IFN- activa a fagocitos para que produzcan intermediarios reactivos de 

nitrógeno y oxígeno que eliminan al parásito (Fig. 6) (61,62). Sin embargo, el IFN- 

requiere adicionalmente del TNF-, el cual induce la actividad anti-microbicida de los 

macrófagos y amplifica la respuesta inmune contra el parásito (Fig. 6) (63). Por lo tanto, la 

protección inducida por la respuesta inmune contra T. gondii es del tipo Th1 en la fase 

aguda de la infección. Sin embargo, esta respuesta Th1 se puede exacerbar y generar  

patología severa en múltiples órganos, incluido el intestino y el hígado (57,64). Por lo 

tanto, se requieren mecanismos que modulen la respuesta inmune Th1. Se ha demostrado 

que la IL-10 (65-67) el TGF- (68), la IL-27 (69) y la lipoxina-4 (LXA4) (70) juegan un 

papel importante en la regulación de la respuesta inmune Th1 durante la toxoplasmosis (Fig. 

6). 

La respuesta inmune protectora contra T. gondii es mediada por células T. Sin embargo, se 

ha descrito que las células B participan durante la toxoplasmosis murina ya que los 

anticuerpos que producen estas células tienen un papel fundamental en la opsonización, 

fagocitosis y muerte de parásitos extracelulares (57). Además, las células B forman parte 

fundamental de la respuesta inmune crónica en el modelo murino, ya que ratones 

depletados de células B sobreviven a la fase aguda de la infección, pero mueren de 
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encefalitis toxoplásmica de 3 a 4 semanas post-infección (71). Finalmente, los anticuerpos 

producidos por las células B son indicadores de la fase aguda (producción de altos niveles 

de IgM) o de la fase crónica (producción de altos niveles de IgG) de la infección (18). 

 

 

 

 

1.2. Células T reguladoras 

Fig. 6. Respuesta inmune contra T. gondii. Después de reconocer a la ciclofilina-18 del parásito  por el 

receptor CCR5, o a la Profilina por parte del TLR-11, las células dendríticas (DC) producen IL-12, la cual 

activa linfocitos T CD4+ y CD8+ y células asesinas naturales (NK) para producir altos niveles de IFN-. El 

IFN- activa macrófagos () para que produzcan especies reactivas de oxígeno (ROS), los cuales eliminan a 

T. gondii. También los macrófagos producen TNF-, el cual se encarga de amplificar la respuesta Th1. Las 

células NK y TCD8+ producen Granzima y Perforina, que eliminan al parásito. Para evitar una respuesta Th1 

exacerbada que induzca patología, se requiere de la regulación por parte de la IL-10 que es producida por 

células CD4+, de la lipoxina-A4 (LXA4) que es producida por macrófagos y DC, o de la IL-27 y del TGF-.  
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Desde finales de los años sesenta se reconoció que las células T no sólo participaban en la 

activación de la respuesta inmune, sino que también intervenían en la modulación de ésta. 

En 1969 se demostró que la extracción del timo de ratones normales a los 2 y 4 días de 

haber nacido resultaba en una destrucción severa de los ovarios. En ese momento se sugirió 

que había una hormona secretada en el timo que ayudaba al mantenimiento de los ovarios 

en los ratones (72). En experimentos posteriores se observó que no sólo existía destrucción 

de los ovarios por la extracción del timo, sino también existía la presencia de auto-

anticuerpos en la circulación, así como el desarrollo de múltiples enfermedades 

inflamatorias como tiroiditis, colitis y prostatitis (73). En 1973 se demostró que la 

extracción del timo y una intensa irradiación a ratas adultas, indujo tiroiditis acompañada 

de producción de auto-anticuerpos (74). Sin embargo, el desarrollo tecnológico de ese 

tiempo no favoreció a que se demostrara la existencia de una población pura de células T 

que pudiera participar en la regulación de la respuesta inmune (75,76).  

En 1985 Shimon Sakaguchi observó que la transferencia adoptiva de células T carentes del 

marcador CD5 (Ly-1+) a ratones desnudos (nu/nu), induce inflamación del intestino. 

Cuando realizó experimentos de transferencia adoptiva a los mismos ratones incluyendo la 

población de células CD4+CD5+ no observó el desarrollo de inflamación intestinal. (77). En 

el año 1990 Fiona Powrie describió que la población de células T-CD4+CD45RBlow evita el 

rechazo de trasplantes de piel en ratas atímicas (78). En el año 1995, Sakaguchi describió 

que la tolerancia inmunológica es mantenida por células T-CD4+ que expresan la molécula 

CD25 (79). Es en 1995 cuando empieza formalmente el estudio científico y la descripción 

de las células Tregs.   
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Las células Tregs son una subpoblación de células T-CD4+ que suprimen la respuesta 

inmune fisiológica y patológica, contribuyendo al mantenimiento de la tolerancia 

inmunológica y a la homeostasis inmune (80-82). Las células Tregs se clasifican de acuerdo 

a  su desarrollo y su fenotipo en células Tregs naturales y adaptativas (83,84). 

1.2.1. Células Tregs naturales 

Las células Tregs naturales se originan en el timo como una población de células maduras 

(Fig. 7A) (83,84). En la periferia comprenden del 5 al 10% de las células CD4+ (79) y 

constitutivamente expresan el factor de transcripción Foxp3, que les sirve como regulador 

transcripcional de su desarrollo y su función reguladora de la respuesta inmune (85,86). El 

factor de transcripción Foxp3 es el único marcador específico de las células Tregs en 

ratones; se ha descrito que ratones carentes de Foxp3 (scurfy), desarrollan el síndrome de 

linfoproliferación autoinmune y producen citocinas inflamatorias sin control ocasionando 

su muerte de 4 a 5 semanas después de nacer (87). La autoinmunidad observada en los 

ratones scurfy es muy similar al síndrome IPEX en humanos (Inmunodeficiencia, 

Poliendocrinopatía, Enteropatía, ligado al cromosoma X), que se caracteriza por 

autoinmunidad agresiva causada por mutaciones en el gen Foxp3 (88). Sin embargo, se ha 

demostrado que en células humanas, Foxp3 se expresa después de estimular el TCR de 

células CD4+ no reguladoras, lo que sugiriere que Foxp3 es un marcador de activación en 

humanos (89,90).  

Las células Tregs naturales expresan algunos marcadores de superficie constitutivamente en 

su superficie: CD25, CTLA-4, GITR, y LAG-3 (Fig. 7A) (76,91). Sin embargo, estos 

marcadores también son expresados cuando las células T naïve se activan y por lo tanto, no 
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son exclusivos de la población de las células Tregs (91). En ratones, Foxp3 es expresado 

exclusivamente en las células Tregs naturales, pero se puede inducir su expresión en otras 

de células T activadas CD4+ y CD8+, confiriéndoles actividad supresora (86). 

1.2.2. Células Tregs adaptativas 

Las células Tregs adaptativas pueden ser inducidas bajo condiciones anti-inflamatorias en 

la periferia después de entrar en contacto con las células presentadoras de antígeno, en 

particular DC (92). Por lo tanto, las DC no participan únicamente en la activación de 

células efectoras, sino también regulan la activación de las células, induciendo tolerancia 

(93). Estas DC se conocen como células DC tolerogénicas (94), se caracterizan por ser 

inducidas mediante células Tregs (Fig. 7D) (95) o por el microambiente anti-inflamatorio 

que incluye citocinas anti-inflamatorias como la IL-10 o el TGF-(Fig. 8B) (96,97). Una 

DC tolerogénica tiene un fenotipo con baja expresión de MHC II, CD40, CD80 y CD86, 

alta expresión de CD103 (98) y baja producción de IL-12 (84,92).  

Las células T naïve pueden diferenciarse en células tipo-Tregs naturales, que expresan 

Foxp3+ bajo ciertas condiciones en modelos in vivo e in vitro (Fig. 8C-D) (99,100). Además 

de ser inducidas por DC, las células Tregs adaptativas se pueden desarrollar fuera del timo 

a partir de células TCD4+ naïve (Fig. 8A) (101). En general, el desarrollo en periferia de las 

células Tregs adaptativas depende de la estimulación antigénica específica, y de la 

estimulación por citocinas (Fig. 8B), dando como resultado a las células Tr1 que se 

caracterizan por secretar IL-10 (Fig. 8B)  (102-105) y a las células Th3, que secretan el 

factor de crecimiento transformante (TGF-, Fig. 8B) (106). Las células Tr1 y Th3 se 

caracterizan por no expresar Foxp3 constitutivamente (107) (Fig. 8B), sin embargo lo 
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pueden llegar a expresar, dependiendo del microambiente y de la estimulación antigénica 

(100).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Desarrollo y función de las células Tregs naturales.  A) Después de desarrollarse en el timo y 

migrar a periferia, las células Tregs naturales B) suprimen directamente la actividad efectora de los linfocitos 

o C) pueden utilizar a las células DC para que supriman indirectamente a los linfocitos. D) Las células Tregs 

naturales pueden inducir a que las DC sean tolerogénicas para que supriman a los linfocitos. 



26 
 

1.2.3. Mecanismos de supresión 

Las células Tregs naturales suprimen la  proliferación de células T CD4+ y CD8+, así como 

su producción de citocinas en presencia o ausencia de células presentadoras de antígeno 

(APC) (Fig 7B-C)  (108-111). Las células Tregs también suprimen la proliferación de 

células B incluyendo la producción de inmunoglobulinas y el cambio de isotipo (112). 

Asimismo, las Tregs suprimen la función citotóxica de células NK (113) y la función y 

maduración de las DC (Fig. 7B) (114). Los mecanismos por los que las células Tregs 

suprimen a otras células son: por moléculas de superficie (interacciones célula-célula), 

citocinas, y disrupción metabólica. 

 

 

 

Fig. 8. Desarrollo y función de las células Tregs inducidas. A) Después de desarrollarse en el timo y migrar 

a periferia, las células T-CD4 pueden convertirse en células Tregs por  b) el microambiente anti-inflamatorio, 

particularmente por  citocinas como la IL-10 y el TGF-, dando como resultado a las poblaciones de células 

Tregs Th3 que producen TGF- o Tr1 que producen IL-10 y que pueden o no expresar el Factor de 

transcripción Foxp3; por C) las citocinas anti-inflamatorias producidas por las DC tolerogénicas o por D) el 

condicionamiento directo de las células DC tolerogénicas. 
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1.2.3.1. Moléculas de superficie 

La inducción de la actividad supresora de las Tregs requiere en algunos casos del contacto 

célula-célula (115) a través de  moléculas de membrana entre la célula Treg y la APC, la 

cual funciona como intermediaria (Fig. 7C-D) o entre la células Tregs y la célula no 

reguladora, lo cual se ha demostrado usando “transwells” (110,116). La supresión por 

contacto es consecuencia de la unión de ciertas moléculas de membrana expresadas en las 

células T como CTLA-4 y LAG3, las cuales interactúan con sus ligandos en la APC o en la 

célula no reguladora (Fig. 9A).  

La molécula CTLA-4 expresada en la célula Treg activa la inducción de la enzima 

indoleamin 2,3-dioxigenasa (IDO) en las DC o en la célula  no reguladora. IDO cataliza la 

conversión del triptófano en cineurina y otros metabolitos (117,118), lo que da como 

resultado muy poca disponibilidad de triptofano libre, el cual es requerido para la 

proliferación celular (Fig. 9A) (119-122).  

LAG3 (Lymphocyte activation gene 3, o CD223), es una molécula de adhesión asociada a 

CD4 que se une al MHC II en la APC o en la célula no reguladora (Fig. 9A) (123). Se 

expresa en la superficie de las células Tregs constitutivamente, y en las células T en general 

después de activarse (123). Anticuerpos contra LAG3 eliminan la supresión de las Tregs in 

vivo. La  actividad supresora de ratones knock-out (KO) para LAG3 se reduce in vitro y la 

expresión ectópica de LAG3 en células T naïve les confiere función supresora. Sin 

embargo, ratones deficientes en LAG3 no presentan enfermedades autoinmunes (123). 
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1.2.3.2. Citocinas 

Las citocinas producidas por las células Tregs son otro mecanismo que puede inducir la 

supresión de la respuesta inmune. Se ha descrito una participación fundamental para la IL-

10, el TGF- y la IL-35. 

La IL-10 es una citocina anti-inflamatoria que juega un papel crucial en prevenir patologías 

autoinmunes e inflamatorias (124). Ratones deficientes en IL-10 desarrollan la enfermedad 

inflamatoria del intestino y presentan una respuesta infamatoria exacerbada a distintos 

microorganismos (124). Aunque en algunos casos la respuesta exacerbada favorezca la 

eliminación de algunos patógenos, también existe la posibilidad de desarrollar patología en 

ausencia de IL-10 (125). Se describió primeramente como una citocina del tipo Th2, sin 

embargo, también es producida por células Tregs (125). Actualmente se conoce que la IL-

10 se expresa por un amplio rango de células de la respuesta inmune, las cuales incluyen 

células Th1, Th2, Th17, Tregs de intestino, T-CD8+, B, mácrófagos, DC,  neutrófilos, 

eosinófilos y NK.  (125). Un ejemplo de la participación de la IL-10 en la modulación de la 

respuesta inmune inducida por células Tregs es que la transferencia adoptiva de células T 

CD4+CD25+ indujo tolerancia en ratones a los que se les realizó trasplante alogénico de piel 

y la inyección de anticuerpo que bloquea el receptor de IL-10 aceleró el rechazo al 

trasplante (126).    

El TGF- es una citocina expresada en múltiples órganos incluidos el intestino y el hígado 

que tiene la capacidad de controlar la respuesta inmune. Se ha descrito en forma soluble y 

anclada a la membrana de células Tregs humanas y murinas (Fig. 9B) (127). Sin embargo, 

existen reportes donde las Tregs aisladas de ratones KO para TGF-exhiben actividad 
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supresora normal in vitro (128). Además de mediar la supresión ejercida por las Tregs, el 

TGF- se requiere en el mantenimiento de las Tregs naturales, ya que ratones KO para 

TGF- o el receptor del TGF- (129)presentan un número reducido de células Tregs (130) 

y desarrollan autoinmunidad (131)  

Recientemente se ha descrito a la IL-35 como una citocina inhibitoria que es expresada 

preferencialmente en células Tregs (Fig. 9B) (119,132). La IL-35 es miembro de la familia 

de la IL-12. La expresión ectópica de la IL-35 en células T naïve les confiere actividad 

supresora (119,133). Sin embargo, se requieren más estudios para conocer más a fondo cuál 

es su función dentro de la supresión ejercida por las células Tregs. 

1.2.3.3. Disrupción metabólica 

La IL-2 se requiere para el mantenimiento de las células Tregs en la periferia y para que 

ejerzan su función supresora, ya que las células Tregs constitutivamente expresan el 

receptor de alta afinidad de la IL-2 (134). Ratones deficientes en IL-2 presentan cantidades 

reducidas de células Tregs Foxp3+ (135) y desarrollan espontáneamente la enfermedad 

inflamatoria del intestino entre las 6 y 15 semanas de edad, muriendo entre las 10 y 25 

semanas de edad (135). En la supresión que ejercen directamente las células Tregs sobre 

células no reguladoras, se ha descrito que las células Tregs consumen la IL-2 del medio 

debido a su receptor de alta afinidad; este  mecanismo  se conoce como disrupción 

metabólica  (Fig. 9C) (110,135-138). También se ha propuesto que la supresión ejercida por 

las células Tregs vía el consumo de IL-2 es dependiente de la presencia del TGF- (139). 

Además de la supresión mediada por la IL-2, las células Tregs pueden inducir disrupción 

metabólica por la liberación extracelular de nucleósidos de adenosina. Las células Tregs 
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expresan en su membrana las ecto-enzimas CD39 y CD73, que generan adenosina 

extracelular, la cual suprime a células no reguladoras que expresen el receptor de adenosina 

2 (A2AR) (Fig. 9D) (140-142). 

Otros mecanismos efectores de la supresión de las células Tregs incluyen la liberación de 

perforina y granzima-A (fig. 9E) (143-145). Posiblemente existan otros mecanismos de 

supresión por parte de las células Tregs que serán descritos en el futuro, e inclusive los 

mecanismos actuales pueden llegar a ser más complejos (Fig. 9F). 

1.3. El IFN- 

Los interferones se descubrieron como agentes que interfieren en la replicación de los virus 

(146). Los interferones se clasifican por la especificidad a su receptor en la clase I, II y 

recientemente III. Los interferones tipo I se unen al receptor IFNAR, los interferones tipo II 

se unen al receptor IFNGR y los interferones tipo III se unen al receptor IFNR1 o CRF2-

12 (147). Los interferones tipo I incluyen al IFN-y, los interferones tipo II 

incluyen exclusivamente al interferón- (IFN-) (148,149), mientras que los interferones 

tipo III incluyen al IFN-1, IFN-2 e IFN-3 o IL-29, IL-28A e IL-28B respectivamente 

(147,150). 

El IFN- es una proteína dimérica compuesta de 146 aminoácidos (151). Se han descrito 2 

formas moleculares de la proteína en su forma activa, con un peso de 20 y 25 KDa; estas 

diferencias en el peso se deben a cambios en sus patrones de glicosilación (151). El IFN- 

muestra homología estructural proteica cercana al 40% con los interferones tipo I (151). 
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Fig. 9. Mecanismos de supresión que ejercen las células Tregs. A) Por medio de las moléculas CTLA-4 y 

LAG-3, las células Tregs condicionan a DC que reducen la disponibilidad de IDO en el microambiente para 

las células no reguladoras. B) Las células Tregs suprimen vía factores solubles como la IL-10. La IL-35 o el 

TGF-. C) También pueden suprimir por disrupción metabólica vía IL-2 D) o por las ecto-enzimas CD73-

CD39. E) Se ha descrito la secreción de Perforina y Granzima como mecanismo supresor. F) Probablemente 

existan otros mecanismos por describir. 
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El IFN- se produce principalmente por células T-CD4+, T-CD8+ y células asesinas 

naturales (NK). Sin embargo, se ha demostrado que las células B, T-NK, y APC también 

pueden secretar IFN- en menor grado (152-155). El IFN- es la principal citocina que 

caracteriza una respuesta inmune pro-inflamatoria del tipo Th1. Se ha descrito su 

participación primaria en la activación y función efectora de los macrófagos, induciendo 

directamente sus mecanismos anti-microbiales  y antitumorales como la producción de 

especies reactivas del oxígeno (156,157), además de sobre-regular el procesamiento  las 

vías de señalización  y de presentación antigénicas (157,158). Su función no sólo se 

restringe a la activación de macrófagos y APC en general, sino también participa en la 

amplificación de la actividad de las células NK (152) y en regular la función, producción y 

el cambio de clase de las inmunoglobulinas de las células B (159). El IFN- induce la 

sobre-expresión de las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de 

clase I y II, lo cual aumenta la cantidad y diversidad de péptidos presentados en la 

superficie de las células presentadoras de antígeno (158), y favorece la expresión del MHC-

II en células que no expresan constitutivamente esa molécula (158,160).   

Para que exista la producción de IFN- por parte de los linfocitos T, es necesario que exista 

entrecruzamiento del TCR (158) en conjunto con la estimulación de quimiocinas como 

MIP-1 (161) y citocinas como la IL-12 e IL-18, las cuales son producidas por APC 

(162,163). Para que las células NK produzcan IFN- se requiere de citocinas producidas por 

macrófagos, como el TNF- y la IL-12 (162,163). Como el IFN- es muy tóxico, no se 

debe producir de manera exacerbada, por lo tanto existen reguladores negativos de su 

producción que incluyen citocinas como la IL-4, IL-10, TGF-, así como glucocorticoides 

(162,164,165). 
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1.3.1. El receptor del IFN- y su señalización 

El receptor del IFN- está conformado por dos cadenas IFNGR1, las cuales se asocian con 

dos cadenas IFNGR2 (166,167). Las cadenas IFNGR1 se expresan constitutivamente en 

algunos tipos celulares, pero el factor limitante son las cadenas IFNGR2, que son reguladas 

de acuerdo al estado de diferenciación o activación celular (148,168).  El dominio 

intracelular del IFNGR1 contiene motivos de asociación para la cinasa de tirosina de Janus 

(Jak1) y para un factor citosólico latente, llamado STAT-1 (“signal transducer and activator 

of  transcription”, por sus siglas en inglés) (169,170). 

La fosforilación de STAT-1 es esencial para activar la transcripción de genes blanco. Los 

interferones tipo I y II inducen la fosforilación de STAT-1 principalmente, pero también se 

puede inducir su fosforilación por el lipopolisacárido, la IL-12, IL-2 y el TNF- (171-173). 

Una vez que STAT-1 como homodímero es fosforilado, entra al núcleo y se une a 

elementos promotores para suprimir la transcripción de genes que regulan al IFN-; en 

consecuencia existe la transcripción de genes como la sintasa de óxido nítrico (iNOS), IFN-

 y de factores de transcripción como el Factor Regulador del Interferón (IRF) -1, el cual a 

su vez favorece la transcripción del gen STAT-1 (174-176). 

La activación de STAT-1 in vitro se inhibe con niveles exacerbados de IFN- (177). Otra 

manera de inhibir la activación de STAT-1 es a través de la molécula SOCS-1 (supresor de 

la señalización por citocinas 1), el cual se asocia a las cinasas JAK 1/2, interfiriendo con su 

actividad de cinasas de tirosina y por lo tanto, inhibiendo la señalización inducida por el 

IFN- rio abajo (176). La sobre-expresión de SOCS-1 en ratones transgénicos causa la 
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pérdida de respuesta al IFN-, mientras que ratones SOCS-1 KO producen IFN- de manera 

exacerbada en respuesta a infecciones microbianas (178,179) . 

Los ratones KO para la citocina IFN-, para el receptor de IFN- o para su señalización 

(STAT-1) no presentan defectos ni en el desarrollo ni en el fenotipo,  aparentando una 

funcionalidad completa del sistema inmune (180,181). Sin embargo, estos ratones 

presentan deficiencias en la resistencia a infecciones virales, bacterianas y parasitarias 

(182,183). Las células T de los ratones STAT-1 KO presentan una proliferación 

incrementada, debido a una insuficiencia en la producción de caspasas, lo que evita el 

desarrollo del programa apoptótico (184). Pacientes con mutaciones que inactivan el gen 

que codifica para los genes IFNGR1ó 2, presentan un fenotipo similar al de los ratones KO 

para el receptor de IFN-, siendo altamente susceptibles a bacterias de baja virulencia 

(185,186). Sin embargo, se ha asociado que polimorfismos naturales en el gen de IFN-, 

que no tienen resultados adversos en la respuesta a infecciones bacterianas, virales o 

parasitarias, pueden prevenir el desarrollo de enfermedades relacionadas con la 

inflamación, como enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, osteoporosis y 

diabetes (187,188).  

1.3.2. Apoptosis inducida por IFN- 

Algunos tipos celulares son producidos en grandes cantidades a partir de la médula ósea, y 

la gran mayoría mueren después de su producción por medio de apoptosis (muerte celular 

programada) (189). El IFN- arresta el ciclo celular para proveer señales de sobrevida, o 

que a su vez, el arresto es una señal pro-apoptótica (189). Sin embargo, los niveles de IRF-

1 pueden ser la pieza clave para que el IFN- induzca apoptosis o proteja a la célula de ella 
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(168,190,191). También se ha sugerido que el tiempo en el que se activa STAT-1 tendrá 

como consecuencia apoptosis o sobrevida de la célula, si se activa rápidamente, inducirá 

una señal apoptótica (168). También la apoptosis por caspasa-1, la expresión de FAS y el 

receptor de TNF- en la célula apoptótica se puede inducir por el IFN- (192-194).   
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2. Antecedentes directos 

2.1. Participación de las células Tregs durante la infección con T. gondii 

Además de la tolerancia a lo propio, las células Tregs participan en el control de la 

supresión de la respuesta inmune contra células tumorales (195), de alérgenos (90), de 

trasplantes de órganos alogénicos (196), del feto durante el embarazo (197)  y de microbios 

comensales o patógenos (198).  

La participación de las células Tregs ha sido descrita en varias enfermedades infecciosas y 

se puede resumir en dos grupos distintos (Tabla IV): en el primer grupo se enlistan aquellas 

infecciones donde aumenta el número de células Tregs, lo cual limita la respuesta inmune y 

promueve la persistencia del parásito (Tabla IV) (199). En el segundo grupo la capacidad 

supresora de las células Tregs se ve reducida, lo que concluye en una respuesta inmune 

exacerbada y en la muerte del hospedero (Tabla IV) (200,201). En el caso de algunas 

enfermedades infecciosas no se ha dilucidado qué papel juegan las células Tregs, 

posiblemente por las estrategias experimentales que se han utilizado. (Tabla IV) (200,201).  

Durante la infección con T. gondii en la cepa de ratón B6, se ha descrito que las células 

Tregs disminuyen (202-207), lo cual es consecuencia de 3 mecanismos que incluyen: la 

disminución en la producción de la IL-2 por células CD4+ (206) la transformación de las 

células Tregs CD4+Foxp3+ hacia un fenotipo inflamatorio CD4+Foxp3+T-bet+IFN-+ (206) 

y, la muerte de las células Tregs por el aumento de las moléculas apoptóticas anexina V y 

caspasa 3 (206). La disminución en la producción de IL-2 por células Th1 CD4+ es la causa 

principal tanto de la incapacidad de las células Tregs para suprimir  la  respuesta efectora 
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Papel de las células Tregs Parásito que causa la infección Referencias 

 
 
 
 

Controlar la respuesta inmune 

Leishmania major  (208-210) 

Leishmania amazonensis  (211) 

Schistosoma mansoni (212-214) 

Trypanosoma congolense (215) 

Heligmosomoides polygyrus (216,217) 
 

Litomosoides sigmodontis (218-220) 

Ineficientes ante una 
respuesta inmune exacerbada 

Plasmodium berghei  (221) 

Plasmodium yoeli (222) 

No hay papel de las células 
Tregs 

Trypanosoma cruzi (223-225) 

Tabla IV. Papel de las células Tregs durante distintas enfermedades infecciosas 

 

durante la toxoplasmosis, así como de la limitada sobrevida de las células Tregs, lo que 

resulta en la patología y en la mortalidad del hospedero (206). Otro grupo de investigación 

confirmó que la disminución en la producción de IL-2 es el mecanismo principal por el que 

disminuyen las células Tregs durante la toxoplasmosis y durante una infección por virus 

(vaccinia) y una infección por bacteria (L. monocytogenes) en la cepa de ratón B6 (202). 

Sin embargo, en este trabajo se concluye, contrariamente a lo publicado previamente (206), 

que la disminución de células Tregs debe ser necesaria y transitoria en la fase aguda de la 

infección para el desarrollo de una respuesta inmune óptima (principalmente de células T), 

lo que tendrá como resultado la resistencia del hospedero (202). 
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Nosotros demostramos que existe una disminución del 50% de células Tregs durante la fase 

aguda de la toxoplasmosis en la cepa de ratón BALB/c, la cual es resistente a la infección. 

Sin embargo, cuando la disminución de células Tregs alcanza el 75%, existe 

susceptibilidad. Concluimos que las células Tregs son esenciales durante la protección en la 

fase aguda de la toxoplasmosis. 

Durante el embarazo hay un incremento de las células Tregs en la placenta, mientras que la 

ausencia de células Tregs induce aborto (226,227). Debido a que durante la toxoplasmosis 

existe disminución de células Tregs, se ha demostrado en el modelo murino que esta 

disminución está implicada en el aborto, y que la transferencia adoptiva de células Tregs lo 

previene (205). Asimismo, la administración de antígenos excretores-secretores de T. 

gondii también inducen disminución de células Tregs y aborto, pero la transferencia 

adoptiva de células Tregs reduce el índice de aborto (203).  

En la fase aguda de la toxoplasmosis existe incapacidad de los linfocitos T de proliferar 

ante estímulos mitogénicos y antigénicos (110). Nuestro grupo de trabajo ha demostrado 

que las células Tregs están implicadas en este fenómeno, debido a que presentan un 

fenotipo de activación, lo que las hace más eficientes al suprimir células T CD4+CD25-

Foxp3- in vitro, aun cuando están disminuidas en porcentaje y número durante la fase aguda 

de la infección (228). Asimismo, reportamos que la disrupción metabólica por el consumo 

de IL-2 es consecuencia de una competencia entre las células Tregs y las células T y no se 

requiere de la presencia de APC (110). Por lo tanto, la competencia por el consumo de la 

IL-2 entre las células Tregs y las células T activadas in vitro es la causa de la 

inmunosupresión observada durante la toxoplasmosis, y la muerte de las células T es 

consecuencia de la carencia de IL-2 (110).  
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Recientemente se ha demostrado que se requiere del IFN- de manera sistémica y de la IL-

27 de manera localizada para que las células Tregs sean útiles en la modulación de la 

respuesta inmune durante la toxoplasmosis (229). Por otro lado, se demostró que el IFN- 

inhibe la producción del TGF- en el intestino, induciendo que las células Tregs no 

expresen la ectonucleotidasa CD73, lo que disminuye la capacidad supresora de las células 

Tregs durante la respuesta inmune contra T. gondii (230).   

2.2. Justificación 

Como se mencionó anteriormente, las células Tregs participan en la protección durante la 

fase aguda de la toxoplasmosis y los niveles de células Tregs correlacionan con la 

resistencia a la infección (207,231-233). Asimismo, existe una disminución de esta 

población de células T durante la toxoplasmosis aguda (202-206,228). Sin embargo, se han 

propuesto dos hipótesis para explicar este fenómeno: 1) la disminución de las células Tregs 

induce susceptibilidad a la toxoplasmosis (206) y, 2) la disminución de células Tregs es 

esencial para la generación de una respuesta inmune protectora y resistencia a la infección 

(202). Por lo tanto, se planteó estudiar el papel de las células Tregs durante la 

toxoplasmosis en el ratón B6 por transferencia adoptiva de células Tregs CD4+Foxp3+. Con 

esta estrategia experimental se determinará si la disminución de células Tregs es causa de la 

susceptibilidad de la cepa de ratón B6. 

Por otro lado, el IFN- es la principal citocina implicada en la resistencia a la toxoplasmosis 

(58), pero su producción exacerbada es la principal causa de la susceptibilidad (64). En 

algunos resultados obtenidos durante la realización de la presente tesis, se observó una 

correlación entre la disminución de las células Tregs con un incremento en los niveles de 



40 
 

IFN-sistémico, lo cual sugiere que posiblemente el IFN- está implicado en la 

disminución de células Tregs. En la literatura se ha sugerido que existe una relación entre la 

disminución de células Tregs con los altos niveles de IFN- observados durante la infección 

con T. gondii y que el cambio en el número absoluto de células Tregs es crucial para 

generar susceptibilidad o resistencia (203,232,234). Debido a que existen varios 

mecanismos que generan la disminución de células Tregs, los cuales incluyen la 

transformación en el fenotipo CD4+Foxp3+T-bet+IFN-+ y la muerte de las células Tregs, 

así como la disminución en la producción de IL-2 por células CD4+ (202,206,230), nosotros 

planteamos estudiar si el IFN- es otro mecanismo más que causa la disminución de las 

células Tregs durante la toxoplasmosis. 
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3. Hipótesis y objetivos 

3.1. Hipótesis 

La disminución de células Tregs forma parte de la susceptibilidad observada durante la 

infección con T. gondii. 

3.2. Objetivos 

3.2.1. Objetivo general 

Estudiar el papel de las células Tregs durante la infección con T. gondii en el modelo 

murino. 

3.2.2. Objetivos particulares 

 Analizar el papel de las células Tregs en el ratón B6 por transferencia adoptiva 

de células Tregs. 

 Analizar si las células Tregs controlan la respuesta inmune exacerbada durante 

la toxoplasmosis en el ratón B6, a través de la transferencia adoptiva. 

 Demostrar si el IFN- es un mecanismo más que participa en la disminución de 

las células Tregs 

 Determinar si hay una asociación entre la susceptibilidad y la disminución de 

células Tregs durante la toxoplasmosis. 
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4. Materiales y métodos 

4.1. Ratones 

Se utilizaron ratones hembras de la cepa C57BL/6J (B6) wild-type (WT), C57BL/6J 

Foxp3EGFP knock-in (B6.Cg-Foxp3tm2Tch/J, Laboratorios Jackson) y CD1. También se 

utilizaron ratones machos y hembras BALB/c WT,  BALB/c STAT-1-/- Knock-out  (KO) 

(donados por el Dr. Luis Ignacio Terrazas), BALB/c IFN--/- KO (C.129S7(B6)-IFNgtm1Ts/J, 

Laboratorios  Jackson) y BALB/c Foxp3EGFP knock-in (C.Cg-Foxp3tm2Tch/J, Laboratorios 

Jackson). Todos los ratones se mantuvieron en la Unidad de Modelos Biológicos del 

Instituto de Investigaciones Biomédicas (sede del circuito escolar) en un ambiente 

controlado, con agua y alimento ad-libitum (Harlan™, México) y ciclos de luz 12x12. La 

edad de los ratones al tiempo de los experimentos fue de 8 a 10 semanas. 

4.2. Parásitos e infección de ratones 

4.2.1. Obtención de quistes 

La cepa ME49 de T.gondii (Tipo Il) se mantiene por pasaje in vivo en ratones CD1. Los 

quistes se obtuvieron del cerebro de ratones previamente infectados (de 2 a 3 meses). El 

cerebro fue macerado con un homogenizador con pistilo (Wheaton, Milville, NJ) y se 

tomaron 10l del macerado con una micropipeta, los cuales se colocaron sobre un 

portaobjetos para contar el número de quistes en un microscopio óptico (objetivo 20X). El 

número de quistes obtenido en 10 l se extrapoló a un volumen final de 1 ml. Al menos 2 

personas distintas realizaron el conteo de quistes por muestra. La muestra se ajusta a 200 

quistes por ml de DPBS (apartado 4.12). 

4.2.2. Infección por la vía oral 
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El macerado de cerebro con quistes se colocó en una jeringa de 1 ml (BD Plastipak®), a la 

cual se le insertó en la aguja un tubo de teflón (Cole Parmer®) de 0.02 cm de diámetro con 

aproximadamente 20 cm de longitud. Los ratones fueron anestesiados por aspiración con 

sevorano®, se les insertó el tubo de teflón en la boca hasta llegar al esófago y se les 

inyectaron 100 l del macerado de cerebro con 20 quistes.  

4.2.3. Infección por la vía intraperitoneal 

El macerado de cerebro con quistes se colocó en una jeringa de 1 ml (BD Plastipak®) a la 

cual se le insertó una aguja de 22x32 m de diámetro (BD yale® ultrafine). Después de 

sujetar e inmovilizar al ratón con la mano, se le inyectaron 100 l del macerado de cerebro 

con 20 quistes en el peritoneo. 

4.3. Obtención de sangre 

El ratón se colocó dentro de un inmovilizador sujeto a un soporte universal con pinzas, se 

cortó la punta de la cola del ratón con unas tijeras de disección y con las yemas de los 

dedos se oprimió la cola del ratón para obtener la sangre, la cual se recibió en un tubo 

Eppendorf con 2 U de heparina (apartado 4.12). Se obtuvieron cerca de 100 l de sangre 

por ratón y se almacenó a 4°C hasta el momento de su uso. 

4.4. Obtención de células de bazo 

Se extrajo el bazo y se colocó en una caja de Petri con 5 ml de medio  RPMI 1640 a 4°C. 

Las células se obtuvieron perfundiendo el bazo con 5 ml del medio RPMI (apartado 4.12). 

El medio con células se colocó en un tubo de 15 ml y se dejó sedimentar por 5 mins. El 

medio se decantó a otro tubo y se centrifugó a 1500 rpm por 5 mins descartando el 



44 
 

sobrenadante. El pellet se resuspendió en 1 ml de solución de lisis de eritrocitos (apartado 

4.12) a temperatura ambiente por 5 mins y posteriormente se agregaron 10 ml de DPBS 

(apartado 4.12). Las células se lavaron y se resuspendieron en 10 ml de DPBS. Se contó el 

número de células por exclusión con azul tripano (Gibco™) haciendo una dilución 1:10 y 

contando 10 l de la dilución en una cámara de Neubauer. Las células se almacenaron a 

4°C hasta su uso.  

4.5. Citometría de flujo 

4.5.1. Inmunofluorescencia en células de sangre 

Después de obtener aproximadamente 100 l de sangre, se agregaron los anticuerpos 

específicos (Tabla V) para las moléculas de superficie a analizar resuspendidos en 50 l de 

solución de lavado (apartado 4.12) incubando durante 30 mins a 4°C en la oscuridad. La 

sangre se lavó con 1 ml de solución de lavado, se agregaron 500 l de solución de lisis 

(apartado 4.12) a temperatura ambiente por 5 mins y posteriormente se agregó 1 ml de 

DPBS. Las muestras se centrifugaron a 1500 rpm por 5 mins. En algunos experimentos se 

analizó la expresión intranuclear de factores de transcripción, para lo cual las células se 

prepararon de acuerdo al apartado 4.5.3. Si se analizó únicamente la expresión de 

moléculas de superficie las células se resuspendieron en 350 l de DPBS y se analizaron 

inmediatamente en el citómetro de flujo 

4.5.2. Inmunofluorescencia en células de bazo 

Se colocaron 1x106 células de bazo en un tubo Eppendorf agregando los anticuerpos 

específicos para las moléculas de superficie a analizar, en 100 l de solución de lavado 

(apartado 4.12). Las células se incubaron por 30 mins a 4°C en la oscuridad. Se agregó 1 ml 
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de solución de lavado y se centrifugó a 1800 rpm por 5 mins. Para analizar la expresión 

intranuclear de factores de transcripción, las células se prepararon de acuerdo al apartado 

4.5.3, en caso contrario, si se analizó únicamente la expresión de moléculas de superficie, 

las células se resuspendieron en 350 l de DPBS y se analizaron inmediatamente en el 

citómetro de flujo 

4.5.3. Determinación intranuclear de factores de transcripción 

A las células de sangre o bazo se les agregaron 500 l de solución de fijación (Anti-

mouse/rat Foxp3 staining set, eBioscience™) (apartado 4.12), y se incubó durante 30 mins 

a 4°C en la oscuridad. Se agregó 1 ml de solución de permeabilización 1X (apartado 4.12) 

y se centrifugó a 1800 rpm por 5 mins. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 100 l 

de solución de permeabilización 1X (Anti-mouse/rat Foxp3 staining set, eBioscience™) 

(apartado 4.12) con la cantidad adecuada de anticuerpo para detectar el/los factor(es) de 

transcripción a determinar. Las células se incubaron durante 30 mins a 4°C en oscuridad. 

Se agregó 1 ml de buffer de lavado y se centrifugó a 1800 rpm por 5 mins. Se descartó el 

sobrenadante, se resuspendió en 350 l de DPBS y las células se analizaron 

inmediatamente en el citómetro de flujo. 

4.5.4. Determinación de citocinas intracelulares 

Se incubaron 107 células de bazo con 10 ng/ml de Forbol 12-miristato 14-acetato ( PMA) y 

0.5 g/ml de ionomicina  por 4 hrs (para  IFN-, IL-2 and TNF-) o 12 hrs (para IL-10, IL-

6 and IL-17) en 2 ml de medio RPMI completo (Tabla VII), en placas de 24 pozos (Costar). 

Dependiendo de las citocinas a analizar, se agregó monensina (2 mM, Sigma) a los cultivos 

por 4 hrs para la detección de IFN-, IL-2 y TNF-, o por  6 hrs para la  IL-10, IL-6 e IL-
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17. Durante el tiempo de incubación, las células se mantuvieron en una atmósfera 

humidificada con 5% de CO2, a 37°C. Después del tiempo adecuado de incubación, las 

células se cosecharon, se agregaron los anticuerpos dirigidos contra las moléculas de 

superficie resuspendidos en 100 l de solución de lavado y se incubaron durante 30 mins a 

4°C en la oscuridad. Las células se lavaron y se resuspendieron en 100 l de 

paraformaldehído al 2% en DPBS y se incubaron durante 10 mins a temperatura ambiente 

en la oscuridad. Las células se lavaron con 1 ml de solución de tinción intracelular 

(apartado 4.12) y se resuspendieron en 100 l de la misma solución, la cual contenía la 

cantidad indicada de anticuerpos anti-citocinas a utilizar. Las células se incubaron durante 

10 mins a temperatura ambiente en la oscuridad. Finalmente, las células se lavaron, se 

descartó el sobrenadante, se resuspendieron en 350 l de DPBS y se analizaron 

inmediatamente en el citómetro de flujo. 

4.5.5. Enriquecimiento de células CD4 provenientes de ratones Foxp3EGFP 

108 células de bazo fueron resuspendidas en 900 l de solución MACS (apartado 4.12) y se 

agregaron 100 l de anticuerpo -CD4 unido a perlas magnéticas (Miltenyi Biotec). Las 

células se incubaron por 15 mins a 4°C con agitación constante, se agregaron 10 ml de 

solución MACS fresca y las células fueron centrifugadas a 1500 rpm. Las células se 

resuspendieron en 1 ml de solución MACS  y se transfirieron a una columna de separación 

magnética (LS) la cual estaba sujeta a un imán magnético (Miltenyi Biotec), agregando 3 

ml de solución MACS. Las células de la fracción negativa pasaron gota por gota por en la 

columna LS y fueron recolectadas en un tubo. Cuando pasaron todas las células de la 

fracción negativa, se agregaron 2 ml de solución MACS nueva en la columna LS, se puso 
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un tubo nuevo y se recolectaron las células de la fracción positiva. Las células de ambas 

fracciones se contaron para evaluar el rendimiento. 

4.5.6. Sorting de células Tregs 

107 células CD4+ enriquecidas por MACS fueron resuspendidas en DPBS suplementado 

con 1% de antibióticos. Las  células CD4+ enriquecidas fueron separadas en un citómetro 

FACSAria I (BD®) en la población CD4+Foxp3+ (células Tregs) y en la población 

CD4+Foxp3- de acuerdo a los patrones de tamaño y granularidad establecidos (Fig. 9A y 

10A). Las células separadas fueron recuperadas en tubos Falcon de 5 ml (BD®) con 1 ml 

de medio RPMI suplementado con 10% de SFB y 1% de antibióticos. La pureza obtenida 

en ambas poblaciones siempre fue ≥ 98%. Una vez obtenido el número de células deseadas, 

las células se juntaron en tubos Falcon de 15 ml, se lavaron, se resuspendieron en 1 ml de 

DPBS y se contaron en una cámara de Neubauer, ajustando a 2x106 células/ml   

4.5.7. Cuantificación de citocinas en suero y en sobrenadantes de cultivo 

Utilizamos el kit CBA (Cytometric Bead Array, BD®) para cuantificar citocinas en suero y 

sobrenadante, de acuerdo a lo descrito por el proveedor. Este kit es semejante a una ELISA 

sándwich, con la ventaja de que en 50 l de muestra se pueden cuantificar 7 citocinas 

diferentes. El kit contiene varios componentes que incluyen: proteínas recombinantes, 7 

perlas de captura distintas (una por citocina), anticuerpo de detección acoplado a 

ficoeritrina (PE), medio de cultivo, solución de lavado, y perlas para la calibración del 

citómetro de flujo. 

 Primero se deben reconstituir las proteínas recombinantes liofilizadas en medio de cultivo, 

Una vez reconstituidas, se realizan diluciones seriales hasta llegar a una dilución 1:512, lo 
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cual es necesario para la realización de la curva estándar. Por otro lado, se preparan las 

perlas de captura, que reconocen específicamente cada una de las citocinas a analizar, en 

total 7. Una vez que se conocen cuantas muestras totales se requieren, se toman 10 l de las 

perlas indivuduales por muestra, en total 70 l. Se pusieron en un tubo Eppendorf 50 l de 

la mezcla de perlas de captura, 50 l de la muestra a analizar o de las citocinas 

recombinantes de la curva estándar y 50 l de anticuerpos de detección (PE). Las muestras 

fueron incubadas por 2 hrs a temperatura ambiente en la oscuridad. Mientras las muestras 

fueron incubadas, se realizaron ajustes en el citómetro FACSCalibur o FACSAria (BD®) 

con las plantillas de trabajo que otorga el proveedor (http://bdbiosciences.com/cbasetup) y 

con las perlas de ajuste del citómetro, incluidas en el kit. Se agregó 1 ml de solución de 

lavado a las muestras, se centrifugaron a 1500 RPM, se aspiró el sobrenadante  y se 

resuspendieron en 300 l de solución de lavado para ser analizadas inmediatamente en el 

citómetro de flujo.  

4.5.8. Determinación de la viabilidad de las células Tregs 

La determinación de viabilidad celular se realizó utilizando el colorante Zombie Aqua 

(Biolegend), el cual permite la detección de células viables aun cuando se hayan sometido a 

un proceso de fijación y permeabilización. Para realizar esta tinción se resuspendieron 106 

células de bazo en 100 l de DPBS libres de proteínas. Se agregaron 0.5 l del colorante 

Zombie Aqua incubando durante 20 mins, a temperatura ambiente, en la oscuridad. Se 

agregaron 2 ml de solución de lavado y las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 

mins. Se continuó en el protocolo descrito en el apartado 4.5.3 para la fijación y 

permeabilización de las células. 
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4.5.9. Determinación de números absolutos 

Se extrapoló el número absoluto de células de bazo a partir del número de células por l de 

muestra obtenido en el citómetro Attune (Applied Biosystems), del volumen en el que se 

resuspendió la muestra (350l de DPBS) y del número total de células de bazo contando 

por exclusión con azul tripano en la cámara de Neubauer, de acuerdo a la siguiente fórmula: 

 

 

Número de células por muestra = [#células/l] [350l] 

 

                Número de células por muestra → 106 células iniciales 

                     Número absoluto de células ← número de células en cámara de Neubauer 

 

 

4.5.10. Citómetros 

Se utilizaron los citómetros FACSCalibur y FACSAria de BD®, así como los citómetros 

Attune Azul/rojo y Azul/violeta de Applied Biosystems. Los datos obtenidos en los 

citómetros de flujo fueron analizados con el software FlowJo versión 7.6.5 (Tree Star). 
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4.5.11. Anticuerpos 

 

Anticuerpo Fluorocromo Clona Marca 




-CD4 

FITC  
 

RM4-5 

 
 

Biolegend 
PE/Cy7 

PAcific Blue 
PerCP 
APC 

Brilliant Violet 

-CD8 FITC 5H10 Caltag 
PerCP 53-6.7  

 
 

Biolegend 

Alexa 647 

-CD25 PE PC61 
PerCP 

-CD44 PE IM7 

-CD62L PE MEL-14 
APC/Cy7 

-CD69 PE H1.2F3 
APC 

-CD119 PE 2E2 eBioscience 
REA89 Miltenyi 

-CD127 PE/Cy7 A7R34 Biolegend 
Tonbo 

-Foxp3 Alexa 488 150D  
 
 
 

Biolegend 

-T-bet PE/Cy7 4B10 

-IFN- PE XMG1.2 
PE/Cy7 

-TNF- PE MP6-XT22 

-IL-2 APC JES6-5H4 

-IL-6 PE MPS-20F3 

-IL-10 PE/Cy7 JES5-16E3 

-IL-17 Alexa 647 TC-18H10.1 

Tabla V. Anticuerpos utilizados para citometría de flujo 
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4.6. Transferencia adoptiva de células Tregs 

Las células obtenidas en el apartado 4.5.6 fueron resuspendidas a una concentración de 

2x106 células/ml. Las células fueron colocadas en una jeringa de 1 ml  con una aguja 27G 

(BD Plastipak®) y se inyectaron 100 l de la suspensión celular por vía intravenosa (2x105 

células) a cada ratón. Previamente, el ratón fue colocado en un inmovilizador, 

exponiéndolo a una lámpara de luz roja por aproximadamente 20 segundos, para dilatar las 

venas de la cola del ratón y facilitar la inyección. 

4.7. Cultivos celulares 

4.7.1. Hibridomas 

Se utilizó el hibridoma R4-6A2 productor del anticuerpo monoclonal mAb anti-IFN-  de 

ratón (IgG1 de rata) y el hibridoma F4-1D1 como control de isotipo (IgG1 de rata, regalo 

del Dr. Olivier Denis, Institut Scientifique de Santé Publique, Bruselas, Bélgica). Los 

hibridomas se cultivaron en medio CDM sin suero (Gibco™) (apartado 4.12) suplementado 

con 4% de glutamina, en botellas de 150 cm2 en una atmósfera humidificada conteniendo 

5% de CO2, a 37°C. El medio CDM utilizado para cultivar el hibridoma R4-6A2 fue 

suplementado también con colesterol (1/250 V/V de la solución stock del proveedor, 

Gibco). Cuando las células estuvieron confluentes, se realizó una dilución 1:5 cosechando 

el sobrenadante restante y centrifugando a 1500 rpm por 5 mins. Se descartó el pellet y el 

sobrenadante recuperado se almacenó a -20°C hasta el momento de su uso. 
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4.7.2. Células de bazo estimuladas con -CD3 

A una placa de 48 pozos se le agregaron 100 ml de DPBS con anticuerpo -CD3 (10 

g/ml), incubando durante toda la noche, a 4°C. El DPBS se aspiró y se agregaron 1x105 

células/ml en medio RPMI completo (Tabla VII). Las células se mantuvieron en cultivo en 

una atmósfera humidificada con 5% de CO2, a 37°C durante 24 hrs. Al tiempo establecido 

se cosechó el sobrenadante, se centrifugó a 1500 rpm durante 5 mins y se almacenó a -20°C 

hasta el momento de su uso. 

4.8. Purificación de anticuerpos monoclonales 

El sobrenadante de cultivo obtenido en el apartado 4.7.1, se descongeló en un baño a 37°C 

y se midió el volumen obtenido. Al medio descongelado se le agregó lentamente 

(NH4)2SO4 para llegar a una saturación de 45, en un baño, a 4°C, con agitación constante 

durante 2 hrs. La mezcla se centrifugó a 18000 rpm a 4°C durante 1 hr en una 

ultracentrífuga, se descartó el sobrenadante, el precipitado se resuspendió en el volumen 

mínimo (entre 1 y 2 ml) de PBS pH 7.8, se transfirió a una bolsa de diálisis de 6000-8000 

MWCO (Spectra/Por®) y se dializó con 10 veces el volumen mínimo de PBS pH 7.8 en 

una probeta, con agitación constante por 48 hrs, a 4°C y con cambios del PBS cada 6 hrs. 

Después del tiempo establecido, el dializado se recuperó en un tubo Eppendorf y se 

centrifugó a 15000 rpm por 10 mins. Para cuantificar la concentración de anticuerpo 

obtenido y el rendimiento de la precipitación, se realizó una lectura en un 

espectrofotómetro a =280 nm utilizando la siguiente fórmula: 

[A280/1.25] x [Factor de dilución] = mg/ml de anticuerpo 
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Los anticuerpos se almacenaron en alícuotas de 1 mg/ml  a -20°C. 

4.8.1. Electroforesis desnaturalizante y reductora 

Después de armar la cámara inferior de electroforesis (Hoefer™, SE 600 series) se 

vertieron aproximadamente 25 ml del gel de corrida (sección 4.12), se añadió una capa de 1 

cm de grosor de isobutanol saturado y el gel se dejó polimerizar por 1-2 hrs. Se descartó el 

isobutanol y el gel se enjuagó con agua mQ eliminando el exceso de agua con papel 

Whatman®. Se vertieron aproximadamente 10 ml del gel concentrador (sección 4.12) en la 

parte superior del gel de corrida, teniendo cuidado de colocar el peine (carriles) poco a 

poco, dejando polimerizar por 1 hr. Se retiró el peine y los carriles formados en el gel 

concentrador se lavaron 3 veces con 5 ml buffer de electrodos (sección 4.11). Se aplicaron 

25 g de anticuerpo por carril diluido en el mismo volumen de buffer de muestra 2X. Se 

utilizó el marcador de peso molecular Mark12TM (Invitrogen) para comparar el peso 

molecular de los anticuerpos (sección 4.12). Las cámaras inferior y superior de 

electroforesis fueron llenadas con buffer de electrodos. Las cámaras se conectaron a una 

fuente de poder,  y se corrió a: 60 V, 12.5 mA de corriente máxima y potencia ilimitada, 

durante toda noche.   

4.8.2. Tinción de geles con azul de Coomassie 

Después de sacar el gel de acrilamida de la cámara inferior de electroforesis, se incubó con 

solución de enjuague por 20 mins y se tiñó con de azul de Comassie al 10% diluido en 

solución de enjuague. Sse agregaron 100 ml de solución de lavado (sección 4.11) cada hora 

hasta desteñir. El gel resultante se colocó sobre un trans-iluminador de luz blanca y se 

capturó la imagen con la cámara EDAS-120 y el software ds1D (Kodak). 
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4.8.3. Neutralización de IFN- in vivo 

El anticuerpo -IFN- o su control de isotipo (1 mg/ml) se colocó en una jeringa de 1ml 

(BD Plastipak®). El ratón se inmovilizó sujetándolo de la nuca y de la cola con una sola 

mano. Se inyectaron 500 g de anticuerpo -IFN- o su control de isotipo por vía 

intraperitoneal (ip).  

4.9. Obtención de intestinos 

El ratón sacrificado se colocó en  una cama de unicel sujetando sus patas con agujas. Se 

realizó un corte en la piel, en la región abdominal. El peritoneo se cortó favoreciendo la 

exposición  del intestino, el cual se cortó desde la región proximal al estómago hasta el ano 

del ratón. De acuerdo a los patrones morfológicos se distinguió entre el intestino grueso y el 

delgado. Se descartó el intestino grueso y el intestino delgado se colocó en una caja Petri 

con  5 ml de DPBS. En una jeringa de 10 ml se cargaron 5 ml de DPBS los cuales se 

inyectaron por la luz del intestino para limpiarlo de las heces del ratón. Los análisis 

posteriores se realizaron únicamente en el íleon, que es la sección del intestino más 

próxima al estómago del ratón. 

4.9.1. Histología de intestinos 

El íleon se cortó longitudinalmente y se colocó en 25 ml de solución de formalina al 10%. 

Las muestras fueron embebidas en parafina para su análisis histológico. Las muestras 

embebidas fueron cortadas en secciones de 3 m de grosor y teñidas con hematoxilina y 

eosina. Los cambios observados entre las distintas muestras fueron evaluados en 5 

secciones de cada muestra. 
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4.10. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

4.10.1. Obtención de RNA de íleon 

El íleon de los ratones se colocó por 20 segundos en nitrógeno líquido con la ayuda de unas 

pinzas. Ya en estado sólido, las muestras se colocaron en un mortero, con la ayuda de un 

pistilo se trituraron y se colocaron en un tubo Eppendorf que contenía 500 l de TRIzol 

(Invitrogen) a 4°C. Las muestras se almacenaron a -70°C (REVCO) por al menos 24 hrs. 

Las muestras se descongelaron y se añadieron 100 l de cloroformo agitando 

vigorosamente, dejando incubar a temperatura ambiente por 10 mins. Las muestras fueron 

centrifugadas a 14,000 rpm por 15 mins y se observaron 3 fases. Se tomó únicamente la 

fase superior que era transparente (cerca de 200 l), la cual se colocó en un tubo Eppendorf 

nuevo que contenía 250 l de isopropanol frío y se dejó incubar durante 10 mins a 

temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por 15 mins, se descartó 

el sobrenadante y se agregaron 500 l de etanol al 70%. Las muestras se centrifugaron a 

14,000 rpm por 5 mins y si tenían una tonalidad blanca, se dejaron secar durante 2 hrs, en 

caso contrario se volvieron a lavar con etanol al 70% hasta observar una tonalidad blanca. 

Ya seco el pellet (RNA) se resuspendió en 20 l de H20 dietil-pirocarbonato (DEPC). Para 

cuantificar la cantidad obtenida de RNA, 2 l de cada muestra fueron colocados en una 

placa TAKE3 (Biotek) y fueron analizados en un espectrofotómetro Epoch (Biotek).  

4.10.2. Obtención de DNA de intestino y cerebro 

El íleon o el cerebro de los ratones se colocó por separado en 500 l de solución de lisis 

con proteinasa K (100 g/ml) durante toda la noche, en un termoblock con agitación 

(eppendorf) a 56°C. Las muestras se agitaron en un vórtex hasta deshacer los grumos y se 
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centrifugaron por 10 mins a 14,000 rpm. En un nuevo tubo se colocaron 500 l de 

isopropanol frío y se agregó el sobrenadante de las muestras. Las muestras se agitaron 

ligeramente y se centrifugaron por 5 mins a 14,000 rpm. Después se agregó 1 ml de etanol 

frío al 75% y se centrifugó a 14,000 rpm por 5 mins. Se decantó el sobrenadante y si las 

muestras tenían una tonalidad blanca, se dejaron secar durante 2 hrs, en caso contrario se 

volvieron a lavar con etanol al 75% hasta observar una tonalidad blanca. Ya seco el pellet 

(DNA) se resuspendió en 200 l de H20 dietil-pirocarbonato (DEPC). Para cuantificar, las 

muestras se colocaron en el termoblock a 56°C y se realizó una dilución 1:20 en agua 

DEPC, se tomaron 2 l de esta dilución y se colocaron en la placa TAKE3 (Biotek) y por 

medio del espectrofotómetro Epoch (Biotek) se determinó la concentración de DNA.  

4.10.3. RT-PCR para determinar citocinas en intestino 

El RNA obtenido en el apartado 4.10.1 fue utilizado para obtener cDNA usando el kit 

SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). Una vez obtenido el 

cDNA se cuantificó la cantidad obtenida en el espectrofotómetro Epoch (Biotek) a partir de 

1 l de la muestra final. A partir de 2000 ng de cDNA se amplificaron los genes de 

citocinas. Los cebadores (primers) utilizados para amplificar los genes de citocinas se 

enlistan en la Tabla VI. Para amplificar los genes se utilizaron los kits Taq PCR KK1023 y 

KK1016 (Kappa Biosystems) y el termociclador T100 (BioRAD™). 

4.10.4. PCR para determinar carga parasitaria en intestino y cerebro 

El DNA de cerebro o íleon obtenido en el apartado 4.10.2 fue utilizado para amplificar un 

fragmento de 529 pares de bases (pb) de T. gondii. Se utilizó el kit Taq PCR KK1023, el 

primer descrito en la tabla VI y el termociclador T100 (BioRAD™).  
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Gen Secuencia del primer (5’→3’) Peso 
molecular  

del 
producto 

(pb) 

Temperatura 
de alineación 

(°C)  

referencia 

GAPDH F-CTC ATG ACC ACA GTC CAT GC 
R-CAC ATT GGG GGT AGG AAC AC 

201 54 (235) 

IFN-γ F-AGCGGCTGACTGAACTCAGATTGTAG 
R-GTCACAGTTTTCGCTGTATAGGG 

243 57 (236) 

TNF- F-GGC AGG TCT ACT TTG GAG TCA TTG C 
R-ACA TTC GAG GCT CCA GTG AAT TCG G 

307 59 (236) 

IL-2 F-AGCAGCACCTGGAGCAGCTG 
R-GTCCACCACAGTTGCTGACT 

254 60 (237) 

IL-7 F-GCCTGTCACATCATCTGAGTGCC 
R- CAGGAGGCATCCAGGAACTTCTG 

496 60 (238) 

Actina F- GACTTTGTACATTGTTTTG 
R- TGCACTTTTATTGGTCTCA 

382 58 (239) 

Fragmento 
de 529 pb 

de T. gondii 

F-CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG 
R- CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT 

529 55 (240) 

 Tabla VI. Cebadores o primers utilizados para amplificar los genes descritos. 

 

4.10.5. Geles de agarosa 

Las muestras de los amplificados obtenidos se corrieron en un gel de agarosa (AMRESCO) 

al 1.5%, a 100 V, 350 A, durante 45 mins. Las muestras se digitalizaron con el aparato Fuji 

FLA 5000 y se analizó la expresión de los genes obtenidos en cada gel con el software 

Multi Gauge V. 3.0. La expresión de los genes de citocinas obtenidos a partir de cDNA fue 

normalizada con la expresión del gen constitutivo GAPDH, mientras que la expresión del 

fragmento de 529 pb de T. gondii fue normalizada con la expresión del gen constitutivo de 

actina. 
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4.11. Análisis estadístico 

Las curvas de sobrevida fueron comparadas con una prueba Log-rank. Las diferencias 

estadísticas entre los grupos experimentales fueron determinadas por la prueba t de Student 

o ANOVA de una vía con una post-prueba de comparación múltiple de Tukey. Se obtuvo la 

correlación de Pearson (r) para determinar la relación lineal entre 2 variables distintas. Se 

obtuvo el coeficiente de determinación (r2) para extrapolar los resultados. Todos los análisis 

estadísticos se realizaron con el software Prism 5 (GraphPad). 

4.12. Soluciones utilizadas 

 Dulbecco’s PBS (DPBS) 

138 mM de NaCl, 2.7 mM de KCl, 8.1 mM de Na2HPO4 y 1.2 mM de KH2PO4. 

 Solución de lisis de eritrocitos 

39 mM de NH4Cl, 2.5 mM de KHCO3 y 0.02 mM de EDTA.2Na. 

 Heparina 

Se resuspendieron 10000U de heparina (SIGMA-ALDRICH®) en 10 ml de agua mQ.  

 Solución de lavado (para citometría de flujo) 

DPBS con 1% de FCS (v/v)  y 0.01% de NaN3 (v/v). 

 Solución de tinción intracelular 

DPBS con 1% de SFB (v/v)  y 0.025% de saponina (v/v). 

 Paraformaldehído (tinción intracelular) 

Paraformaldehído al 2% disuelto en DPBS (m/v). 
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 KIT Foxp3 (Anti-mouse/rat Foxp3 staining set, eBioscience™) 

o Solución de fijación 

Diluir 1:4 en la solución diluyente 

o Solución de permeabilización 

El buffer de permeabilización se diluye 1X con agua mQ. 

 Sulfato de amonio (NH4)2SO4 

Se agregó directamente al medio CDM hasta llegar a una saturación del 45% (m/v). 

 PBS pH 7.8 

0.02 M de NaH2PO4 y 0.15 M de NaCl, pH  7.8.  

 Medios de cultivo 

o CDM 

El medio CDM (Chemically-Defined Media) se preparó de acuerdo a las instrucciones 

del distribuidor: se disolvió en agua mQ, se esterilizó con doble filtro Millipore® de 

0.22 m bajo presión positiva de N2 y se guardó en alícuotas de 500 ml a 4°C en 

oscuridad (Gibco™). 

o RPMI 

El medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Gibco™) se preparó de acuerdo a 

las instrucciones del distribuidor, disolviéndolo en agua mQ, ajustando la 

concentración de NaHCO3 a 3.7g/l, y el pH con NaCl. Se esterilizó con doble filtro 

Millipore® de 0.22 m bajo presión positiva de N2 y se guardó en alícuotas de 500 ml 
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a 4°C en oscuridad; en este estado se mantuvo por 2 meses. Si fue requerido, al 

momento de utilizarlo se suplementó de acuerdo a la tabla VII. 

Suplementos Concentración Marca 
Suero fetal bovino 

(FCS) 
10% v/v  

 
 
 

Gibco™ 

L-glutamina 2 mM 
Aminoácidos no 

esenciales  (NEAA) 
10 mM 

Piruvato de sodio 1 mM 

-mercaptoetanol 50 M 
Penicilina-

estreptomicina 
50 IU/ml 

Medio RPMI  
           Tabla VII. Suplementos para medio RPMI 

 Acrilamida 

Se preparó una solución con 30% de acrilamida (m/v), 0.89% de bis-acrilamida (m/v). 

Se filtró por membrana de 0.22 m (Millipore®) y se guardó a 4°C en oscuridad.  

 Tris 1 M pH 6.8 

12.1 g de TRIZMA Base se disolvieron en 80 ml de agua mQ. El pH se ajustó a 6.8 

con HCl 6 N, se aforó a 100 ml con agua mQ, se filtró en membrana de 0.22 m 

(Millipore®), se autoclaveó y se guardó a 4°C. 

 

 Tris 1 M pH 8.8 

36.33 g de TRIZMA Base se disolvieron en 160 ml de agua mQ. El pH se ajustó a 8.8 

con HCl 6 M, se aforó a 200 ml con agua mQ, se filtró por membrana de 0.22 m 

(Millipore®), se autoclaveó y se guardó a 4°C. 
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 SDS al 10% (m/v) 

10 g de SDS se disolvieron en agua mQ autoclaveada. Se aforó a 100 ml; se filtró por 

membrana de 0.22 m (Millipore®) y se guardó a temperatura ambiente. 

 Solución de muestra (-mercaptoetanol) 

Para preparar 25 ml de solución de muestra 2X, se utilizaron 1.25 g de SDS,  3.125 ml 

de Tris 1 M pH 6.8, 2.5 ml de  -mercaptoetanol, 2.5 mg de azul de bromofenol, 5 ml 

de glicerol y se aforó a 25 ml con agua mQ. Se guardaron alícuotas de 900 l a -20°C. 

 TEMED 

N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (Bio-RAD™).  

 Persulfato de amonio 

Persulfato de amonio al 10% (m/v) disuelto en agua mQ, (Bio-RAD™). 

 Isobutanol saturado 

A 10 ml de isobutanol se le agregó agua mQ hasta saturar. El isobutanol queda en la 

capa superior. 

 Buffer de electrodos 

Para preparar 5L se agregaron 15 g de TRIZMA Base, 72 g de glicina y 5 g de SDS. Se 

almacenó a 4°C. 

 Composición del gel de corrida 

10 ml de acrilamida-bisacrilamida, 12 ml de agua, 7.5 ml de Tris 1 M pH 8.8 y 0.3 ml 

de SDS al 10%. 
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 Composición del gel concentrador 

1.7 ml de acrilamida-bisacrilamida, 9.1 ml de agua, 1.6 ml de Tris 1 M pH 6.8 y 0.125 

ml de SDS al 10%. 

 Marcadores de peso molecular (MPM) para electroforesis de acrilamida 

Mark12™ Unstained Standard (Invitrogen™) 1X. Se utilizan 15 l por carril.  

 Solución de enjuague 

Ácido acético al 7% (v/v). 

 Solución de lavado (para geles de agarosa) 

Ácido acético al 5% (v/v). Metanol al 10%(v/v). 

 Azul de Coomassie 

Azul de Coomassie R250 al 1% (m/v). 

 Solución TBE 10X 

Para preparar 3 L se utilizaron 324 g de TRIZMA Base, 165 g de ácido bórico, 120 ml 

de EDTA 0.5 M pH 8.0. 

 

 Gel de agarosa 

Se disolvieron 0.6 g de agarosa (AMRESCO) en 40 ml de solución TBE 10X en un 

horno de microondas. Una vez disuelta la agarosa, se agregaron 5.3 ml de bromuro de 

etidio y el gel se dejó polimerizar por 30 mins, en un soporte del tamaño de la cámara 

de electroforesis (LabNet) con un peine para formar los carriles. Una vez que el gel 
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polimerizó, se colocó en la cámara de electroforesis que estaba repleta de solución 

TBE 10X. 

 MPM para electroforesis de agarosa 

100 bp Plus DNA Ladder (ThermoScientific), se utilizaron 2 l por carril. 

 Bromuro de etidio 

Bromuro de etidio grado biología molecular 10 mg/ml (Promega) 
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5. Resultados 

5.1. Papel de las células Tregs en la modulación de la respuesta inmune durante la 

infección con T. gondii en la cepa de ratón B6 

La cepa de ratón C57BL/6J (B6) es susceptible a la infección oral con la cepa ME49 de T. 

gondii, (35,64,241,242) y presenta una reducción en porcentaje y número de células Tregs 

(202,206). Para estudiar si la reducción de células Tregs está implicada en la 

susceptibilidad de la cepa B6, se infectaron ratones con 20 quistes ME49 de T. gondii por 

vía oral y 2 días después se transfirieron por vía intravenosa (iv) 2x105 células Tregs.  

Para aislar a las células Tregs, en un primer experimento se marcaron células de bazo de 

ratones Foxp3EGFP con anticuerpo anti-CD4 acoplado al fluorocromo ficoeritrina (PE) y las 

células CD4+ fueron separadas en células Tregs o células Foxp3- en un citómetro 

FACSAria. Se obtuvo una pureza superior al 95% en ambas poblaciones (Fig. 10A). Se 

observó que los ratones infectados (inf) y los  ratones infectados transferidos con células 

CD4+Foxp3- (inf/CD4+Foxp3-) fueron susceptibles a la infección, pero los ratones 

infectados y transferidos con células Tregs presentaron una sobrevida prolongada a lo largo 

de 30 dpi (Fig. 10B). Asimismo, se observó que los ratones infectados y transferidos con 

células Tregs no disminuyeron su peso como los ratones inf y los ratones inf/CD4+Foxp3-, 

pero no se observaron diferencias significativas (Fig. 10C). Estos resultados sugieren que la 

disminución de células Tregs durante la infección con T. gondii está implicada en la 

susceptibilidad de la cepa B6. Sin embargo, cuando realizamos este primer experimento el 

tiempo invertido para la obtención y separación del número de células Tregs necesarias 

para el experimento fue cercano a 8 horas.  
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Para el siguiente experimento, primero se enriqueció la población CD4+ de células de bazo 

con perlas magnéticas por selección positiva y posteriormente se realizó la separación de 

células Tregs y células CD4+Foxp3- en el citómetro FACSAria. El tiempo para obtener las 

células Tregs necesarias se redujo a una hora, obteniendo una pureza ≥ 98% tanto de las 

células Tregs, así como de las células CD4+Foxp3- (Fig. 11A).  

Debido a que nuestro grupo de trabajo ha descrito que las células Tregs de ratones 

infectados con T. gondii presentan un fenotipo de activación y tienen una mayor actividad 

supresora (228), se analizó si las células Tregs provenientes de ratones Foxp3EGFP 

infectados inducen una mayor protección que las células Tregs de ratones foxp3EFGP no 

infectados. Los ratones Foxp3EGFP de los que se obtuvieron las células para transferir fueron 

infectados 7 días antes de la transferencia adoptiva. Se observó que los ratones inf y los 

ratones inf/CD4+Foxp3- presentaron una sobrevida disminuida a lo largo del experimento 

(Fig. 11B), sin importar si las células transferidas provinieron de ratones no infectados o 

infectados. Los ratones infectados y transferidos con células Tregs presentaron una 

sobrevida prolongada, independientemente del origen de las células Tregs (Fig. 11B). Se 

observó que disminuyó el peso de los ratones en todos los grupos experimentales, sin 

embargo, el peso de los ratones infectados y transferidos con células Tregs no disminuyó 

drásticamente, sin importar el origen de las células Tregs (Fig. 11C). Por lo tanto, las 

células Tregs de ratones infectados tienen la misma capacidad protectora que las células 

Tregs de ratones no infectados. En los experimentos subsecuentes se utilizaron únicamente 

células Tregs de ratones no infectados, porque fue más fácil su aislamiento. 
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Con base en la literatura se determinó que el tiempo para realizar la transferencia adoptiva 

de células Tregs debe ser después de infectar a los ratones (203,205). Sin embargo, 

posiblemente se podrían observar diferencias en la sobrevida y en el peso si se transfieren 

células Tregs antes de infectar a los ratones. En otro experimento se transfirieron células 

Tregs dos días antes de infectar a los ratones, pero no se observaron diferencias ni en la 

Fig. 10. La transferencia adoptiva de células Tregs prolonga la sobrevida durante la infección con 

T. gondii. Ratones B6 fueron infectados con 20 quistes Me49 de T. gondii por vía oral y a los 2 dpi 

fueron transferidas 2x105 células Tregs o células CD4+Foxp3- (control). A) Dot-plot representativo de la 

estrategia de obtención de células Tregs o células CD4+Foxp3-. B) Sobrevida, *p<0.05, prueba Log Rank. 

C) El porcentaje de cambio en el peso se obtuvo a partir de comparar el peso del día cero (tomándolo 

como 0%) con el peso obtenido en cada día post-infección. Ratones no infectados (), inf (), 

inf/CD4+Foxp3- () o infectados transferidos con células Tregs () (B,C). 
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sobrevida (Fig. 11D) ni en el peso (Fig. 11E) entre los distintos grupos experimentales. Por 

lo tanto, se decidió continuar con la transferencia adoptiva de células Tregs 2 días después 

de infectar a los ratones, porque la protección se observa únicamente cuando las células se 

transfieren durante la infección.   

 

 

 

 

 

 

Fig. 11. La transferencia adoptiva de células Tregs proveniente de ratones no infectados e infectados 

prolonga la sobrevida durante la infección con T. gondii. Ratones B6 fueron infectados con 20 quistes Me49 

de T. gondii por vía oral y a los 2 dpi fueron transferidas 2x105 células Tregs o células CD4+Foxp3- (control) 

provenientes de ratones no infectados e infectados. A) Dot-plot representativo de la estrategia de obtención de 

células Tregs o células CD4+Foxp3-. B) Sobrevida, *p<0.05, prueba Log Rank. C) El porcentaje de cambio en el 

peso se obtuvo a partir de comparar el peso del día cero (tomándolo como 0%) con el peso obtenido en cada día 

post-infección. D) Sobrevida de ratones transferidos 2 días antes de la infección, *p<0.05, prueba Log Rank. E) 

Porcentaje de cambio de peso en los ratones transferidos 2 días antes de infectar Ratones no infectados (), inf 

(), inf/CD4+Foxp3- () o infectados transferidos con células Tregs () (B-E). Ratones transferidos con 

inf/CD4+Foxp3- () o con Tregs de ratones infectados () (B,C). 
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Con base en los experimentos anteriores, se transfirieron células Tregs de ratones no 

infectados a los 2 dpi para analizar nuevamente la sobrevida y el peso. Se observó que los 

ratones inf presentaron una sobrevida disminuida a lo largo del experimento (Fig. 12A), al 

igual que los ratones inf/CD4+Foxp3- (Fig. 12A). Sin embargo, los ratones infectados y 

transferidos con células Tregs presentaron un incremento significativo en la sobrevida (Fig. 

12A). El peso de los ratones inf y de los ratones inf/CD4+Foxp3- disminuyó en 

comparación con el peso de los ratones infectados y transferidos con células Tregs, aunque 

no hubo diferencias significativas debido a la desviación estándar (Fig. 12B). Todos estos 

resultados sugieren que la disminución de células Tregs durante la infección con T. gondii 

está implicada en la susceptibilidad de la cepa B6.  

Debido a que se observó una sobrevida prolongada en los ratones infectados y transferidos 

con células Tregs, se analizó la carga parasitaria en el cerebro por dos técnicas distintas: 

contando el número de quistes en el microscopio y por medio de PCR, las cuales han sido 

reportadas para determinar la carga parasitaria durante la infección con T. gondii (243-245). 

Se infectó a los ratones con 20 quistes ME49 de T. gondii, 2 días después se transfirieron 

2x105 células Tregs y a los 30 dpi fueron sacrificados para analizar la carga parasitaria (Fig. 

12C-D). Al usar las dos técnicas para la cuantificación, se observó que la carga parasitaria 

aumentó en los ratones infectados y transferidos con células Tregs (Fig. 12C-D). Estos 

resultados nos sugieren que aunque la transferencia de células Tregs prolonga la sobrevida 

(Fig. 10B, 11B y 12A) sorprendentemente, también induce una mayor carga parasitaria en 

el cerebro. 
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Fig. 12. La transferencia adoptiva de células Tregs prolonga la sobrevida, pero induce una mayor 

carga parasitaria en cerebro durante la infección con T. gondii. Ratones B6 fueron infectados con 20 

quistes Me49 de T. gondii por vía oral y a los 2 dpi fueron transferidas 2x105 células Tregs o células 

CD4+Foxp3- (control). A) Sobrevida, *p<0.05, prueba Log Rank. B) El porcentaje de cambio en el peso 

se obtuvo a partir de comparar el peso del día cero (tomándolo como 0%) con el peso obtenido en cada 

día post-infección. C) El número de quistes se obtuvo a partir de contar de 2 a 4 alícuotas de 10 l por al 

menos 2 personas diferentes como se describe en materiales y métodos. D) Gel de agarosa representativo 

de un fragmento de 529 pb de T. gondii y del gen de actina en 1) ratones no infectados, 2) infectados, 3) 

infectados transferidos con células CD4+Foxp3- y 4) infectados transferidos con células Tregs; así como 

la expresión relativa de los mismos genes. Datos representativos de 5 experimentos independientes (A, B 

y C) y totales de 2 experimentos independientes (C y D). Ratones no infectados (), ratones infectados 

(), infectados transferidos con células CD4+Foxp3- () o infectados transferidos con células Tregs (). 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba ANOVA de una vía con una post-prueba de Tukey. 
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Se ha demostrado que la causa de la mortalidad en la cepa de ratón B6 es la respuesta 

inmune inflamatoria Th1 exacerbada que se genera en el intestino  (35,64,241,242,246,247); 

por otro lado se ha demostrado que las células Tregs controlan la respuesta inmune 

inflamatoria Th1 durante algunas enfermedades parasitarias (Tabla IV). Por lo tanto, se 

analizó si la transferencia adoptiva de células Tregs atenúa el daño en el intestino. Para tal 

fin, se infectaron ratones con 20 quistes ME49 de T. gondii, 2 días después se transfirieron 

2x105 células Tregs y a los 7 dpi los ratones se sacrificaron para aislar el intestino y 

analizar por histología cambios morfológicos de acuerdo a lo descrito en Materiales y 

Métodos. Los ratones no infectados no presentaron alteración alguna en la morfología del 

intestino (Fig. 13A). Los ratones inf presentaron una destrucción severa de la mucosa 

intestinal, necrosis en las vellosidades y necrosis en las glándulas intestinales (Fig. 13B). 

Los ratones inf/CD4+Foxp3- presentaron un incremento en el infiltrado inflamatorio 

principalmente en la mucosa, en las vellosidades y en las glándulas intestinales (Fig. 13C). 

Sin embargo, los ratones infectados y transferidos con células Tregs presentaron una 

hiperplasia ligera en el epitelio y en las criptas intestinales, un infiltrado inflamatorio 

moderado en la mucosa intersticial sin destrucción en la submucosa y en la capa muscular 

(Fig. 13D). Estos resultados demuestran que la transferencia adoptiva de las células Tregs 

reduce el daño en el intestino, que es la causa de la susceptibilidad de la cepa B6. Con el fin 

de conocer si la disminución en el daño en el intestino es consecuencia de una respuesta 

inmune disminuida, o es debido a una menor carga parasitaria, se analizó por RT-PCR la  

expresión  de  las  citocinas  inflamatorias  IFN-  y TNF-  en  el  intestino  de  ratones  

provenientes  de los grupos experimentales descritos anteriormente. 
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Fig. 13. Regulación de la respuesta inmune en intestino por la transferencia adoptiva de células 

Tregs durante la infección con T. gondii. Ratones B6 fueron infectados con 20 quistes Me49 de T. 

gondii por vía oral y a los 2 dpi fueron transferidas 2x105 células Tregs o células CD4+Foxp3- (control). 

Tinción con hematoxilina y eosina a los 7 dpi de muestras representativas del intestino de ratones A) no 

infectados, B) infectados, C) infectados transferidos con  células CD4+Foxp3- o D) infectados transferidos 

con células Tregs. E) Gel de agarosa representativo de la amplificación de los genes de IFN-,TNF- y 

GAPDH y expresión relativa de los genes IFN- y TNF- comparados con el gen constitutivo GAPDH a 

los 7 dpi en muestras de intestino de 1) ratones no infectados, 2) infectados, 3) infectados transferidos con 

células CD4+Foxp3- y 4) infectados transferidos con células Tregs;. F) Gel de agarosa representativo de 

un fragmento de 529 pb de T. gondii y del gen de actina en los distintos grupos experimentales así como 

la expresión relativa de los mismos genes. Datos representativos de 3 experimentos independientes (A, B, 

C y D) y totales de 2 experimentos independientes (E y F). Ratones no infectados (), infectados (), 

infectados transferidos con células CD4+Foxp3- () o infectados transferidos con células Tregs () (E y 

F). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba ANOVA de una vía con una post-prueba de Tukey. 
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Se observó un aumento en la expresión del IFN- y TNF- en los ratones inf y en los 

ratones inf/CD4+Foxp3- (Fig. 13E). Sin embargo, no se observó un aumento en la expresión 

del IFN- y TNF- en los ratones infectados y transferidos con células Tregs, inclusive la 

expresión de estos genes fue muy similar a la de ratones no infectados (Fig. 13E). Al 

analizar la carga parasitaria por la expresión de un fragmento no codificante de 529 pb de 

T. gondii, se observó que la expresión del gen en todos los grupos experimentales fue 

similar (Fig. 13F). Todos estos resultados sugieren que la transferencia adoptiva de células 

Tregs disminuye la respuesta inmune que se genera en el intestino contra T. gondii, pero no 

tiene efecto en la carga parasitaria.  

Con base en los resultados anteriores en los que se observó disminución de la respuesta 

inmune en el intestino por la transferencia adoptiva de células Tregs, se analizaron los 

niveles sistémicos de citocinas a los 7 dpi. Se infectaron ratones B6 con 20 quistes ME49 

de T. gondii por vía oral y 2 días después se transfirieron por vía intravenosa (iv) 2x105 

células Tregs. Se observó un aumento significativo en los niveles del IFN-, TNF-, de la 

IL-10 e IL-6 en los ratones inf y en los ratones inf/CD4+Foxp3- (Fig. 14). De manera 

interesante, se observó que los niveles sistémicos del IFN- y TNF- no aumentaron de 

manera tan exacerbada en los ratones infectados y transferidos con células Tregs, pero los 

niveles de la IL-10 e IL-6 se mantuvieron similares a los de ratones infectados (Fig. 14). 

Estos resultados demuestran que la transferencia adoptiva de células Tregs también 

disminuye la respuesta inflamatoria sistémica durante la infección aguda con T. gondii. 
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Fig. 14. Disminución de la producción de citocinas sistémicas inflamatorias  por la transferencia 

adoptiva de células Tregs durante la infección con T. gondii. Ratones B6 fueron infectados con 20 

quistes Me49 de T. gondii por vía oral y a los 2 dpi fueron transferidas 2x105 células Tregs o células 

CD4+Foxp3- (control). Niveles en suero de IFN-, TNF-, IL-10 e IL-6 a los 7 dpi. Ratones no infectados 

(), infectados (), infectados transferidos con células CD4+Foxp3- () o infectados transferidos con 

células Tregs (). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba ANOVA de una vía con una post-prueba de 

Tukey. 
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Durante la infección con T. gondii, las células CD4+ productoras de IFN- están implicadas 

en la susceptibilidad de la cepa B6 (55). Debido a que se observó una clara disminución de 

la respuesta inflamatoria sistémica y en el intestino por la transferencia adoptiva de células 

Tregs, se analizó si esto es consecuencia de una disminución en la producción de IFN- por 

las células T-CD4+. Se infectaron ratones con 20 quistes ME49 de T. gondii, 2 días después 

se transfirieron 2x105 células Tregs y a los 7 dpi los ratones se sacrificaron para analizar en 

el bazo la producción de IFN- e IL-2 en células CD4+ estimuladas con PMA-ionomicina. 

Se observó una producción basal de IFN- e IL-2 por células CD4+ en los ratones no 

infectados (Fig. 15A y 4B). En los ratones inf y e inf/CD4+Foxp3- aumentaron las células 

CD4+  productoras IFN- mientras que disminuyeron las células CD4+ productoras de IL-2 

(Fig. 15A-B). Sin embargo, se observó que en los ratones infectados y transferidos con 

células Tregs no aumentaron las células CD4+ productoras de IFN- y no disminuyeron las 

células CD4+ productoras de IL-2 de manera significativa (Fig. 15A-B). Es importante 

mencionar que el efecto descrito en todos los grupos experimentales se vio reflejado en el 

porcentaje y en el número absoluto de células CD4+ productoras de IFN- e IL-2 (Fig. 15A-

B). Cuando se analizó la producción de IFN- por células CD8+ se observó un incremento 

significativo en porcentaje y número causado por la infección, mientras que la transferencia 

de células Tregs o CD4+Foxp3- no cambian las células CD8+ productoras de IFN- (Fig. 

15A-B). Estos resultados demuestran que la transferencia adoptiva de células Tregs 

disminuye la producción de IFN- y de IL-2 únicamente en células CD4+. 
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Fig. 15. La transferencia adoptiva de células Tregs disminuye la producción de citocinas por células CD4+ 

durante la infección con T. gondii. Ratones B6 fueron infectados con 20 quistes Me49 de T. gondii por vía oral y 

a los 2 dpi fueron transferidas 2x105 células Tregs o células CD4+Foxp3- (control). A) Density-plots 

representativos del porcentaje de células CD4+ productoras de IFN- e IL-2 o de células CD8+ productoras de IFN-

 en el bazo a los 7 dpi. La región de linfocitos fue definida de acuerdo a las características de tamaño (FSC) y 

granularidad (SSC). La captura de las poblaciones se realizó tomando 10,000 eventos de células CD4+ o CD8+. B) 

datos totales de 2 experimentos independientes del porcentaje y número de las células CD4+ productoras de IFN- 

e IL-2, así como de las células CD8+ productoras de IFN-. Ratones no infectados (), infectados (), infectados 

transferidos con células CD4+Foxp3- () o infectados transferidos con células Tregs (). *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001; prueba ANOVA de una vía con una post-prueba de Tukey. 
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Se analizó también la producción de citocinas intracelulares IL-6, IL-10 e IL-17 en las 

células CD4+, e IL-2, IL-6, IL-10, IL-17 y TNF- en las células CD8+. Se observó un 

aumento causado por la infección en la mayoría de citocinas intracelulares, siendo más 

notable en la producción de IL-2 y TNF- por células CD8+, pero no hubo efecto alguno 

causado por la transferencia adoptiva de células Tregs o células CD4+Foxp3- (Fig. 16). Por 

lo tanto, la transferencia adoptiva de células Tregs disminuye únicamente la producción de 

IFN- e IL-2 en células CD4+ (Fig. 15A-B). 

 

 

 

 

Fig. 16. Citocinas intracelulares analizadas donde no se observó efecto por la transferencia adoptiva de 

células Tregs o CD4+Foxp3- durante la infección con T. gondii. Ratones B6 fueron infectados con 20 quistes 

Me49 de T. gondii por vía oral y a los 2 dpi fueron transferidas 2x105 células Tregs o células CD4+Foxp3- 

(control).  Las células se estimularon de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos. Datos representativos del 

porcentaje de células de bazo de 2 experimentos independientes.  La región de linfocitos fue definida de acuerdo a 

las características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). La captura de las poblaciones se realizó tomando 10,000 

eventos de células CD4+ o CD8+. 
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Debido a que se observó que la transferencia adoptiva de células Tregs evita que aumente 

la producción de IFN- y que disminuya la producción IL-2 por las células CD4+ (Fig. 15), 

se evaluó el estado de activación de las células CD4+, analizando la expresión de las 

moléculas CD25, CD62L y CD69 (248-250). Se observó que aumentó el porcentaje y 

número de las células CD4+ que expresan CD25 y CD69 en los ratones inf y en los ratones 

inf/CD4+Foxp3- (Fig. 17A-B). Sin embargo, se observó que hubo sólo un ligero incremento 

en porcentaje y número absoluto de las células CD4+ que expresan CD25 y CD69 en los 

ratones infectados y transferidos con células Tregs (Fig. 17A-B). La molécula CD62L tiene 

un patrón de expresión inverso al de las moléculas CD25 o CD69 (251,252), por lo que se 

observó que la expresión de la molécula CD62L fue restaurada en porcentaje y número 

absoluto por la transferencia adoptiva de células Tregs (Fig. 17A-B).  

También se analizó la expresión de las moléculas CD25, CD62L y CD69 en las células 

CD8+. Se observó que por la infección aumentó el porcentaje de las células CD8+ que 

expresan CD25, CD62L o CD69 pero no se observó efecto alguno por la transferencia 

adoptiva de células Tregs o células CD4+Foxp3- (Fig. 18). Estos resultados sugieren que la 

transferencia adoptiva de células Tregs disminuye la activación únicamente de las células 

CD4+. 

Cuando se analizó el nivel de expresión de las moléculas CD25+ y CD69+ con base en la 

intensidad media de fluorescencia (MFI) en las células CD4+, se observó que en los ratones 

inf y en los ratones inf/CD4+Foxp3- aumentó la MFI de las moléculas CD25+ y CD69+, 

pero por la transferencia adoptiva de células Tregs aumentó ligeramente la MFI (Fig. 19A-

B). 



78 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17. La transferencia adoptiva de células Tregs disminuye la activación de las  células CD4+ 

durante la infección con T. gondii. Ratones B6 fueron infectados con 20 quistes Me49 de T. gondii por 

vía oral y a los 2 dpi fueron transferidas 2x105 células Tregs o células CD4+Foxp3- (control). A) Density-

plots representativos del porcentaje de células CD4+ expresando las moléculas CD25, CD69 y CD62L en 

el bazo a los 7 dpi. La región de linfocitos fue definida de acuerdo a las características de tamaño (FSC) y 

granularidad (SSC). La captura de las poblaciones se realizó tomando 10,000 eventos de células CD4+. B) 

datos totales de 2 experimentos independientes del porcentaje y número de las células CD4+ expresando 

las moléculas CD25, CD69 y CD62L.Ratones no infectados (), infectados (), infectados transferidos 

con células CD4+Foxp3- () o infectados transferidos con células Tregs () (B). *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001; prueba ANOVA de una vía con una post-prueba de Tukey. 
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Todos estos resultados demuestran que la transferencia adoptiva de células Tregs reduce la 

activación de las células CD4+. 

Los resultados obtenidos en esta sección son el objeto del artículo que fue publicado en la 

revista Microbes and Infection.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18. La transferencia adoptiva de células Tregs o CD4+Foxp3- no tiene efecto en la activación de 

las  células CD8+ durante la infección con T. gondii. Ratones B6 fueron infectados con 20 quistes Me49 

de T. gondii por vía oral y a los 2 dpi fueron transferidas 2x105 células Tregs o células CD4+Foxp3- 

(control). Datos totales de 2 experimentos independientes del porcentaje y número de las células CD8+ 

expresando las moléculas CD25, CD69 y CD62L.Ratones no infectados (), infectados (), infectados 

transferidos con células CD4+Foxp3- () o infectados transferidos con células Tregs (). La región de 

linfocitos fue definida de acuerdo a las características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). La captura 

de las poblaciones se realizó tomando 10,000 eventos de células CD8+. 
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Fig. 19. La transferencia adoptiva de células Tregs disminuye la expresión de distintas moléculas de 

activación  en las  células CD4+ durante la infección con T. gondii. Ratones B6 fueron infectados con 

20 quistes Me49 de T. gondii por vía oral y a los 2 dpi fueron transferidas 2x105 células Tregs o células 

CD4+Foxp3- (control). A) Histogramas representativos del número de células CD4+ expresando las 

moléculas CD25 y CD69 en el bazo a los 7 dpi. La región de linfocitos fue definida de acuerdo a las 

características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). La captura de las poblaciones se realizó tomando 

10,000 eventos de células CD4+. B) datos totales de 2 experimentos independientes de la intensidad media 

de fluorescencia (MFI) de las moléculas CD25 y CD69 en las células CD4+. Ratones no infectados (), 

infectados (), infectados transferidos con células CD4+Foxp3- () o infectados transferidos con células 

Tregs () (B). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba ANOVA de una vía con una post-prueba de 

Tukey. 
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Abstract
Infection of C57BL/6J mice with the parasite Toxoplasma gondii triggers a powerful Th1 immune response that is detrimental to the host.
During acute infection, a reduction in CD4þFoxp3þ regulatory T cells (Treg) has been reported. We studied the role of Treg during T. gondii
infection by adoptive transfer of cells purified from transgenic Foxp3EGFP mice to infected wild type animals. We found a less severe weight loss,
a significant delayed mortality in infected Treg-transferred mice, and reduced pathology of the small intestine that were associated with lower
IFN-g and TNF-a levels. Nevertheless, higher cyst number and parasite load in brain were observed in these mice. Treg-transferred infected
mice showed reduced levels of both IFN-g and TNF-a in sera. A reduced number of CD4þ T cells producing IFN-g was detected in these mice,
while IL-2 producing CD4þ T cells were restored to levels nearly similar to uninfected mice. CD25 and CD69 expression of CD4þ T cells were
also down modulated. Our data show that the low Treg cell number are insufficient to modulate the activation of CD4þ T cells and the production
of high levels of IFN-g. Thus, a delicate balance between an optimal immune response and its modulation by Treg cells must exist.
© 2015 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Toxoplasmosis is an infectious disease caused by the pro-
tozoan parasite Toxoplasma gondii. The infection is widely
distributed and it has been reported that one third of the human
population has been infected. The infection is clinically
asymptomatic in most immunocompetent individuals, but it
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may cause severe complications in pregnant women and
immunodeficient patients [1].

Infection with T. gondii induces a potent Th1 immune
response that controls the parasite [2]. At very early times after
infection, the parasite secretes molecules that induce IL-12
production by dendritic cells [3e5]; this cytokine, in turn,
induces secretion of IFN-g by NK cells, CD4þ and CD8þ T
cells [2]. IFN-g activates macrophages and other cell types to
control parasite replication [6e8], and it has been demon-
strated that this cytokine is the major mediator of resistance
against T. gondii in vivo [9]. Thus, protection during T. gondii
infection is achieved by a strong Th1 immune response,
although this response can also be detrimental to the host [10].
þFoxp3þ regulatory T cells to C57BL/6J mice during acute infection with
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The exacerbated inflammatory response induced by T. gondii
is counterbalanced by IL-10 [11] produced mainly by CD4þ

Th1 cells [12], by TGF-b [13], IL-27 [14], and by Lipoxin A4

[15].
Regulatory T (Treg) cells are CD4þ T lymphocytes that are

required for the maintenance of immunological self-tolerance
and immune homeostasis by actively suppressing pathological
and physiological immune responses [16]. Treg cells consti-
tutively express Foxp3, a transcription factor that is required
during their development and for their suppressive function
[17,18]. These cells also express constitutively high levels of
CD25, CTLA-4, GITR and LAG-3 [19]. The mechanisms of
suppression used by Treg cells include modulation of
expression of costimulatory molecules, secretion of immuno-
suppressive cytokines, IL-2 deprivation, induction of trypto-
phan catabolism and cytotoxicity [20]. Treg cells are also
involved during infectious diseases, but their role differs
among pathogens. In some cases, Treg cells down modulate
the exacerbated immune response favoring survival of both the
host and the pathogen, but in others, suppression of an efficient
immune response promotes persistence of the pathogen, that is
detrimental to the host [21e23].

Infection with T. gondii leads to a decrease in Treg cell
number during the acute phase in the susceptible C57BL/6J
strain of mice [24e26], and this reduction seems to be related
to a low IL-2 production by CD4þ T cells during infection
[24,25]. Since Treg cell number is reduced during T. gondii
infection in C57BL/6J mice, we thus analyzed the role of these
cells during infection by adoptive transfer of Treg to T. gondii
infected mice.

2. Materials and methods
2.1. Mice
Eight-ten week old female wild type C57BL/6J (WT),
Swiss-Webster mice, and Foxp3EGFP knock-in female C57BL/
6J mice (B6.Cg-Foxp3tm2Tch/J, The Jackson Laboratory) were
bred in our animal house and maintained in microisolator
cages according to institutional guidelines. All animal exper-
imentation protocols were approved by the local Bioethics
Committee for Animal Research.
2.2. T. gondii infection
The ME49 strain of T. gondii was maintained by periodical
passage in Swiss-Webster mice as previously described [27].
Mice weighing 18e20 g were infected with 20 cysts perorally
as described elsewhere [28].
2.3. Purification of Treg and adoptive cell transfer
CD4þ cells from splenocytes of Foxp3EGFP mice were first
enriched by positive selection using anti-CD4 microbeads by
MACS, following the instructions provided by the manufac-
turer (Milteny Biotec). CD4þ T cells were sorted in a
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FACSAria cytometer (Beckton Dickinson) and the CD4þ

EGFPþ cells (CD4þFoxp3þ) and CD4þEGFP� cells
(CD4þFoxp3�) were obtained. Purity of CD4þFoxp3þ cells
(Treg) was �95% and of CD4þFoxp3� cells was �98%. Two
hundred thousand Treg or CD4þFoxp3- cells were injected
intravenously in the tail in 100 ml of DPBS 2 days after
infection.
2.4. Immunofluorescence and flow cytometry
Splenocytes (107 cells/ml) were incubated (30 min, 4 �C,
darkness) with the indicated mAbs in washing buffer
(DPBS þ 1% FCS and 0.1% NaN3). Cells were washed once,
resuspended in DPBS and analyzed by flow cytometry, using a
FACSCalibur (Becton Dickinson) or Attune (Applied Bio-
systems) cytometer. Detailed analysis of each experiment is
indicated in figure legends. Ten thousand gated events were
captured and analyzed. Data were analyzed using the FlowJo
software V 7.6.5 (Tree Star).
2.5. Determination of absolute cell numbers
Absolute number of cells was calculated from the data
obtained from the Attune flow cytometer and correlated with
the total cell number counted by the trypan blue exclusion test,
and are expressed as positive cells per spleen.
2.6. Brain cyst counting
Infected mice were euthanized at 30 days post-infection
(dpi), brains were removed and homogenized in 1 ml DPBS
as described [28]. Cyst number in each brain was counted in
two-four 10 ml aliquots, each one carried out by a different
laboratory member. Results are expressed as mean cyst num-
ber per brain.
2.7. Parasite load determination by semiquantitative
PCR
Ilea from the different groups of mice were obtained at 7
dpi and brains were collected at 30 dpi. DNA was obtained
from both tissues using standard protocols [29,30], and para-
site load was determined by amplification of a non-coding
529 bp DNA fragment of T. gondii by PCR [31], as
described previously [30]. The primers used to amplify the
529 bp sequence are TOX4 (50-CGCTGCAGGGAGGAA-
GACGAAAGTTG-30) and TOX (50-CGCTGCAGACA-
CAGTGCATCTGGATT-30) and those to amplify a 382 bp
sequence of the constitutive actin gene are mActb-F (50-
GACTTTGTACATTGTTTTG-30) and mActb-R (50-
TGCACTTTTATTGGTCTCA-30) [32]. PCR was carried out
as described [31] and amplification products were separated on
a 1.5% agarose gel. The gene expression was normalized to
the expression of the actin gene and analyzed using Fuji FLA
5000 software (Multi Gauge V. 3.0). Results are expressed as
relative fluorescence of the 529 bp fragment normalized to the
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Fig. 1. Adoptive transfer of Treg cells to T. gondii-infected mice induces partial protection but an increased parasite load in brain. Treg or CD4þFoxp3�

cells (2 � 105) were transferred to mice that were infected 2 days earlier with 20 cysts of the ME49 strain of T. gondii. A) Percentage weight change was scored in

infected mice (:), either transferred with Treg (C), or with CD4þFoxp3- cells (B). Percentage weight change was calculated using the weight of each animal at

day 0. Results shown are the mean percentage weight change ± SD from at least 5 mice per group. B) Cumulative mortality of each experimental group was

assessed for up to 94 days; (▵) uninfected mice. *p < 0.05, Log Rank test. C) Brain cyst count was assessed at 30 dpi and is expressed as cyst number per brain for

each animal. D) Parasite load in brain was analyzed by semiquantitative PCR at 30 dpi. A representative gel and the relative expression of the 529 bp amplificate of

T. gondii are shown. Uninfected (lane 1), infected (lane 2), infected þ CD4þFoxp3- (lane 3), infected þ Treg (lane 4). *p < 0.05 or **P < 0.01, one-way ANOVA

and Tukey's multiple comparison test. Data shown were obtained from 5 (A,B) or 2 (C,D) independent experiments, including at least 5 (A,B) or 3 (C,D) mice per

group.
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fluorescence of the actin gene amplificate.
2.8. Histology
Tissue samples were collected and set in 10% buffered
formalin solution and later processed and embedded in
paraffin for histopathological analysis. Three mm-thick sec-
tions were stained with hematoxylin and eosin (H&E) and
inflammatory changes were evaluated in 5 sections from each
sample. Three samples of each experimental group from 3
different experiments were analyzed.
2.9. Quantitation of cytokines in sera
Cytokines in sera obtained at 7dpi were quantified using the
CBA TH1/TH2/TH17 kit (Beckton Dickinson) following the
instructions provided by the manufacturer.
2.10. RT-PCR assay for determination of cytokine gene
expression in ileum
Ilea from the different group of mice were obtained at 7 dpi
and processed for RT-PCR as previously described [30]. The
cDNA was amplified using SuperScript™ First-Strand Syn-
thesis System for RT-PCR (Invitrogen) and IFN-g and TNF-a
specific primers as described elsewhere [33]. The gene
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expression was normalized to the expression of reference gene
(GAPDH) [34] as described in Section 2.7.
2.11. Monoclonal antibodies (mAb)
The following fluorochrome-conjugated mAbs were used:
anti-CD8-FITC (5H10) from Caltag; anti-CD4-FITC, -PE/Cy7
orePacific Blue (RM4-5); anti-CD8-PerCP (53-6.7), anti-
CD25-PE or -PerCP (PC61), anti-CD44-PE (IM7), anti-
CD62L-PE or -APC/Cy7 (MEL-14), anti CD69-PE or -APC
(H1.2F3), antieIFNeg-PE/Cy7 (XMG1.2), anti-IL-2-APC
(JES6-5H4), anti-TNF-a-PE (MP6-XT22), anti-IL-6-PE
(MP5-20F3), anti-IL-10-PE/Cy7 (JES5-16E3) and anti-IL-
17A-Alexa 647 (TC-18H10.1) from Biolegend.
2.12. Detection of intracellular cytokines
Ten million splenocytes (5 � 106 cells/ml) were incubated
with PMA (10 ng/ml) and ionomycin (0.5 mg/ml) either for 4 h
(for IFN-g, IL-2 and TNF-a) or 12 h (for IL-10, IL-6 and IL-
17) in 2 ml complete RPMI medium (RPMI 1640 supple-
mented with 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 10 mM non-
essential aminoacids, 1 mM sodium pyruvate, 50 mM b-mer-
captoethanol and 50 IU/ml penicillin-streptomycin [GIBCO])
in each well of a 24-well plate (Costar) in a humidified at-
mosphere containing 5% CO2 in air. Monensin (2 mM, Sigma)
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Fig. 2. Reduction of inflammation and tissue destruction of small intestine from T. gondii-infected mice by adoptive transfer of Treg cells. Mice infected

with T. gondii, either transferred with Treg or CD4þFoxp3� cells, or non transferred, were euthanized at 7 dpi. Small intestines were obtained and histological

studies were carried out using H&E staining. Representative images from mice that were: A) uninfected, B) infected with T. gondii, C) infected and transferred

with CD4þFoxp3- cells, or D) infected and transferred with Treg cells. Representative data from 3 independent experiments is shown. E) IFN-g and TNF-a

expression in ilea. A representative gel electrophoresis and relative expression of both genes from 2 independent experiments including at least 3 mice per group

are shown. Uninfected (lane 1), infected (lane 2), infected þ CD4þFoxp3- (lane 3), infected þ Treg (lane 4). F) Parasite load was analyzed in ilea at 7 dpi as

described in Material and Methods. A representative gel electrophoresis and the relative expression of T. gondii amplificate from all mice are shown. Uninfected

(lane 1), infected (lane 2), infected þ CD4þFoxp3- (lane 3), infected þ Treg (lane 4). *p < 0.05; **P < 0.01 or ***P < 0.001, one-way ANOVA and Tukey's
multiple comparison test.
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was added and incubated for different periods of time in
parallel cultures, according to the cytokine to be detected: 4 h
for detection of IFN-g, IL-2 and TNF-a or for the last 6 h for
IL-10, IL-6 and IL-17. Cells were harvested, stained with anti-
CD4-FITC and anti-CD8-PerCP mAbs (30 min, 4 �C), and
intracellular staining was carried out. Cells were washed with
washing buffer and 106 cells were resuspended in 100 ml p-
formaldehyde (2% in DPBS) and incubated (10 min, RT,
darkness). Cells were washed once with intracellular staining
buffer (DPBS, 1% FCS, 0.025% saponin) and resuspended in
100 ml of the same buffer containing the indicated anti-
cytokine mAbs and incubated (10 min, RT, darkness). Cells
were washed once with washing buffer, resuspended in 500 ml
DPBS and analyzed immediately by flow cytometry.
2.13. Statistical analysis
Survival rates were compared by the log-rank test. Statis-
tical differences between groups were determined by One-
Way ANOVA with Tukey's Multiple Comparison test. All
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statistical analysis were performed using the PRISM 5 soft-
ware (GraphPad).

3. Results
3.1. Adoptive transfer of Treg cells induces partial
protection to T. gondii-infected mice
Acute infection with T. gondii induces a decline in Treg cell
number [24e26] and a high mortality rate in C57BL/6J mice
[10]. In order to analyze if the reduced Treg cell number was
related to mortality, we carried out adoptive transfer of Treg
cells to infected animals. To this end, CD4þFoxp3þ Treg cells
were purified by cell sorting from Foxp3EGFP transgenic mice,
and CD4þFoxp3þ (Treg) or CD4þFoxp3� cells were trans-
ferred to WT animals infected 2 days earlier, and changes in
body weight and mortality were assessed. As can be observed
in Fig. 1A, infected mice lost up to 30% of body weight during
the first 15 days; a slight recovery was observed, but mice
started to lose weight onwards and all animals eventually died.
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Fig. 3. Reduction of IFN-g and TNF-a levels in sera from infected mice transferred with Treg cells. Mice were transferred with Treg or CD4þFoxp3- cells 2
days after T. gondii infection and sera were obtained 7 days later. Levels of IFN-g, TNF-a, IL-10 and IL-6 were analyzed in sera of mice. Each dot represents

cytokine levels from individual animals and were obtained from 3 independent experiments. *p < 0.05; **P < 0.01 or ***P < 0.001, one-way ANOVA and Tukey's
multiple comparison test.
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A similar pattern was observed in infected mice transferred
with CD4þFoxp3� cells, in terms of body weight and mor-
tality, although these mice showed an accelerated death time
(Fig. 1B). Infected mice that were transferred with Treg cells,
however, showed gradual body weight loss (21%) until day 13,
as infected non transferred mice. This group of mice gained up
to 12% of body weight, although never reached their initial
weight (Fig. 1A). Nevertheless, a statistically significant
delayed time to death and lower mortality were observed
(Fig. 1B). Uninfected control mice that were transferred with
Treg or CD4þFoxp3- cells were unaffected (data not shown).

We analyzed the brain cyst number in surviving mice at 30
dpi in some experiments (Fig. 1C). A higher cyst number in
infected Treg-transferred mice was detected, when compared
with infected non-transferred mice (8975 vs 3717 cysts/brain)
or with mice infected and transferred with CD4þFoxp3- cells
(8975 vs 2500 cysts/brain). It has to be noted that heteroge-
neity in brain cyst number was observed in infected Treg-
transferred mice (Fig. 1C). In order to confirm the micro-
scopic findings, we also carried out a semiquantitative PCR to
analyze parasite load. The results of this analysis (Fig. 1D)
confirmed that infected mice transferred with Treg cells have
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higher parasite load in brain than infected mice or infected
mice transferred with CD4þFoxp3� cells.
3.2. Reduced immunopathology in small intestine of
mice transferred with Treg cells
Death of B6 mice during T. gondii infection is caused
by necrosis of the villi of the small intestine by the exacer-
bated inflammatory immune response [10]. We thus analyzed
morphological changes in ileum at 7 dpi from the groups of
mice described above. Infected mice showed severe destruc-
tion of intestinal mucosa and necrosis of the villi and intestinal
glandules (Fig. 2B). Infected mice transferred with
CD4þFoxp3� cells showed an increased inflammatory infil-
trate, mainly in mucosa, villi and intestinal glands (Fig. 2C).
Infected mice transferred with Treg, however, showed hyper-
plasia in the epithelium and intestinal crypts, only showed
moderate inflammatory infiltrate in the interstitial mucosa and
no destruction in submucosa and muscle layer (Fig. 2D).
Uninfected control mice transferred with Treg or
CD4þFoxp3� cells showed no change in ilea architecture
(data not shown).
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Fig. 4. Down modulation of IFN-g production by CD4þ T cells in T. gondii infected mice transferred with Treg cells. Mice were transferred with Treg or

CD4þFoxp3- cells 2 days after T. gondii infection, and spleens were obtained 7 days later. A) Representative FACS analysis of intracellular detection of IFN-g in

CD4þ, IL-2 in CD4þ and IFN-g in CD8þ T cells is shown. The lymphocyte region was first defined by FSC and SSC characteristics and further subgated based on

CD4 or CD8 expression. Ten thousand events from either subgate were captured. B) Percentage (left panel) and absolute number (right panel) of CD4þ and CD8þ

T cells producing IFN-g and CD4þ T cells producing IL-2. Results shown are from 2 independent experiments. Each dot represent an individual mouse. *p < 0.05;

**P < 0.01 or ***P < 0.001, one-way ANOVA and Tukey's multiple comparison test.
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We investigated whether the reduction in tissue damage
in Treg-transferred mice was a consequence of the inflam-
matory response or related to the parasite load. We thus
analyzed the expression of IFN-g and TNF-a genes in ilea
by RT-PCR. IFN-g and TNF-a gene expression were
increased in ilea from infected mice and in infected animals
transferred with CD4þFoxp3� cells (Fig. 2E). In ilea from
mice transferred with Treg cells, however, expression of both
cytokine genes was reduced to levels similar to those observed
in uninfected mice. Parasite load was also analyzed in the
same tissue by PCR but we did not detect a statistically sig-
nificant difference among groups (Fig. 2F). Thus, the reduc-
tion in damage observed in ileum by transfer of Treg cells is
due to the down modulation of the inflammatory immune
response.
3.3. Modulation of cytokine production by CD4þ T cells
in mice adoptively transferred with Treg
Next, we analyzed levels of some cytokines in sera of mice
from the different experimental groups at 7 dpi (Fig. 3). Very
high levels of IFN-g and TNF-a were detected in infected and
in infected mice transferred with CD4þFoxp3� cells, while
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sera of infected mice transferred with Treg showed a statisti-
cally significant reduction of both cytokine levels. We also
found increased levels of IL-10 and IL-6 in infected mice, but
remained high in both CD4þFoxp3þ� and Treg cell-
transferred infected mice. IL-2, IL-4 and IL-17 levels were
undetectable (data not shown).

We also determined the cytokine-producing T cells in
spleens from the different groups of mice. Control infected
mice and infected mice transferred with CD4þFoxp3� cells
showed a high percentage and absolute number of both IFN-g
producing-CD4þ and -CD8þ cells (Fig. 4). Infected mice that
were transferred with Treg cells showed a significant reduction
in percentage and absolute number of IFN-g producing CD4þ

cells to levels similar to those observed in uninfected mice.
IFN-g producing CD8þ cells, however, were unaffected in
mice transferred with Treg cells since they remained as high as
control infected mice or mice transferred with CD4þFoxp3�

cells. We also observed a reduction of percentage and absolute
number of CD4þ cells producing IL-2 in infected mice, but
numbers were nearly restored to basal levels in infected mice
transferred with Treg cells (Fig. 4). Levels of IL-6, IL-10,
TNF-a producing CD4þ and CD8þ T cells were slightly
increased in infected mice, but remained high in infected mice
þFoxp3þ regulatory T cells to C57BL/6J mice during acute infection with
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Fig. 5. Reduced number of activated CD4þ T cells by adoptive transfer of Treg. Spleens from mice depicted in Fig. 4 were obtained, cells were stained with

anti-CD4, anti-CD25, anti-CD69 and anti-CD62L mAbs and analyzed by flow cytometry. The lymphocyte gate was first defined by FSC and SSC characteristics,

the CD4þ region was subgated and 10,000 CD4þ cells were captured. A) Representative dot plots of CD25, CD69 and CD62L expression in the CD4þ population.

B) Percentage (left panel) and absolute number (right panel) of CD4þ cells expressing the different activation markers are shown, and were obtained from 2

independent experiments. Each dot represents an individual mouse. *p < 0.05; **P < 0.01 or ***P < 0.001, one-way ANOVA and Tukey's multiple comparison

test.
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transferred with either Treg or CD4þFoxp3� cells (data not
shown). IL-17-producing cells were unchanged in all groups
of mice when compared to uninfected animals (data not
shown).
3.4. Adoptive transfer of Treg reduces activation of
CD4þ T cells
Because we observed modulation of cytokine production by
CD4þ T cells in mice adoptively transferred with Treg cells,
we studied the activation status of CD4þ T cells by analyzing
expression of CD25, CD69 and CD62L molecules (Fig. 5). An
increased percentage and absolute number of cells expressing
CD25 and CD69 was detected in infected mice and in infected
animals transferred with CD4þFoxp3� cells. In contrast, a
statistically significant reduction of percentage and absolute
number of CD4þ T cells expressing CD25 and CD69 was
found in Treg-transferred infected mice (Fig. 5). CD62L
expression showed an opposite pattern than that observed for
CD69 and CD25 expression (Fig. 5). Percentage and absolute
number of CD8þ T cells expressing CD25 and CD69 was
increased in infected mice and remained elevated in infected
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mice transferred with either Treg or CD4þFoxp3� cells (data
not shown). CD25 and CD69 expression levels, as determined
by MFI, were increased in CD4þ cells from infected mice
(Fig. 6), but a reduction to nearly basal levels in cells from
Treg-transferred infected mice was detected. No down mod-
ulation of these molecules was detected in cells from infected
mice transferred with CD4þFoxp3� cells.

4. Discussion

In the present study, we investigated the role of Treg cells
during T. gondii infection in the susceptible C57BL/6J strain
of mice. Since Treg cell number is reduced during the acute
phase of infection, we studied the role of these cells by
adoptive transfer experiments. We found that infected mice
transferred with Treg cells showed less severe weight loss and
significant delayed mortality than infected mice, strongly
suggesting that the reduction of Treg number by the parasite
contributes to the susceptibility of B6 mice. In addition, ilea
from Treg-transferred mice showed a reduced inflammation,
reduced infiltration of lymphocytes and lower expression of
IFN-g and TNF-a genes. Reduction of IFN-g and TNF-a
þFoxp3þ regulatory T cells to C57BL/6J mice during acute infection with
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Fig. 6. Down modulation of CD4þ T cell activation by adoptive transfer of Treg. Mean fluorescence intensity (MFI) was obtained from the data showed in

Fig. 5. A) Representative histograms of MFI for CD25 and CD69 expression from the CD4þ gate was determined from the CD69þ or CD25þ cells. B) MFI from

each individual mouse is shown for all experimental groups. *p < 0.05; **P < 0.01 or ***P < 0.001, one-way ANOVA and Tukey's multiple comparison test.
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levels in sera and lower number of CD4þ T cells producing
IFN-g in spleens of Treg-transferred mice were also detected,
demonstrating that the transferred Treg cells down modulated
the production of pro-inflammatory cytokines associated with
the immunopathology of toxoplasmosis.

It has been reported that peroral infection of B6 mice in-
duces necrosis of the villi of the small intestine, caused by the
exacerbated inflammatory immune response, that in turn, leads
to death of animals [10]. Our results demonstrate that transfer
of Treg cells reduced tissue damage and down modulated the
highly inflammatory immune response but not the parasite
load in the acute phase of infection. However, although Treg-
transferred mice showed longer survival and reduced immu-
nopathology, they showed higher parasite load in the brain in
the chronic phase, indicating that down regulation of the im-
mune response by Treg led to an ineffective control of the
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parasite. Thus, our data suggest that the reduced number of
Treg cells in infected B6 mice seems insufficient to regulate
the exacerbated inflammatory response in vivo induced by T.
gondii infection, even if the few remaining Treg cells are
activated [26].

Infection with T. gondii induces a reduced production of
IL-2 by CD4þ T cells, which seems to be the cause of the
decrease of Treg cell number during the acute phase of this
infection [24,25]. However, we surprisingly found that per-
centage of IL-2-producing CD4þ T cells was restored in
infected mice transferred with Treg to levels observed in
uninfected mice. It is tempting to speculate that the trans-
ferred Treg cells had an impact on the function of effector T
cells, not only in down regulating the exacerbated IFN-g
production, but also in restoring IL-2 production by the same
cells.
þFoxp3þ regulatory T cells to C57BL/6J mice during acute infection with

obes and Infection (2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.micinf.2015.04.002



9J.E. Olguín et al. / Microbes and Infection xx (2015) 1e10
Treg cells suppress the proliferation and activation of
several cell subsets by different mechanisms [20,35,36]. In our
model, we found down regulation of CD4þ T cell activation,
as shown by lower expression of CD25 and CD69 molecules
in CD4þ cells from mice transferred with Treg cells. We only
detected down-modulation of CD4þ T cells, but not of CD8þ

T cells. Since it has been reported that Treg cells also
modulate CD8þ T cells [20], an effect on this subtype in our
model could not be ruled out. It could be possible that Treg
cells mediate CD8þ T cell functions at different time points of
infection, or control other CD8þ effector functions not ana-
lysed in this work.

Our results strongly suggest that during acute infection by
T. gondii, the low Treg number is insufficient to control the
high activation status of CD4þ T cells and the production of
high levels of inflammatory cytokines. As a consequence,
mice die by an uncontrolled inflammatory response, charac-
terized by high IFN-g production. Transfer of Treg cells
during the acute phase of T. gondii infection helped animals to
survive longer, although a higher parasite load was developed
in the brain in the chronic phase. Hence, Treg cells seem to
play a dual role during T. gondii infection. If low Treg cell
number exists during acute infection in B6 mice, mortality is a
consequence of an exacerbated immune response, but if mice
are transferred with Treg cells, the immunopathology is
attenuated and brain cyst burden is increased. Hence, a deli-
cate balance between an optimal immune response and its
modulation by Treg cells must exist. Our findings contribute to
the knowledge of the modulatory action of Treg cells during T.
gondii infection.
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5.2. Papel del IFN- en la reducción de las células Tregs durante la infección con T. 

gondii en la cepa de ratón BALB/c 

El IFN- es la principal citocina implicada en la protección durante la infección con T. 

gondii (58) Sin embargo, el IFN- producido por células CD4+ en niveles exacerbados es la 

causa de la susceptibilidad (64). Los antecedentes directos descritos en la presente tesis 

sugieren fuertemente que el IFN- es otro mecanismo que induce la disminución de células 

Tregs durante la infección con T. gondii (202,204,206,230,231,234). 

La infección por vía ip con quistes de T. gondii en ratones BALB/c es un modelo para 

estudiar si los niveles exacerbados de IFN- son indicadores de la susceptibilidad y si a su 

vez están implicados en la disminución de células Tregs. Por otro lado  la infección oral de 

ratones BALB/c nos permitiría estudiar la resistencia a la infección,  ya que no se presentan 

niveles exacerbados de IFN- y posiblemente no exista una disminución prolongada de 

células Tregs. Por lo tanto, se infectaron ratones BALB/c Foxp3EFGP con 20 quistes ME49 

de T. gondii por vía oral o por vía ip y se analizaron los niveles de IFN- en el suero a los 

10 dpi. Se observó un incremento significativo de IFN- en los ratones infectados por vía 

oral, que se vuelven exacerbados en los ratones infectados por vía ip (Fig. 20A). Ya que se 

ha descrito que una de las causas de la disminución de las células Tregs es una producción 

reducida de IL-2 por células CD4+ (202,206), se analizaron los niveles sistémicos pero no 

se detectó IL-2 por CBA (Cytometric Bead Array, límite de detección 0.01pg/ml). Se 

observó que los ratones infectados por vía oral sobrevivieron a lo largo de 30 días, pero los 

ratones infectados por vía ip murieron en la fase aguda de la infección (Fig. 20B). Se 
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observó una drástica disminución del porcentaje de células Tregs en la sangre en los ratones 

infectados por ambas vías de infección (Fig. 20C).  

Para determinar si existe una relación entre el incremento en los niveles de IFN- con la 

disminución de células Tregs en la sangre, los datos obtenidos fueron analizados por medio 

de la correlación de Pearson. Se observó que por ambas vías de infección la correlación es 

cercana a -1.0, lo que indica que existe una correlación inversa entre la disminución de 

células Tregs y el incremento en los niveles de IFN- (Fig.20D). Estos resultados sugieren 

que el IFN- podría estar implicado en la disminución de células Tregs durante la infección 

con T. gondii en ambas vías de infección.  

También se analizó en el bazo el porcentaje de células Tregs, y se observó que en los 

ratones infectados por vía oral hubo una disminución de células Tregs, la cual es mayor 

cuando la infección es por vía ip (Fig. 21A-B). La producción de IFN-por células CD4+ y 

CD8+ aumentó de manera significativa durante la infección oral, pero se incrementó de 

manera exacerbada durante la infección ip (Fig. 21A-B). Al evaluar la producción de IL-2 

por células CD4+, se observó que por ambas vías de infección hubo una disminución 

significativa de estas células (Fig. 21A-B). Al analizar los datos por medio de la correlación 

de Pearson, se observó que por ambas vías de infección hubo una correlación directa entre 

la disminución de células Tregs con la disminución en la producción de IL-2 por células 

CD4+, como se ha descrito previamente (Fig. 21C) (202,206), mientras que se observó una 

correlación inversa entre  la disminución de células Tregs con el incremento en la 

producción de IFN- por células CD4+ o CD8+  (Fig. 21C). Sin embargo, la correlación 

entre  las  distintas  variable  fue  más  cercana a  1.0 o  -1.0 respectivamente, cuando  la 
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Fig. 20. La disminución de células Tregs correlaciona con el incremento en el IFN- en la sangre en 

la cepa de ratón BALB/c durante la infección con T. gondii. Ratones BALB/c-Foxp3EGFP fueron 

infectados con 20 quistes Me49 de T. gondii por vía ip y a los 10 dpi se realizaron distintos análisis. A) 

Sobrevida a lo largo de 30 dpi *P<0.05, Prueba Log-Rank. B) Densiti plots representativos de células 

Tregs CD4+Foxp3+ en la sangre y datos totales del porcentaje de células Tregs en la sangre. La región de 

linfocitos fue definida de acuerdo a las características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). La captura 

de las células se realizó tomando 20,000 eventos de células CD4+.  C) Niveles de IFN- en el suero. D) los 

datos de la sección B y C fueron sometidos a una correlación de Pearson. Ratones no infectados (), 

infectados con 20 quistes por la vía oral (), infectados con 20 quistes por la vía ip () o infectados con 

20 quistes por la vía oral (A, B y C). Datos totales de 2 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001; prueba ANOVA de una vía con una post-prueba de Tukey.  
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infección es por vía ip (Fig. 21C). Todos estos resultados sugieren que el incremento en la 

producción de IFN- por células CD4+ y CD8+, así como la disminución en la producción 

de IL-2 por células CD4+ podrían estar implicados en la disminución de las células Tregs 

durante la infección con T. gondii en ambas vías de infección. Sin embargo, como se 

observó una mayor correlación entre las distintas variables durante la infección ip sumado a 

que esta vía de infección causa susceptibilidad, los experimentos subsecuentes se realizaron 

únicamente infectando a los ratones BALB/c por vía ip.    

Dados los resultados descritos en los párrafos anteriores y a la disponibilidad de ratones 

BALB/c STAT-1 KO (donados por el Dr. Ignacio Terrazas), se decidió estudiar de manera 

indirecta una posible participación del IFN- en la disminución de células Tregs. STAT-1 

(Signal transducers and Activators of Transcription-1) es una molécula transductora de 

señales y un factor de transcripción que se encuentra río abajo de los receptores de los 

interferones (apartado 1.3.2) (253,254). Su función es transcribir genes ligados a los 

interferones en forma de homodímero para el IFN- y como heterodímero (junto a STAT-2) 

para el IFN- y -(253,254). Es importante mencionar que los ratones STAT-1 KO 

producen IFN-, pero su señalización es disfuncional (255). Se infectaron ratones BALB/c 

WT y STAT-1 KO con 20 quistes de T. gondii por vía ip para analizar la sobrevida y el 

porcentaje de células Tregs en sangre. Se observó que los ratones STAT-1 KO fueron más 

susceptibles a la toxoplasmosis que los ratones WT infectados por la via ip (Fig. 

22A).Cuando se analizó el porcentaje y número de células Tregs sistémicas, se observó una 

disminución significativa de células Tregs incluso desde los 2 dpi y conforme pasa el 

tiempo   de  infección  la  disminución  sistémica  de  Tregs  es  mayor  (Fig. 22B-C). 
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Fig. 21. La disminución de células Tregs correlaciona con el incremento en el IFN- y la disminución 

en la producción de IL-2 por células CD4+ en el bazo. Ratones BALB/c-Foxp3EGFP fueron infectados 

con 20 quistes Me49 de T. gondii por vía ip y a los 10 dpi se realizaron distintos análisis. A) Density-plots 

representativos de las poblaciones de células CD4+Foxp3+, CD4+IFN-+, CD4+IL-2+ y CD8+IFN-+. La 

región de linfocitos fue definida de acuerdo a las características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). La 

captura de las poblaciones se realizó tomando 20,000 eventos de células CD4+ o CD8+. B) Datos totales 

del porcentaje de células CD4+Foxp3+, CD4+IFN-+, CD4+IL-2+ y CD8+IFN-+. C) Los datons de la 

sección A y B fueron sometidos a una correlación de Pearson. Ratones no infectados (), infectados con 

20 quistes por la vía oral (), infectados con 20 quistes por la vía ip () o infectados con 20 quistes por la 

vía oral (A y B). Datos totales de 2 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba 

ANOVA de una vía con una post-prueba de Tukey. 
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Sin embargo, en los ratones STAT-1 KO no se observó disminución en porcentaje y 

número de células Tregs (Fig. 22B-C), lo cual sugiere que STAT-1 participa en la 

disminución de células Tregs e indirectamente implica al IFN- en la disminución de 

células  Tregs.  

En estos mismos ratones se evaluó el porcentaje y el número de células Tregs en el bazo así 

como de células CD4+ productoras de IFN- e IL-2 y de células CD8+ productoras de IFN-

. Debido a que los ratones STAT-1 KO infectados comenzaron a morir a los 7 dpi, se 

realizaron los experimentos a los 6 dpi. No se observó disminución de células Tregs en el 

bazo a los 6 dpi (Fig. 22D-E), pero el porcentaje y el número de las células Tregs aumentó 

de manera significativa en el bazo de los ratones STAT-1 KO infectados (Fig. 22D-E). Se 

observó que por la estimulación, las células CD4+ de ratones no infectados WT y STAT-1 

KO produjeron IFN- e IL-2 (Fig. 22D-E). Se observó también que en los ratones WT 

infectados, las células CD4+IFN-+ aumentaron mientras que las células CD4+IL-2+ 

disminuyeron en porcentaje y en número de manera significativa (Fig. 22D-E). En los 

ratones STAT-1 KO infectados las células CD4+IFN-+ no aumentaron, pero de manera 

inesperada las células CD4+IL-2+ permanecieron disminuidas en porcentaje y número (Fig. 

22D-E). En los ratones WT infectados las células CD8+IFN-+ aumentaron, pero no se 

observó un aumento significativo en los ratones STAT-1 KO infectados (Fig. 22D-E). Se 

analizaron los niveles sistémicos de citocinas inflamatorias en los mismos grupos 

experimentales descritos, y se observó que los niveles de IFN- y TNF- aumentaron en los 

ratones WT infectados, y sólo aumentaron ligeramente en los ratones STAT-1 infectados 

(Fig. 22F). Es importante mencionar que no se detectaron niveles sistémicos de IL-2 en 

ninguno de nuestros grupos experimentales, incluidos ratones no infectados. Todos estos 
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datos demuestran que STAT-1 participa en la disminución de células Tregs e implican de 

manera indirecta al IFN- como otro posible mecanismo causante de la disminución de 

células Tregs.  

Debido a que los resultados del párrafo anterior implican indirectamente al IFN- en la 

disminución de células Tregs, se analizó de manera directa el papel de esta citocina por 

neutralización del IFN- con anticuerpo anti-IFN- (IgG1 de rata anti-ratón) en ratones 

BALB/c-Foxp3EGFP infectados. Se añadió un grupo experimental de ratones infectados, los 

cuales fueron inyectados con un anticuerpo del mismo isotipo como control, pero dirigido a 

una molécula diferente (IgG1 de rata, F4-1D1). En primer lugare se purificó el anticuerpo a 

partir del sobrenadante de cultivo del hibridoma R4-6A2, el cual secreta el anticuerpo anti-

IFN-. Se comprobó la pureza del anticuerpo por una electroforesis desnaturalizante, 

observando únicamente 2 bandas que corresponden a la cadena pesada y ligera del 

anticuerpo (Fig. 23A). Posteriormente se inyectaron 500 g de anticuerpo -IFN-o F4-

1D1, a los -1 y 3 dpi (Fig. 23B) para analizar la sobrevida, así como  el porcentaje y 

número de células Tregs en la sangre de los ratones. Se observó 100% de mortalidad en los 

ratones   infectados  e  inyectados  con  el  anticuerpo   -IFN- a   los  10  dpi   (Fig. 22C), 

mientras que 30% de los ratones infectados y aquellos infectados e inyectados con el 

anticuerpo F4-1D1 sobrevivieron hasta los 15 dpi, cuando finalizó el experimento (Fig. 

23C). Al analizar el porcentaje y el número de las células Tregs sistémicas, se observó que 

estas células disminuyeron en los ratones infectados y en los ratones infectados e 

inyectados con el anticuerpo F4-1D1 desde los 4 dpi,  siendo más notable la disminución 

conforme avanzó el tiempo de infección (Fig. 22D-E). Sin embargo, en los ratones  
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infectados e inyectados con el anticuerpo -IFN- no se observó disminución de células 

Tregs en porcentaje y número a lo largo del tiempo del experimento (Fig. 23D-E). Estos 

resultados sugieren fuertemente que el IFN- es el causante de la disminución de las células 

Tregs. 

Con el propósito de demostrar de manera definitiva que el IFN- es el causante de la 

disminución de las células Tregs, se usaron los ratones IFN- KO, los cuales fueron 

infectados, al  igual que ratones  BALB/c WT, con  20  quistes de T. gondii por vía ip,  para 

analizar la sobrevida y el porcentaje de células Tregs en la sangre. Se observó que los 

ratones IFN- KO fueron más susceptibles a la toxoplasmosis que los ratones WT 

infectados por vía ip (Fig. 24A), de manera similar a los ratones STAT-1 KO infectados 

(Fig. 21A). Cuando se analizó el porcentaje y el número de células Tregs sistémicas, se 

observó una disminución sistémica significativa de células Tregs a partir de los 4 dpi y, 

conforme pasa el tiempo de infección se incrementa la disminución sistémica de Tregs (Fig.  

Fig. 22. STAT-1 está implicado en la disminución de células Tregs durante la infección con T. gondii. 

Ratones BALB/c WT y STAT-1 KO fueron infectados con 20 quistes Me49 de T. gondii por vía ip y a los 

6 dpi se realizaron distintos análisis. A) Sobrevida de los ratones a lo largo de 12 dpi. *p<0.05, prueba Log 

Rank. B) Density-plots representativos de muestras de sangre. La región de linfocitos fue definida de 

acuerdo a las características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). La captura de las células se realizó 

tomando 20,000 eventos de células CD4+.  C) Porcentaje y número de células Tregs por muestra de sangre. 

D) Density-plots representativos de las poblaciones de células CD4+Foxp3+, CD4+IFN-+, CD4+IL-2+ y 

CD8+IFN-+. La región de linfocitos fue definida de acuerdo a las características de tamaño (FSC) y 

granularidad (SSC). La captura de las poblaciones se realizó tomando 20,000 eventos de células CD4+ o 

CD8+. E) Datos totales del porcentaje y del número de células CD4+Foxp3+, CD4+IFN-+, CD4+IL-2+ y 

CD8+IFN-+. F) Niveles en suero de IFN-. Ratones WT no infectados (), WT infectados con 20 quistes 

por la vía ip () STAT-1 KO no infectados () y STAT-1 infectados con 20 quistes por la vía ip () (A, 

C, E y F). Datos totales de 2 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba 

ANOVA de una vía con una post-prueba de Tukey. 



100 
 

   

 

 

Fig. 23. La neutralización del IFN- evita la disminución de células Tregs durante la infección con T. gondii. 

Ratones BALB/c-Foxp3EGFP fueron infectados con 20 quistes Me49 de T. gondii por vía ip. A) Gel de acrilamida 

que muestra la pureza de 2 muestras representativas de 25 g de anticuerpo -IFN-. Se muestras 2 bandas: una 

cercana a los 50 y otra a los 25 KDa. B) Estrategia experimental de la neutralización del IFN-. C) Sobrevida de 

los ratones a lo largo de 15 dpi. *p<0.05, prueba Log Rank. D) Density-plots representativos de muestras de 

sangre. La región de linfocitos fue definida de acuerdo a las características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). 

La captura de las células se realizó tomando 20,000 eventos de células CD4+.  E) Porcentaje y número de células 

Tregs por muestra de sangre. Ratones BALB/c-Foxp3EGFP no infectados (), infectados (), no infectados + 

isotipo (), infectados + isotipo (), no infectados + -IFN- (), infectados + -IFN- () (C y E). Datos 

totales de 2 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba ANOVA de una vía con una 

post-prueba de Tukey. 
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24B-C). Sin embargo, en los ratones IFN- KO no se observó disminución en porcentaje y 

número de células Tregs (Fig. 24B-C), lo cual demuestra de manera definitiva que el IFN- 

causa la disminución de las células Tregs en la sangre. 

Se analizó el porcentaje y el número de células Tregs así como la producción de IFN- e 

IL-2 por células CD4+, y de IFN- por células CD8+ en el bazo de todos los grupos. Debido 

a que la curva de sobrevida en los ratones IFN- KO infectados es muy similar a la de los 

ratones STAT-1 KO infectados (Fig. 22A), los experimentos se realizaron a los 6 dpi. No se 

observó disminución de células Tregs en el bazo a los 6 dpi (Fig. 24D-E), al igual que en 

los ratones STAT-1 KO infectados (Fig. 22D-E). Sin embargo, se observó un incremento 

significativo en porcentaje y número de células Tregs en el bazo de los ratones IFN- KO 

infectados (Fig. 24D-E). Se observó que por la estimulación, las células CD4+ de ratones no 

infectados WT produjeron IFN- e IL-2, mientras que las células CD4+ de ratones IFN- 

KO no infectados no produjeron IFN- pero sí IL-2 en niveles similares a los ratones WT 

no infectados (Fig. 24D-E). Se observó también que aumentaron las células CD4+IFN-+ y 

disminuyeron las células CD4+IL-2+ en los ratones WT infectados en porcentaje y número 

de manera significativa. Sin embargo, en los ratones IFN- KO infectados se detectaron 

algunas células CD4+IFN-+ y de manera sorprendente, las células CD4+IL-2+ se 

mantuvieron disminuidas en porcentaje y número (Fig. 24D-E). Cuando analizamos a las 

células CD8+IFN-+, se observó que en los ratones WT infectados aumentaron y en los 

ratones IFN- KO infectados se detectaron ligeramente (Fig. 24D-E). Se analizaron los 

niveles sistémicos de citocinas inflamatorias a los 6 dpi, se observó que los niveles de IFN-

 y TNF- aumentaron en los ratones WT infectados, mientras que no se detectaron niveles 
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de IFN-, y los niveles de TNF- aumentaron ligeramente en los ratones IFN- KO 

infectados (Fig. 24F). Es importante mencionar que no se detectaron niveles sistémicos de 

IL-2 en ninguno de nuestros grupos experimentales. Todos estos datos demuestran que el 

IFN- es otro mecanismo que causa la disminución de las células Tregs. 

5.2.1. Mecanismos que inducen la disminución de células Tregs por el IFN-  

El efecto del IFN- sobre la disminución de células Tregs podría explicarse de manera 

directa si existe un aumento en la expresión del receptor CD119 en las células Tregs.  Es 

importante mencionar que las células Tregs expresan constitutivamente bajos niveles del  
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Fig. 24. El IFN- es el causante de la disminución de células Tregs durante la infección con T. gondii. 

Ratones BALB/c WT e IFN- KO fueron infectados con 20 quistes Me49 de T. gondii por vía ip y a los 6 dpi 

se realizaron distintos análisis. A) Sobrevida de los ratones a lo largo de 15 dpi. *p<0.05, prueba Log Rank. 

B) Density-plots representativos de muestras de sangre. La región de linfocitos fue definida de acuerdo a las 

características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). La captura de las células se realizó tomando 20,000 

eventos de células CD4+.  C) Porcentaje y número de células Tregs por muestra de sangre. D) Density-plots 

representativos de las poblaciones de células CD4+Foxp3+, CD4+IFN-+, CD4+IL-2+ y CD8+IFN-+. La región 

de linfocitos fue definida de acuerdo a las características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). La captura 

de las poblaciones se realizó tomando 20,000 eventos de células CD4+ o CD8+. E) Datos totales del 

porcentaje y del número de células CD4+Foxp3+, CD4+IFN-+, CD4+IL-2+ y CD8+IFN-+. F) Niveles en suero 

de IFN-. Ratones WT no infectados (), WT infectados con 20 quistes por la vía ip () IFN- KO no 

infectados () e IFN- infectados con 20 quistes por la vía ip () (A, C, E y F). Datos totales de 2 

experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba ANOVA de una vía con una post-

prueba de Tukey. 
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receptor de IFN- (229). Por lo tanto, se analizó el porcentaje y el número de las células 

Tregs que expresan el receptor CD119 en el bazo de ratones WT e IFN- KO no infectados 

e infectados con 20 quistes Me49 de T. gondii por vía ip. Se confirmó que en el bazo de los 

ratones WT infectados no disminuyó el porcentaje y número las células Tregs a los 6 dpi 

(Fig. 25A-B), pero en los ratones IFN- KO infectados aumentó el porcentaje y el número 

de las células Tregs (Fig. 25A-B). Asimismo, se observó que aumentó de manera 

significativa el porcentaje y el número de las células Tregs que expresan el receptor de 

IFN- únicamente en los ratones WT infectados y no así en los ratones IFN- KO 

infectados (Fig.25A-B). Estos resultados demuestran que durante la infección ip con T. 

gondii aumenta la expresión del receptor de IFN- en las células Tregs, de manera 

dependiente al IFN-. 

 El siguiente paso fue analizar si las células Tregs mueren o transforman su fenotipo como 

consecuencia de la exposición al IFN-. Se estudió la viabilidad de las células Tregs en los 

grupos experimentales descritos en el párrafo anterior, utilizando el colorante Zombie 

Aqua, por citometría de flujo. Se observó una disminución significativa de la viabilidad de 

las células Tregs en porcentaje y número, en ratones WT infectados (Fig. 25A-B), pero la 

viabilidad en las células Tregs provenientes de ratones IFN- KO infectados no se vio 

afectada, siendo similar a la observada en ratones WT e IFN- KO no infectados (Fig. 25A-

B). Por lo tanto, el IFN- causa la muerte de una proporción de las células Tregs 

Durante la infección con T. gondii las células Tregs expresan el factor de transcripción T-

bet, y por lo tanto inclinan su fenotipo hacia el fenotipo Th1 (206). Se ha sugerido también 

que la transformación del fenotipo es dependiente del microambiente predominante (Th1, 
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Th2 o Th17) (256). Por lo tanto, se analizó si las células Tregs provenientes de ratones WT e 

IFN- KO no infectados e infectados con 20 quistes Me49 de T. gondii expresan el factor 

de transcripción T-bet. En los ratones WT infectados aumentó el porcentaje y el número de 

las células Tregs que expresan T-bet, mientras que en los ratones IFN- KO infectados 

únicamente hubo un ligero aumento en porcentaje, pero no en número (Fig. 25A-B). Por lo 

tanto, también la disminución de células Tregs es consecuencia de una transformación en el 

fenotipo, la cual es dependiente a su vez de los altos niveles de IFN-.    

5.2.2. La IL-7 mantiene a las células Tregs en los ratones IFN- KO infectados  

Como se describió en la Fig. 24, en los ratones IFN- KO infectados observamos un alto 

porcentaje y número de células Tregs en el bazo, y no observamos la disminución sistémica 

de células Tregs causada por la infección con T. gondii. Lo que resultó inesperado y 

controversial fue que la producción de IL-2 por células T-CD4+ se mantuviera disminuida 

en estos mismos ratones. Que no hayamos observado la disminución de células Tregs, 

posiblemente sea causado porque otra población de linfocitos T producen la IL-2 que 

mantiene a las Tregs. La IL-2 es producida principalmente por los linfocitos T-CD4+, pero 

también las células T-CD8+ y T-NK pueden producir IL-2 (249). Para determinar si hay 

otra población de linfocitos T que produce IL-2 en el bazo, se infectaron ratones BALB/c 

WT e IFN- KO con 20 quistes ME49 por vía ip, a los 6 dpi fueron sacrificados para 

cultivar células de bazo, las cuales fueron estimuladas con -CD3 por 24 hrs de acuerdo a 

lo descrito en Materiales y Métodos, y se analizaron los niveles de IL-2 e IFN- en el 

sobrenadante del cultivo de estas células. 
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Fig. 25. Incremento del receptor de IFN-, incremento en la expresión de T-bet y decremento en la 

viabilidad dependiente de IFN- en las células Tregs durante la infección con T. gondii. Ratones 

BALB/c WT e IFN- KO fueron infectados con 20 quistes Me49 de T. gondii por vía ip y a  los 6 dpi se 

extrajo el bazo.  A) Density-plots representativos y B) datos totales en porcentaje y número de células 

Tregs CD4+Foxp3+ que expresan el receptor de IFN- (CD119), el factor de transcripción T-bet y que son 

positivas para el colorante Zombie-Aqua. La región de linfocitos fue definida de acuerdo a las 

características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). La captura de las poblaciones se realizó tomando 

5,000 eventos de células CD4+Foxp3+. Datos totales de 2 experimentos independientes. *p<0.05, 

***p<0.001; one-way ANOVA con una prueba de Tukey.  



107 
 

Se observó que las células de bazo provenientes de ratones WT no infectados produjeron 

IL-2 e IFN- (Fig. 26A, Tabla VIII). Cuando las células provinieron de ratones WT 

infectados, se observó que la producción de IFN- aumentó, mientras que la de la IL-2 

disminuyó (Fig. 26A, Tabla VIII). Las células provenientes de ratones IFN- KO no 

infectados o infectados no produjeron IFN- (Fig. 26A, Tabla VIII). Las células de ratones 

IFN- KO no infectados produjeron IL-2 inclusive en niveles superiores a los de un ratón 

WT no infectado (Fig. 26A, Tabla VIII). Sin embargo, las células de ratones IFN- KO 

infectados mantuvieron disminuida la producción de IL-2 (Fig. 26A, Tabla VIII). Estos 

resultados sugieren que no hay otra población de linfocitos T en el bazo que produzca IL-2. 

Asimismo, confirmamos que existe una baja producción de IL-2 en los ratones WT e IFN- 

KO infectados.  

 

 

Niveles en sobrenadante de IL-2 e IFN- (pg/ml±D.E.) 

citocina WT KO 

 No inf Inf No inf Inf 

IL-2 106.1±17.25 28.10±6.67 202.4±55.96 31.88±9.75 

IFN- 367.7±120.9 5707±768.9 ND ND 

Tabla VIII. Niveles en sobrenadante de IFN- e IL-2 de células de bazo estimuladas con -CD3. ND= no 

detectado. D.E: desviación estándar 
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Durante la infección con T. gondii en ratones IFN- KO hay incremento en porcentaje y 

número de células Tregs (Fig. 24D-E y 25A-B). Sin embargo, si la producción de IL-2 por 

células CD4+ está disminuida (Fig. 24D-E) y los niveles de IL-2 en sobrenadante de cultivo 

permanecen bajos (Fig. 26A), debe existir otra citocina que se encargue del mantenimiento 

de las células Tregs en los ratones IFN- KO infectados. La IL-7 tiene similitudes con la 

IL-2 en su funcionalidad, ya que es una citocina que puede encargarse del mantenimiento 

de las células Tregs, sumado a que la cadena  del receptor de la IL-7 es la misma que la del 

receptor de la IL-2 (257-259), y se ha sugerido que la IL-7 puede actuar manteniendo a los 

linfocitos T cuando existen niveles bajos de IL-2 (260). Con el fin de estudiar si la IL-7 

podría actuar sobre las células Tregs directamente, se analizó la expresión de su receptor 

(CD127) en estas células. Las células Tregs en condiciones basales expresan bajos niveles 

del receptor CD127 (261), sin embargo, cuando se analizó a los 6 dpi a las células Tregs de 

ratones WT infectados, se observó que aumentó el porcentaje y el número de células Tregs 

que expresan el receptor CD127 (Fig. 26B-C). En los ratones IFN- KO no infectados, se 

observó que las células Tregs de manera basal tienen una expresión aumentada de CD127, 

la cual no se modificó en las células Tregs de los ratones IFN- KO infectados (Fig. 26B-

C). Estos resultados sugieren que posiblemente las células Tregs de los ratones IFN- KO 

son más sensibles a la IL-7, porque ya expresan constitutivamente su receptor pero la 

infección no modifica la alta expresión del receptor CD127.  

Se analizó la expresión del gen de la IL-7 en el bazo, lo cual sugeriría que la IL-7 puede 

encargarse del mantenimiento de las células Tregs de los ratones IFN- KO infectados. Se 

observó una expresión basal del gen de la IL-7 en los ratones WT e IFN- KO no infectados 

(Fig. 26D-E), en los ratones WT infectados la expresión del gen de IL-7 se mantuvo similar  
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Fig. 26. La IL-7 se encarga del mantenimiento de las células Tregs durante la infección con T. 

gondii en ausencia de IFN- e IL-2.  Ratones BALB/c-WT e IFN- KO fueron infectados con 20 

quistes Me49 de T. gondii por vía ip y a  los 6 dpi se extrajo el bazo.  Niveles de IFN- e IL-2 en 

sobrenadante de cultivo de células de bazo estimuladas con -CD3. Los niveles de citocinas se 

detectaron por medio de CBA. Las condiciones de cultivo y la detección de citocinas por CBA se 

describen en materiales y métodos. B) Density-plots representativos y C) datos totales en porcentaje y 

número de células Tregs CD4+Foxp3+ expresando el receptor de la IL-7 (CD127). La región de 

linfocitos fue definida de acuerdo a las características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). La 

captura de las poblaciones se realizó tomando 5,000 eventos de células CD4+Foxp3+. En otro grupo de 

ratones se analizó la expresión de las citocinas IFN-, IL-2 e IL-7 y la expresión del gen constitutivo 

GAPDH. D) Gel representativo  y E) datos totales de la expresión relativa de los genes de IL-7, IFN- e 

IL-2 con relación al gen constitutivo GAPDH. Datos totales de 2 experimentos independientes. *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001; one-way ANOVA con una prueba de Tukey.  
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a la observada en ratones no infectados (Fig. 26D-E), mientras que en los ratones IFN- KO 

infectados aumentó de manera significativa  (Fig. 26D-E), lo cual sugiere que la IL-7 puede 

encargarse del mantenimiento de las células Tregs.  

Además de analizar la expresión del gen de IL-7, se analizó la expresión del gen de IFN- y 

de la IL-2, lo cual confirmaría de una manera alterna los resultados obtenidos hasta el 

momento. Se observó una expresión basal del gen de IFN- en los ratones WT no 

infectados, la cual aumentó en los ratones WT infectados  (Fig. 26D-E). También se 

observó una ligera expresión del gen de IFN-en los ratones IFN- KO no infectados e 

infectados, pero siempre por debajo de la expresión basal observada en ratones WT no 

infectados (Fig. 26D-E). Se observó que los ratones WT e IFN- KO no infectados 

expresaron el gen de la IL-2, mientras que la infección en ambas cepas de ratón produjo 

una reducida expresión del gen de la IL-2 (Fig. 26D-E). Estos resultados demuestran que 

durante la infección ip en ratones BALB/c WT hay un aumento en la expresión del gen del 

IFN- y una disminuida expresión del gen de IL-2, mientras que en los ratones IFN- KO  

hay una disminuida expresión tanto del gen del IFN- como del gen de IL-2. Todos estos 

resultados en conjunto sugieren que la IL-7 se encarga del mantenimiento del elevado 

porcentaje y número de células Tregs durante la infección ip de ratones BALB/c IFN- KO.  

Debido a que los resultados del párrafo anterior sugieren que la IL-7 se encarga del 

mantenimiento de las células Tregs, se evaluó si la administración de IL-7 recombinante 

(rIL-7) a ratones BALB/c-Foxp3EGFP podría mantener el porcentaje de células Tregs 

durante la infección con T. gondii y por lo tanto, evitar la disminución de células Tregs. Se 

infectó a ratones con 20 quistes por vía ip y a los 3 dpi se les inyectó1g de rIL-7 por vía  
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Fig. 27. La inyección de rIL-7 evita la disminución drástica de células Tregs durante la infección con T. 

gondii. Ratones BALB/c-Foxp3EGFP fueron infectados con 20 quistes Me49 de T. gondii por vía ip. A) Estrategia 

experimental de la inyección de IL-7R. B) Sobrevida de los ratones a lo largo de 13 dpi. *p<0.05, prueba Log 

Rank. C) Density-plots representativos de muestras de sangre. La región de linfocitos fue definida de acuerdo a las 

características de tamaño (FSC) y granularidad (SSC). La captura de las células se realizó tomando 20,000 eventos 

de células CD4+.  D) Porcentaje y número de células Tregs por muestra de sangre. Ratones BALB/c-Foxp3EGFP no 

infectados (), infectados (), no infectados + IL-7R (), infectados + IL-7R () (B y D). Datos totales de 2 

experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; prueba ANOVA de una vía con una post-prueba de 

Tukey. 
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ip (Fig. 27A). Se observó que los ratones infectados e inyectados con rIL-7 fueron 

susceptibles a la infección, alcanzando el 0% de sobrevida en los 10 dpi (Fig. 27B), lo cual 

es muy similar a lo observado en los ratones STAT-1 KO (Fig. 22A) o IFN- KO (Fig. 

24A). Cuando se analizó el porcentaje y el número de células Tregs en la sangre, se observó 

que la inyección de rIL-7 a ratones no infectados indujo un aumento transitorio del 

porcentaje  y  número  de  células Tregs a  los 4 dpi.  Se  observó  que  por  la infección hay 

disminución de células Tregs en porcentaje y número, siendo más notable a partir de los 6 

dpi y conforme avanza el tiempo del experimento. Sin embargo, en los ratones infectados 

que fueron inyectados con rIL-7 se observó únicamente una disminución ligera de células 

Tregs, que se mantuvo a lo largo del tiempo del experimento. Estos datos demuestran que 

la IL-7 evita la disminución exacerbada de las células Tregs y que puede encargarse del 

mantenimiento de las células Tregs durante la infección con T. gondii en los ratones IFN- 

KO infectados 

Los resultados obtenidos en esta sección, serán el objeto de la siguiente publicación, 

que será sometida a la revista Journal of Experimental Medicine 
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AbstraeS 

A reduction ofTreg <lells dtuing T. gondii infection has been described, mi this 

reduction seems to be related by some mechanisms that include dead and phenotypic 

transfoDDation in Treg oell.s, mi low 0-2 production by CD~ oel1s. In tbe present paper 

we demonstIate Iba!, in addition WÍth low JL.2 production by CD4+ cells, JFN-y is the 

major <::atlSe of Treg ceIl reductioD, because ÍiS tbe cytokine tbat orchestrate the dead and the 

pbenot)'pic t:ramfOIIDation in Treg cells dtuing T. gondii infection. Surprisingly, in infected 

IFN-'Y KO mice, Treg oell.s peroentage and number are iDcreased, but IL-2 producl:ion by 

CD4+ oell.s remains Jow. We descnOed an 1L-2-indepeodent mechanism fur (be 

maÍDtenance ofTreg cells iD. infected IFN-y KO miee. In these mice, IL-7 geDe expressioD 

in spleen mi JL.7 receptor (CDi27) expression in Treg oells are increased. !he 

administration ofreoombinant JL. 7 to infected Foxp3EGfP mice pre,,'eDts the exacabated 

reduction ofTreg cens. Also, we demonstrate that encerbated Treg reJl reduction caused 

by high Jevels ofIFN-y is a hallm3l\r ofthe msceptibility during T. gondii infection. 

2 
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6. Discusión 

El estudio de la participación de las células Tregs durante distintas enfermedades 

infecciosas ha sido muy amplio y diverso. Como se describió en la Introducción, en algunas 

enfermedades infecciosas se ha demostrado que el número de las células Tregs aumenta, lo 

cual limita la respuesta inmune y promueve la persistencia del parásito. En otras 

enfermedades infecciosas la capacidad supresora de las células Tregs disminuye, lo que 

favorece una respuesta inmune exacerbada que concluye en la muerte del hospedero (208-

225,262-267).  

Durante la infección con T. gondii ocurre un fenómeno interesante y ampliamente descrito, 

donde las células Tregs disminuyen durante la fase aguda de la infección (202-207) como 

consecuencia de varios eventos que ocurren al mismo tiempo, los cuales incluyen: una 

disminución en la capacidad de producir IL-2 por las células T-CD4+ (202,206), la muerte 

de las células Tregs y la expresión del factor de transcripción T-bet, el cual se asocia a una 

respuesta Th1 (206). 

Algo que ha resultado controversial son las conclusiones obtenidas por los distintos grupos 

que han estudiado el fenómeno de reducción de células Tregs. Por un lado se ha sugerido 

que como consecuencia de esta reducción existe la susceptibilidad (206), mientras que por 

otro lado se ha sugerido que esta reducción es necesaria para que exista resistencia (202).  

Con el fin de discernir si la reducción de células Tregs es necesaria para la protección o si 

está implicada en la susceptibilidad, en la presente tesis se realizaron experimentos de 

transferencia adoptiva de células Tregs a ratones B6 infectados. Primero se tuvieron que 

definir algunas variables que ayudaron a la realización óptima de los experimentos. Estas 
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variables incluyeron: el enriquecimiento de células CD4+ de bazo, el tiempo en que debe 

realizarse la transferencia adoptiva, y que la protección inducida por células Tregs de 

ratones no infectados e infectados es la misma en términos de sobrevida y peso. El 

enriquecimiento de células CD4+ optimizó la viabilidad celular y el tiempo invertido para la 

obtención del número total de células Tregs requeridas para la realización de los 

experimentos de transferencia adoptiva. Se determinó que la transferencia adoptiva de 

células Tregs debe realizarse durante la infección, ya que al realizarse antes de infectar no 

se observaron diferencias en la sobrevida y en el peso al comparar con ratones que 

únicamente fueron infectados. Los resultados obtenidos apoyan lo publicado en la 

literatura, donde se describió que al transferir células Tregs a hembras preñadas durante la 

infección con T. gondii se genera protección (203,205).  

La transferencia adoptiva de células Tregs prolongó la sobrevida y evitó la disminución 

drástica en el peso de los ratones B6 infectados. Sin embargo, se observó que la carga 

parasitaria en el cerebro aumentó a los 30 dpi. Debido a esto, se decidió analizar la 

respuesta inmune generada contra el parásito. En los ratones transferidos e infectados se 

observó una clara disminución de la respuesta inmune en el intestino aunque no disminuyó 

la carga parasitaria. Estos resultados sugieren que no hay una acción directa de las células 

Tregs transferidas sobre el parásito, sino que la respuesta inmune disminuida, que es 

consecuencia de la transferencia de células Tregs, favorece que el parásito se reproduzca, lo 

que posiblemente sea la causa de la muerte de los ratones durante la fase crónica de la 

infección. Es importante recordar que la causa de la susceptibilidad de la cepa de ratón B6 

durante la infección con T. gondii es la respuesta inmune exacerbada y no la carga 

parasitaria (35,64,241). 



117 
 

Con los experimentos realizados en el bazo de los ratones B6, se observó una clara 

regulación de las células CD4+ por la transferencia adoptiva de células Tregs, que se 

tradujo en la disminución de la producción de citocinas pro-inflamatorias y en la 

disminución de las moléculas de activación. Sin embargo, un resultado sorprendente es que 

la transferencia adoptiva de células Tregs no disminuyó la activación de la respuesta CD8+. 

Se ha demostrado que las células Tregs pueden controlar la actividad efectora de las células 

CD8+ (268), y que éstas forman parte fundamental en la producción de IFN- durante la 

infección con T. gondii (55). Posiblemente, el tiempo en el que se pudiera observar un 

efecto regulador sobre la activación y la producción de IFN- en las células CD8+ por la 

transferencia de células Tregs, no fue el que se evaluó en el presente proyecto. También, 

probablemente las células Tregs transferidas modulen una acción efectora de las células T 

CD8+ distinta a la producción de IFN- o a la activación de moléculas de membrana, ya que 

las células CD8+ tienen otras funciones efectoras, como citotoxicidad (269).  

No solo en el presente proyecto se ha sugerido que el restablecimiento de las células Tregs 

tiene un efecto regulador sobre la respuesta inmune durante la infección con T. gondii. 

Como ya se ha mencionado anteriormente, la transferencia adoptiva de células Tregs a 

hembras preñadas e infectadas con T. gondii disminuye el riesgo al aborto (203,205). Por 

otro lado, el tratamiento a ratones con los compuestos nutricionales resveratrol, curcumina 

y simvastatina durante la infección con T. gondii, evita que las células Tregs disminuyan y 

por lo tanto existe un efecto regulador de la respuesta inmune Th1 exacerbada, lo que lleva 

a una sobrevida prolongada (270).  

Las células Tregs tienen una capacidad supresora muy amplia, con muchos mecanismos 

directos e indirectos (Fig. 9). Debido a los requerimientos de la respuesta inmune durante la 
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toxoplasmosis en el ratón B6, las células Tregs disminuyen en la fase aguda de la infección, 

sin embargo lo hacen de una manera drástica, que causa un incremento exacerbado de la 

respuesta inmune inflamatoria caracterizada por el IFN- (Fig. 28). Al transferir células 

Tregs se prolongó la sobrevida y disminuyó la respuesta inmune exacerbada, pero en 

consecuencia hay una carga parasitaria incrementada y los ratones mueren en la fase 

crónica de la infección. Por lo tanto, la infección oral con T. gondii en el ratón B6 es un 

modelo agresivo, en donde habrá mortalidad en la fase aguda por causa de la respuesta 

inmune exacerbada, o en la fase crónica de la infección por causa de una carga parasitaria 

incrementada. Sin embargo en el ambiente,  T. gondii ha desarrollado muchas estrategias de 

co-evolución para poder sobrevivir a la respuesta inmune generada en el hospedero 

intermediario. 

Dos reportes descritos en la literatura son importantes para comparar los resultados 

obtenidos en la presente tesis y poder concluir en conjunto. Estos dos reportes tienen 

conclusiones contrastantes: uno sugiere que la reducción de las células Tregs concluye en  

la susceptibilidad (206), mientras que el otro sugiere que esta reducción es necesaria para la 

resistencia (202). Aunque se describan conclusiones contradictorias durante el estudio de la 

disminución de las células Tregs utilizando una misma cepa de ratón (B6), se debe tomar en 

cuenta la vía de inoculación del parásito, ya que un reporte estudió la disminución de las 

células Tregs por la vía oral (206), y el otro reporte lo hace por la vía ip (202). Los ratones 

B6  son  susceptibles  a   la  toxoplasmosis  por   la  vía  oral,  pero  son  resistentes  a  la  
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Fig. 28. La transferencia adoptiva de células Tregs controla la respuesta inmune durante la infección 

oral con T. gondii a ratones B6.  A) Descripción gráfica de la respuesta inmune en un ratón B6 no infectado, 

donde hay bajos niveles de IFN- en suero, hay cierto porcentaje y número de células Tregs, las células CD4+ 

producen IFN- e IL-2 y no están activadas, las células CD8 estimuladas producen IFN- y no están activadas 

B) Cuando el ratón es infectado por la vía oral los niveles de IFN- en el suero aumentan, hay disminución en 

porcentaje y número de las células Tregs, las células CD4 y CD8 producen IFN- y se activan, mientras que 

disminuye la producción de IL-2 por células CD4+. C) Cuando al ratón se le transfieren células Tregs los 

niveles de IFN- en el suero disminuyen, en las células CD4 disminuye la producción de IFN- y disminuye la 

activación, mientras que se restaura  la producción de IL-2 por células CD4+. 



120 
 

infección ip (45). Los resultados obtenidos en la presente tesis apoyan las conclusiones 

hechas por Benson A., et al, que describen que la disminución de células Tregs es  

necesaria, pero debe ser parcial y transitoria, lo cual genera protección (202). Si la 

disminución de células Tregs es exacerbada o se evita, el ratón será susceptible.   

En la presente tesis se utilizaron 2 modelos de ratón (ratones B6 infectados por la vía oral y 

ratones BALB/c infectados por la vía ip) que tienen un mismo resultado, la susceptibilidad. 

En ambos modelos se encontró una disminución exacerbada de células Tregs, lo que 

conduce a una respuesta inmune Th1 descontrolada con altos niveles de IFN- y a la muerte 

del hospedero en la fase aguda de la infección. Estos resultados sustentan lo reportado 

previamente por nuestro grupo de trabajo (207,233). La infección oral de ratones BALB/c, 

que son resistentes a la toxoplasmosis, lleva a una reducción del 50% de las células Tregs. 

Sin embargo, la depleción de las células Tregs hasta en un 75% con el anticuerpo anti-

CD25 PC61, lleva a la muerte de los animales, a pesar de que la cepa BALB/c es resistente 

(207). Por lo tanto, los niveles de células Tregs correlacionan con la susceptibilidad durante 

la toxoplasmosis en la fase aguda de la infección: si la reducción de células Tregs es 

moderada y transitoria, se podrá observar la resistencia característica de la cepa BALB/c 

durante la infección por la vía oral (207) o de la cepa B6 infectada por vía ip (202). Sin 

embargo, si la reducción se exacerba y no se revierte, como en el caso de la infección oral 

de ratones B6 (206), de la infección oral de ratones BALB/c depletados con el anticuerpo 

anti-CD25 (207) o como en el caso de la presente tesis, durante la infección ip de ratones 

BALB/c, existirá susceptibilidad. 

Como ya se había mencionado en la Introducción, el IFN- es la principal citocina 

implicada en la resistencia a la toxoplasmosis (58), pero su producción exacerbada es la 
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principal causa de la susceptibilidad (64). En los primeros resultados obtenidos en esta tesis 

en la cepa de ratón BALB/c, se observó una correlación entre la disminución de las células 

Tregs con un incremento sistémico exacerbado en los niveles de IFN-, lo cual nos hizo 

pensar que posiblemente el IFN- es otro mecanismo implicado en la disminución de las 

células Tregs. Se demostró que el IFN- causa directamente la disminución de células 

Tregs, ya que en su ausencia o en ausencia de su señalización, el porcentaje y número de 

células Tregs no disminuye en la sangre e incluso aumenta en el bazo. De manera muy 

relevante y primordial, se demostró que el IFN- no sólo es un mecanismo más, sino que es 

el mecanismo que orquesta la muerte de las células Tregs, causando la transformación de su 

fenotipo hacia un fenotipo inflamatorio Th1 CD4+Foxp3+T-bet+ por la inducción de la 

expresión del receptor de IFN-. 

Se han descrito múltiples funciones para el IFN- en la respuesta inmune. Es el principal 

activador de macrófagos y de su función efectora como la secreción de intermediarios 

reactivos de oxígeno y el incremento en las moléculas de la presentación antigénica 

(158,188). También favorece la atracción de leucocitos, así como su maduración y 

diferenciación (158,188); está implicado en la función efectora de las células NK (152,188) 

y también regula el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas producidas por los linfocitos 

B (159,188). Aunque el IFN- es indispensable para la eliminación de varios patógenos por 

los mecanismos descritos anteriormente (55,56,180,181,183,186,188), también se ha 

demostrado que el IFN- en exceso puede generar consecuencias adversas durante el 

desarrollo de la respuesta inmune, como la disminución en la proliferación celular y la 

apoptosis de las células (168,190,191).  
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En el caso de la infección con T. gondii, la producción en exceso del IFN- induce 

apoptosis masiva en el bazo (271), así como necrosis en el intestino y la muerte del 

hospedero (64,242). En la presente tesis se describe un efecto adverso del IFN-, adicional 

a lo que ya se ha descrito, ya que los altos niveles de IFN- favorecen la muerte y la 

transformación en el fenotipo de las células Tregs hacia un fenotipo pro-inflamatorio Th1 

caracterizado por la expresión del factor de transcripción T-bet. (229). La señalización por 

STAT-1 es indispensable para la función del IFN-vía su receptor (171-173). Los 

resultados con los ratones STAT-1 KO infectados sugieren que la disminución de células 

Tregs es dependiente del IFN- y de su señalización vía STAT-1. Ya que se ha descrito que 

las células T de ratones STAT-1-/- son deficientes en la inducción de apoptosis debido a 

niveles insuficientes de caspasas  (184), probablemente el bajo número de células Tregs 

muertas en estos animales se deba a la ausencia de apoptosis.  

Los resultados obtenidos en la presente tesis demuestran que el IFN- es el mecanismo que 

orquesta la disminución de las células Tregs a través de la muerte celular y de la 

transformación en el fenotipo, lo que confirma la hipótesis propuesta por Ge Y., et al, que 

sugirió la existencia de una relación entre los altos niveles de IFN- y la disminución de 

células Tregs durante la toxoplasmosis (203). Nuestros resultados también reproducen lo 

observado por Oldenhove G., et al, y por Benson A., et al, (202,206) ya que observamos 

una producción disminuida de IL-2 por las células T-CD4+  durante la infección aguda en 

ratones WT infectados por la vía intraperitoneal. Por lo tanto, la disminución de células 

Tregs observada en ratones BALB/c WT infectados por la vía ip, es consecuencia de los 

altos niveles de IFN- producidos por células T-CD4+ y T-CD8+, así como del colapso en la 

producción de IL-2 por células CD4+. Además de la presente tesis, se demostró que existe 
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un papel importante para el IFN- sobre las células Tregs durante la toxoplasmosis, ya que 

el IFN- y la IL-27 son necesarios para que las células Tregs expresen T-bet, STAT-1 y 

STAT-3 en su forma activa, así como el receptor de quimiocinas CXCR3, lo que favorece 

su transformación en el fenotipo y su utilidad supresora en un contexto altamente 

inflamatorio Th1, característico de esta infección (229).  

Como ya se había mencionado anteriormente, los resultados de la presente tesis apoyan las 

conclusiones hechas por Benson. A. et al (202)., que sugiere que la disminución de células 

Tregs es necesaria para que exista protección. Sin embargo, estas conclusiones contrastan 

con un artículo que se publicó recientemente, donde se sugiere que para que exista 

protección no es necesaria la disminución de las células Tregs (234). Posiblemente estas 

diferencias se deban a que los autores utilizaron una cepa altamente virulenta de T. gondii, 

mientras que en la presente tesis y en el artículo publicado por Benson. A. et al., se utilizó 

la cepa ME49, que es avirulenta (202). Por lo tanto, la cepa de T. gondii también podría 

influir en la disminución de las células Tregs. 

En este trabajo se demostró que el IFN- causa la disminución de las células Tregs de 

manera directa, lo cual no había sido reportado hasta la fecha (Fig. 29). Sin embargo, un 

resultado sorprendente en los ratones STAT-1 KO infectados e IFN- KO infectados, es el 

elevado porcentaje y número de células Tregs aun cuando hay baja producción de IL-2 por 

células CD4+. Este resultado fue totalmente inesperado, ya que como ha sido ampliamente 

demostrado, la IL-2 es indispensable para el mantenimiento de las células Tregs 

(110,137,249); además Benson A. et al ., y Oldenhove G. et al., demostraron que la 

disminución de células Tregs es consecuencia de una baja producción de IL-2 por las 

células CD4+ (202,206). Hay diferentes explicaciones a nuestros resultados: 1) que exista 
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otra citocina (similar a la IL-2) que sea capaz de mantener a las células Tregs; 2) que los 

bajos niveles de IL-2 sean suficientes para mantener a las células Tregs; y 3) que exista otra 

población celular, diferente a las células T CD4+, capaz de producir IL-2. 

Paralelamente al papel que juega la IL-2 en el mantenimiento de los linfocitos, 

particularmente de las células Tregs (249), se han descrito que la IL7 y la IL-15 también 

están implicadas en el mantenimiento de los linfocitos T y de la células Tregs (258). La IL-

7 se requiere para el desarrollo de las células T en el timo, mientras que en la periferia 

promueve la sobrevida de las células T naïve y de memoria a través de la sobre-regulación 

de la molécula anti-apoptótica Bcl-2 (272). La IL-15 induce la proliferación de las células 

T-CD8+ de memoria, incrementando su función efectora (citotoxicidad) (272). La IL-2, la 

IL-7 y la IL-15, además de unirse a sus receptores, se unen a una cadena común  de 

membrana (249,258,259), lo que genera una señal para el desarrollo, proliferación y 

homeostasis de las células T. De estas tres citocinas, la IL-2 es producida principalmente 

por linfocitos T-CD4+ y de manera secundaria por linfocitos T-CD8+, células T-NK y NK 

(249). Se desconoce si poblaciones de células del sistema inmune producen la IL-7, pero se 

sabe que es producida por células no linfoides en los órganos linfoides (260,272). El RNA 

mensajero de la IL-15 es inducido de manera rápida en macrófagos y DC en respuesta a 

estímulos vía TLRs y a interferones del tipo I (272). La IL-7 juega un papel primordial en 

el mantenimiento de las células Tregs de memoria en la piel, ya  que  estas células 

presentan una expresión incrementada del receptor de la IL-7 y una expresión disminuida 

del receptor CD25 (258,259). Tanto la IL-7 como la IL-15 inducen la fosforilación de 

STAT-5 así como la sobre-regulación de Foxp3 en las células Tregs (273), lo cual apoya 

los resultados obtenidos en el presente trabajo. 
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Fig. 29. El IFN- y causa la disminución de las células Tregs durante la infección ip con T. gondii.  A) 

Descripción gráfica de la respuesta inmune en un ratón BALB/c no infectado, donde hay bajos niveles de 

IFN- en suero, hay cierto porcentaje y número de células Tregs sistémicas y en bazo, así como las células 

CD4+ estimuladas producen IFN- e IL-2 y las células CD8 estimuladas producen IFN-. B) Cuando el ratón 

es infectado por la vía ip incrementan los niveles de IFN- en el suero, hay disminución en porcentaje y 

número de las células Tregs, las células CD4 y CD8 producen IFN- y disminuye la producción de IL-2 por 

células CD4+. C) Cuando el ratón IFN- KO es infectado, no hay producción de IFN- en el suero, hay un 

incremento en porcentaje y número de las células Tregs, las células CD4 y CD8 no producen IFN- y sigue 

reducida la producción de IL-2 por células CD4+,  de manera interesante en este caso, la IL-7 se encarga del 

mantenimiento de las células Tregs. 
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Debido a la poca disponibilidad de reactivos para la detección de la IL-15 y a que se ha 

propuesto que la IL-7 puede tener un papel en el mantenimiento de los linfocitos T cuando 

hay disrupción en la señalización de la IL-2 (260), se decidió conocer si la IL-7 es quien 

mantiene el alto número de células Tregs en los ratones IFN- KO infectados, los cuales 

presentan bajos niveles de la IL-2. Se encontró una clara participación de la IL-7 en el 

mantenimiento de las células Tregs aún con bajos niveles de IL-2 en los ratones IFN- KO 

infectados. Un resultado que llamó la atención fue que los ratones IFN- KO no infectados 

mostraron una expresión elevada del receptor de IL-7 y esta expresión no se modifica por la 

infección. Hasta la fecha no se había descrito en la literatura que en las células Tregs de 

ratones IFN- KO existen niveles aumentados del receptor CD127 de manera constitutiva. 

Se conoce que en las células Tregs de humanos la fosforilación de STAT5 es a través del 

receptor de la IL-7 o a través del receptor de la IL-2, pero para obtener los mismos niveles 

de fosforilación de STAT5 se requiere una alta concentración de IL-7 o bajas 

concentraciones de IL-2  (274). Posiblemente las células Tregs de los ratones IFN- KO 

sean más sensibles a la IL-7 porque expresan constitutivamente el receptor, y ésta es la 

causa de que no disminuyan durante la infección con T. gondii. Además de los resultados 

obtenidos con el receptor de la IL-7 y con la expresión aumentada del RNA mensajero de la 

IL-7 en los ratones IFN- KO infectados, observamos que cuando se inyectó la IL-7 

recombinante en ratones Foxp3EGFP no hubo una disminución drástica de células Tregs, lo 

cual demuestra que la IL-7 se encarga del mantenimiento de las células Tregs cuando 

existen bajos niveles de IL-2. Además, probablemente los altos niveles de IFN- inhiban 

directamente la producción de IL-7 durante la infección con T. gondii, lo cual evita que la 

IL-7 intervenga en el mantenimiento de las células Tregs en los ratones WT infectados. 
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Estos resultados no descartan que la IL-15 pueda formar parte del mantenimiento de las 

células Tregs en los ratones IFN- KO infectados, pero queda como un campo de estudio 

abierto. 

Se demostró que la IL-7 se encarga del mantenimiento de las células Tregs cuando hay 

bajos niveles de IL-2 en los ratones IFN- KO infectados, pero también se propuso que 

posiblemente los bajos niveles de IL-2 son suficientes para mantener el alto número de 

células Tregs. Para investigar esta posibilidad necesitaríamos tener ratones dobles KO, para 

IFN- y para IL-2, infectados, lo cual eliminaría absolutamente los niveles de IL-2. La otra 

posibilidad planteada es que otra población celular diferente a los linfocitos T-CD4+ en el 

bazo, produzca la IL-2 que se requiere para el mantenimiento de las células Tregs. La IL-2 

también es producida por células T-CD8+, células T-NK, células NK y en menor cantidad 

por DC o por mastocitos (249). En los experimentos realizados en la presente tesis, 

evaluamos en el bazo total la producción de IL-2 por células T al estimular el cultivo de 

células totales de bazo con -CD3 y tener la co-estimulación de las DC, y se observó que 

aún en el sobrenadante de células de ratones IFN- KO infectados existe una producción 

disminuida de IL-2, lo cual descarta que otra población de células T (CD4+, CD8+ o T-NK) 

en el bazo produzca IL-2. Se requiere estudiar si al estimular DC o mastocitos provenientes 

de ratones IFN- KO infectados existe producción de IL-2 y de existir este fenómeno, 

conocer si la IL-2 interviene en su desarrollo.   

Los resultados obtenidos en el presente proyecto con respecto a los ratones IFN- KO 

infectados no contradicen ni se contraponen al  papel de la IL-2 en el mantenimiento de los 

linfocitos T. La importancia de la funcionalidad de la IL-2 en el mantenimiento de 
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múltiples poblaciones celulares ha sido ampliamente descrita (116,249,275-277). Con 

respecto a las células Tregs, la IL-2 es una citocina requerida para su mantenimiento y 

función (116,137,249,277), ya que expresan constitutivamente el receptor de alta afinidad 

de la IL-2 (CD25) (79,81,91,278). La IL-2 participa en la inducción de la expresión de 

receptores de citocinas y de factores de transcripción como STAT-5, PI3K o MAPK, 

promoviendo o inhibiendo cascadas de señalización, lo que favorece el desarrollo de la 

respuesta inmune (279). Posiblemente la producción disminuida de IL-2 observada en los 

ratones IFN- KO infectados favorezca el desarrollo de la respuesta inflamatoria Th1 y por 

lo tanto de los niveles elevados de IFN-. 

Dados los resultados obtenidos en el presente proyecto en las cepas de ratón B6 y BALB/c, 

se puede concluir que el papel de las células Tregs durante la toxoplasmosis murina es 

controlar la respuesta inmune que se genera contra el parásito. Sin embargo, debido a los 

requerimientos de coevolución entre T. gondii y el sistema inmune de su hospedero 

intermediario, se ha requerido que las células Tregs disminuyan, lo que generará una 

respuesta inmune óptima que controle al parásito en la fase aguda de la infección, que 

genere inmunidad ante una reinfección y favorezca la persistencia del parásito en su 

hospedero de manera definitiva.  

En los dos modelos utilizados en el presente proyecto, se observó el efecto de la 

disminución de las células Tregs durante una respuesta inflamatoria exacerbada, 

caracterizada por los altos niveles de IFN- (Fig. 30). En el caso de que la disminución de 

células Tregs sea exacerbada e irreversible, la conclusión es la muerte del hospedero (Fig. 

30B). En el caso de que no exista disminución de células Tregs, el hospedero no genera una 

respuesta inmune eficiente que pueda combatir al parásito, y como resultado también 
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observaremos la muerte (Fig. 30C). Para que exista protección y sobrevida, se requiere que 

en la fase aguda de la toxoplasmosis la disminución de células Tregs sea parcial y 

transitoria, lo que va a garantizar el desarrollo de una respuesta inmune eficiente que 

generará el enquistamiento del parásito y su persistencia en el hospedero (Fig. 30D). Se ha 

requerido de cientos de años de coevolución entre T. gondii y el sistema inmunológico del 

hospedero intermediario, para que exista esta estrecha y compleja relación hospedero-

parásito.  
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Fig. 30. Relación entre la respuesta inmune y las células Tregs durante la infección con T. gondii.  A) 

Estado basal de las células Tregs y la respuesta inmune inflamatoria en un ratón no infectado. B) Cuando el 

ratón B6 es infectado por vía oral o el BALB/c por vía ip, la respuesta inmune y la disminución de células 

Tregs se exacerba, lo que induce susceptibilidad. C) El control de la respuesta inmune genera susceptibilidad 

cuando se transfieren células Tregs a un ratón B6 infectado o si se infecta a un ratón BALB/c IFN- KO por 

vía ip. D) Cuando se infecta al ratón BALB/c por vía oral, existe el perfecto balance entre una respuesta 

inmune eficiente y la disminución de células Tregs que se restablecen parcialmente en la fase crónica de la 

infección.  
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