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INTRODUCCION.

El Paludismo es una enfermedad causada por un protozoario intracelular del género
Flasmodium, infecta a millones de personas en el mundo y provoca en casos severos
la muerte. La infeccién por P falciparum continua siendo la mas extendida y
prevalente en el mundo. No obstante, en México, predomina P, vivax que suele
confinarse principalmente al sureste de los estados de Chiapas, Campeche, Quintana
Roo y Oaxaca debido al clima tropical de la zona (Abbas, 1995).

la muerte celular programada (PCD) se ha observado como una respuesta a
infecciones intracelulares tanto en diversos patdgenos como en organismos huésped.
El suicidio de una célula infectada puede ser una esirategia de supervivencia por
parte del organismo multicelular sin embargo, el patogeno también puede requerir la
muerte de la célula, cuando induce apoptosis en macrofagos del huésped para
escapar de la accion microbicida del hospedero. Por lo tanto, existe la posibilidad de
que el parasito suprima la muerte de las células huésped para prolongar su periodo
de multiplicacion (Welburn et al., 1997; Williams, 1994b).

La muerte celular programada es un proceso donde un estimulo ambiental, quimico,
genético o fisico activa un programa genético intrinseco en la célula provocando una
serie de cambios morfolégicos caracteristicos a los que se les conoce como apoptosis.
Sin embargo, ambos términos son utilizados como sinénimos (Wyllie et al., 1980;
Kroemer et al, 1995},

La razon por la que no se esperaba que la apoptosis tuviera lugar en organismos
unicelulares es que podria llevar a la extincion de la especie. Sin embargo, en
poblaciones de protozoarios organizados socialmente con asignaciones de tareas
especificas es un factor importante en su evolucion y supervivencia (Moreira et al.,
1996). Asi, la variacidn en las parasitemias de infeccioncs con protozoarios sobre el
sistema sanguineo de mamiferos, muestra los esfuerzos del sistema inmune del
mamifero por controlar la infeccion y del parasito por regular su propio ramero
(Welburn et al, 1997). En la infeccion murina por Plasmodiurt chabaudi se presenta
ese rapido incremento en el nimero de pardsitos seguido de una disminucion subita,
lo que se denomina crisis (Meding y Langhorme, 1991; Taylor-Robinson, 1995).

La observacion al microscopio de la cromatina del pardsito dafada durante el periodo
de crisis permite suponer que el fendmeno de apoptosis esta involucrado en Ia
infeccion. En este trabajo investigamos la posible participacion de la apoptosis
primero en el parasito y después en el hospedero durante la infeccion por £, chabaudi
chabaudi ASen un modelo murino de paludismo experimental.



El conocimiento mas profundo en relacion a los mecanismos ¢elulares involucrados
en el control de la parasitemia, permitird un mejor entendimiento de la respuesta
inmune en paludismo, asi como también sera relevante en el disefio de vacunas
efectivas conira plasmodio.



FUNDAMENTACION DEL TEMA.

1. PALUDISMOQO,

El paludismo es una enfermedad febril, con manifestaciones paroxisticas y periddicas,
transmusible por la hembra de los mosquitos Anophieles, se presenia principalmente
en los tropicos y subtrdpicos, es causada por protozoarios del género Flasmoditum. En
los humanos las especies que causan la enfermedad son: Plasmodium falciparum, F.
ovale, F. vivaxy P. malarie (Tay, 1994).

El vector y huésped definitivo para Plasmodium, es el mosquito. Se presentan dos fases
en el ciclo bioldgico del parasito: 1a fase sexual, que ocurre en los mosquitos y la fase
asexual, que ocurre en el hombre, huésped intermediario (Tay, 1994).

El ciclo vital en el hombre comienza con la introduccion de esporozoitos a la sangre
desde 1a saliva del mosquito al picar. En el transcurso de aproximadamente 30
minutos, los esporozoitos se introducen en los hepatocitos. En esta fase denominada
“exoeritrocitaria”, el pardsito se multiplica y se diferencia a merozoito. Los merozoitos
abandonan las células hepaticas e infectan a eritrocitos. Durante la fase eritrocitica, el
microorganismo se desarrolla a un trofozoito anular, que progresa a una forma
ameboidea y luego se diferencia a esquizonte lleno de merozoitos. Después de su
fiberacion, los merozoitos nuevos infectan a otros eritrocitos. Este ciclo en el glébulo
rojo se repite a intervalos regulares tipicos para cada especie (Tay, 1994; Clark,
1994) Figura 1.

la fase sexual comienza en el eritrocito humano cuando algunos merozoitos
evolucionan a gametocitos masculinos y otros a femeninos. los eritrocitos que
conticnen gametocitos son ingeridos por el mosquito y dentro de su intestino se forma
un macrogameto femenino y ocho microgametos masculinos semejantes a
espermatozoides. Después de la fertihzacion, ¢l cigoto diploide se diferencia a
oocineto mévil que horada la pared intestinal donde crece a oocisto (enguistado)
dentro del cual se producen numerosos esporozoitos haploides. Los esporozoitos se
liberan y emigran a las glandulas salivales listos para completar el ciclo cuando el
mosquuto ingiere su siguiente dosis de sangre (Clark, 1994; Stainer et al, 1986).

El paludismo es una enfermedad prevalente en regiones tropicales y subtropicales del
mundo. Las zonas paludicas americanas se encuenfran limitadas por México en ¢l
norte y Argentina en el sur. Chile es el tnico pais libre de paludismo en forma
natural. En México, la zona palidica comprende el 58% del territorio nacional, mas
del 95% de los casos de paludismo son causados por P. vivax. F. falciparum solo se
observa en 1-3 % y los casos por £, malariac habitualmente no llegan al 1% (Tay,
1994).
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Figura 1. Ciclo vital del Plasmodium {Madigan et al, 1997).

En el cuadro clinico de la enfermedad iras un periodo de incubacion aproximado de
10 a 17 dias, el paciente experimenta sintomas vagos de tipo gripal, con dolor de
cabeza y muscular, fotofobia, anorexia, nduseas y vomitos. Conforme progresa la
infeccidn, es mayor el numero de eritrocitos que al romperse liberan merozoitos,
desechos celulares y hemoglobina a [a circulacion sanguinea, todo ello da lugar al
patron tipico de fiebre y escalofrios, que aparecen de manera periddica y avanza el
ciclo de infeccién, replicacion y lisis celular. Los paroxismos pueden ser de caracter
feve o progresar a ataques graves, con sudoracidon profusa, escalofrios, temblores y
altas temperaturas. En ocasiones, si el paciente no s¢ diagnostica a tiempo puede

morir a causa de la enfermedad {(Murray et al, 1996).



1.1 Respuesta inmune a paludismo.

La inmunidad a paludismo involucra mecanismos de respuesta inmune humorales y
celulares. Las células T son esenciales en la cooperacion con las células B para fa
formacion de anticuerpos (Troye-Blomberg, 1994).

La infeccion con plasmedio induce una intensa activacién policlonal que se
caracteriza por la produccion de grandes cantidades de inmunoglobulinas de
diferentes especificidades. Con frecuencia se generan autoanticuerpos due
contribuyen a la severidad de la enfermedad. Como parte del proceso de activacion
general, también se producen anticuerpos protectores, de hecho, se ha logrado
transferir proteccién con la administracion de suero inmune a los pacientes
infectados, lo cual les reduce los sintomas de la enfermedad (Clark, 1994).

En cuanio a la funcién que podrian estar jugando los anticuerpos en la proteccion, se
ha asociado la presencia de IgG1 e IgG3 en humanos protegidos, mientras que en los
individuos no protegidos predominan 13G2 o IgM (Phillips, 1994).

Er las poblaciones endémicas, Jos recién nacidos presentan cierto grado de proteccion
debida a la transferencia pasiva de Abs maternos por la placenta y por la leche. Entre
otros factores que podrian conferir inmunidad innata estd el grupo sanguineo Duffy
que genera resistencia en la infeccion ocasionada por P falciparum. Asimismo,
personas con hemoglobina fetal persistente (talasemia) o con deficiencia de la enzima
glucosa deshidrogenasa 6-fosfato, no permuten el crecimiento de £ falciparum dentro
de sus eritrocitos (Bellanti, 1986).

El desarrollc de una inmunidad natural a paludismo requiere de una exposicion
continua con el pardsito durante varios afios, se logra después de que el individuo se
infecta con un gran ntimero de poblaciones de pardsifos antigénicamente diferentes.
La variacion antigénica es un mecanismo de evasion del sistema inmune y contribuye
a la cronicidad y ocasionalmente a la recaida tipica de la infeccion. Los mecanismos
de varacién antigénica no se conocen todavia (Phillips, 1994).

La poblacion de células T CD4+ juega un papel importante en el conirol de una
infeccion primaria con plasmodio. Este fenomeno se puso en evidencia al lograr
obtener clonas de linfocitos T capaces de transferir proteccion en receptores
singénicos (Clark, 1994).

Durante una infecciéon primaria con P. chabaudi se han logrado identificar patrones
de citocinas que permiten caracterizar a la respuesta inmune durante los primeros 10
dias como predominantemente Th1, ademas, se ha observado la capacidad de activar
macrdfagos y de producir una respuesta inflamatoria. Sin embargo, para que el
pardsito se pueda eliminar completamente se requiere la participacion de la
subpoblacién de células T CD4+ tipo Th2 (Langhorne, 1994).

Las células T CDS&+ se han asociado predomunantemente con la respuesta que se
presenta en los estadios exoerifrociticos en el higado mediante el reconocimiento de

5



antigenos parasitarios a través de moléculas MHC clase 1. También se activan junto
con las células T' y8 al igual que las células afTCR+ y T CD4+ para controlar al
parasito en la misma etapa del ciclo vital (Langhorne, 1994).

Los monocitos/macréfagos son células de importancia para la eliminacion del
parasito y el IEN-y es un potente activador de esas células (Troye-Blomberg, 1994). Se
ha descrito que el dxido nifrico y otros intermediarios del nitrdgeno producidos por

los macrofagos juegan un papel protector durante una infeccion primaria (Phillips,
1994).

2. APOPTOSIS.

La muerfe de las células despertd menor interés que otros procesos celulares basicos
como fa proliferacion y diferenciacion. El descuido relativo probablemente es el
resultado de una injustificada nocién restringida de la muerte celular como un
fendmeno degenerativo producido por heridas. Este concepto tiende a desenvolverse
en la historia de la Patologia y tiende a dominar el pensamiento sobre la incidencia y
los mecanismos de muerte celular. Asi, los factores de muerte celular ocurren como
un evento controlado en animales sanos, pero esto no gano el reconocimiento general
aunque el papel vital de la muerte celular en la morfogenésis del embrion normal
estaba claramente definido desde hace mas de treinta afios. Ademas, la posibilidad de
que “la muerte celular normal” pueda involucrar la destruccion activa de las células
por si mismas se ha ignorado viriualmente (Wyilie ef al, 1980).

La clasificacion de la muerte celular se basa en criterios morfoldgicos, bioquimicos o
en las circunsiancias en las que ocurre (Wyllie et al, 1980), los dos tipos de muerte
celular son la necrosis y la apoptosis. Los nombres de “necrosis contraida”, “muerte
celular activa” y 7suicidio celular” se usaron originalmente en los terrenos
morfologicos (Cohen, 1993a; Darzynkiewicz et al, 1994), pero cuando la incidencia
se exiendid v la cinética fue significativa en sanos y enfermos, se propuso ¢l nombre
de “apoptosis”, palabra adoptada del griego apopfosis = hacer morir, su
pronunciacion usual es “apotosis” {(Cohen, 1993b; Duke et al, 1296; Wyllie et al,
1980). El término apoptosis es una expresidon que origihalmente definia una
apariencia movrfoldgica particular de muerte celular, pero que frecuentemente se
utliza como sindonimo de muerte celular programada (Darzynkiewicz et al, 1994;
Kroemer et al, 1995) Tabla 1.

La muerte celular programada (PCD) o apoptosis es un proceso donde el desarrollo o
un estimulo ambiental, activan un programa genético para implementar series
especificas de eventos que culminan con fa muerie y distribucion eficiente de una
célula, La apoptosis es esencial para el desarrollo normal y para la regulacion de los
procesos que conducen a diversos fendmenos como o son: la letalidad embrionaria; la



perturbacién especifica de tejidos del desarrollo postnatal y una alta susceptibilidad al
cancer (Wyllie et al, 1980).

APOFTOSIS. NECROSIS.

B

Delecién de células individuales. Muerte de grupos de células.

Membrana burbujeante, pero sin perder la | Pérdida de la integridad de la membrana.

integridad.
Células hinchadas y lisadas.
Células encogidas, que finalmente forman

CHerpos apoptosicos,
No hay respuesta inflamatoria. Significativa respuesta inflamatoria.
Fagocitosis por células adyacentes y algunos Pagocitosis por macréfagos,
macréfagos.

Pérdidas lisosormales. - -
Lisosomas intactos.

Agmpamierito de agregaciones.mal
Compactacién de la cromatina en masas definidas de cromatina.
uniformemente densas.

Inducida por un estimulo fisiologico. Provocada por disturbios no fisiologicos.
Proceso esirictamente regulado con etapas Pérdida de la regulacion del equilibrio
de sintesis y de activacion. 10nico.
Requicre energia. No requiere energia.
Requiere sintesis de macromoléculas. No requiere de sintes{is.de proteinas o dcidos
nucleicos.

Transcripcion de nuevos genes.
‘ No se transcriben nuevos genes.
Fragmentacion oligonucleosomal del DNA
no al azar. Digestion de DNA al azar.

Tabla 1. Tipos de Muerte Celular: Caracteristicas Diferenciales (Oncor, Inc.).



Las terapias que modulan la regulacion de apoptosis proporcionan una nueva
oportunidad para el tratamiento de numerosas enfermedades incluyendo: céncer,
patogénesis  viral, degeneracion neuronal, linfoproliferacién, inflamacion e
inmunodeficiencias entre otras. En estos procesos la induccién y en algunos casos la
inhibicion de apoptosis se espera sea benéfica. Por eso, existe la necesidad de entender
e identificar tanto los reguladores positivos como los negativos de la apoptosis y las
pequeiias moléculas que modulan esa funcidn. Recientemente se han identificado
numerosos genes que codifican productos que regulan la apoptosis, los cuales
proveen nuevos blancos para el desarrollo de medicamentos que intervienen en
procesos de enfermedad. Los elementos biogquimicos bésicos involucrados en el
control de la apoptosis probablemente son similares entre especies y la informacion
obtenida para un modelo de estudio de la apoptosis puede ser directamente aplicable
a otro (White, 19986).

La apopiosis es de especial importancia en el sistema inmune, para la eliminacion de
linfocitos autorreactivos y no funcionales, Los linfocitos T inmaduros que se
encuentran desarrollandose en el {imo se seleccionan, a iravés de Ia presentacion de
autoantigenos. En el caso de los linfocitos B, es probable que ocurra un proceso
similar de “seleccion negativa”, donde las células B expresan inmunoglobulinas de
superficic con una alta afinidad por antigenos propios (Carson y Ribiero, 1293;
Williams, 1994a).

La idea de la muerte celular como un fendmeno estrictamente multicelular se ha
modificado significativamente con la observacion de muerte celular programada en
Dyctyostelium discoideum, un organismo con etapas uni y multicelulares en su ciclo
de vida. Algunas caracteristicas de muerte celular programada en Dycfyostelium son
similares a las presentadas en vertebrados. Recientemente se ha descrito una forma de
muerte celular programada en Escherichia coli (Welburn et al, 1997).

2.1 Fases del proceso de apoptosis.

Durante la fase de induccién o fase temprana de la PCD, las células reciben una
combinacion de senales que pueden provocar diferentes respuestas. No hay estimulos
fisioldgicos que siempre provoquen PCD. Por el contrario, un estimulo inductor de
muerte puede iniciar la PCD solamente en un coniexto particular (las etapas de
diferenciacion y activacion, la posicidn con respecto al ciclo celular, la presencia de
otras seftales, y el ambiente metabdlico). Algunos productos de proto-oncogenes y
reguladores del ciclo celular ejercen un efecto ambiguo porque capacitan a las células
para proliferar o entrar en apoptosis (Kroemer et al, 1995; Vaux y Strasser, 1996)
Figura 2. ’



Algunos autores mencionan una fase anterior a la efectora, que incluye la deteccion
de las sefiales o estado metabdlico y transduccion de sefiales que son las vias mediante

las cuales se envian esos mensajes a la maquinaria ejecutora de muerte celular ( Vaux
¥ Strasser, 1996).

GENG IS R Y

Receptor de Receptor de Receptor
factor de glucocorticoides TNF FASE DE
crecimento DETECCION O
CD95 ACTIVACION.

i FASE DE
nucleolisis,
degradacion DEGRADACION
DNA, Q
proteolisis, POST-MORTEM.
citolisis

Figura 2. Fases del proceso de apoptosis (Kroemer et al, 1995; Vaux y Strasser, 1996).



Duranie la fase efectora de la PCD, existe un umbral de no reiorno, cuando se
sobrepasa, las células hacen irreversible la programacién 2 la muerte. Diferentes
estimulos fisiologicos convergen en pocos iniciadores moleculares en comun que
determinan el destino de las células. £l proceso de decision entre la vida y la muerte
estd influenciado por una serie de diferentes proto-oncogenes y genes
oncosupresores, entre los cuales los miembros de la familia Bcl-2 (bel-2, bel-x en
diferentes isoformas, bax A1, Mcl-1, bad, bak, BAG-1) juegan un papel prominente.
En suma, las proteasas ICE (enzima convertidora de interleucina 1) asi como
proteasas aniagonistas pueden intervenir durante esta fase. La relacion entre esos
sisternas reguladeres aun se desconoce Kroemer ef al, 1995).

La fase de degradacién o fase postmortem de Ia PCID redondea el proceso presentando
las manifestaciones visibles de la apoptosis, donde numerosas estructuras vitales y
funciones se destruyen como la condensacion de la cromatina y nucleolisis, la
degradacion enzimadtica de DNA y por tltimo la citolisis (Kroemer et al, 1995; Vaux y
Strasser, 1996).

2.2 Caracleristicas morfologicas.

La apoptosis tiene la caracteristica de afectar células individuales mas que a células
contiguas. La etapa temprana se reconoce por la agregacion de la cromatina que se
observa como una masa granular compacta y larga que termina en la membrana
nuclear. El contorno nuclear esta en general contrincade anormalmente,
postertormente se hace grueso, dentado, se presentan fragmentos nucleares discretos.
Los nucleolos sc agrandan, los granulos estin burdos y espaciados de manera
anormal. Se observan masas circulares compactas de finos granulos de origen
desconocido cerca del centro del nicleo en algunas secciones. Los poros nucleares no
sc han detectado con cerieza sobre las masas de cromatina marginal, pero aparecen
intactos en partes de la membrana que colinda con la cromatina dispersada. Junto
con esos cambios nucleares tempranos, el citoplasma comienza a condensarse, los
mucrovellos (si estan presentes) tienden a desaparecer y aparecen protuberancias en
la superficie celular. El progreso de la condensacién citopldasmica da como resultado
organclos marcadamente apretados, los cuales retienen su integridad caracteristica.
La compactacién del citoplasma se asocia frecuentemente con el desarrollo de
vacuolas citoplasmicas transhicidas (Wyllie et al, 1980),

Las posibles nucleasas responsables del fraccionamiento del DNA son DNAsa [, DNAsa
Il y una proteina relacionada a la ciclofilina A (White, 1996). La DNAsa I es el mejor
candidato para ser la endonucleasa que actiia cn las células de mamiferos durante la
apoptosis, esta enzima existe en la célula en un estado inactivo formande un complejo
con actina y es posible que se libere por accidon de ICE (Vaux et al, 1994). La
supresion de la degradacion de DNA retarda la citolisis, pero no previene la muerte
celular (Kroemer ct al, 1995).




A mitad de tiempo, el nucleo se rompe en discretos fragmentos que son
caracteristicos, muestran cromatina condensada en su superficie entera o arreglados
en capas crecientes. Algunos de los fragmentos nucleares estan rodeados por una
doble membrana, aungue puede defectarse falta de membrana en otros. Finalmente,
las protuberancias en la superficie celular se separan para producir cuerpos
apoptésicos limitados con una membrana de forma esférica u ovoide (Wyllie et al,
1980).

El nimero, tamano y composicién de los cuerpos apoptdsicos derivados de una célula
puede variar ampliamente. Algunos contienen uno o mas fragmentos en adicion al

citoplasma condensado, mientras que otros contienen elementos citoplasmicos solos
{Wyllie et al, 1980} Figura 3.

Los cuerpos apoptosicos se limitan por una membrana, se dispersan en los espacios
del tejido intracelular, y se expulsan al lumen adyacente. Con frecuencia son
fagocitados por células de tejido residentes, pero en ocasiones las células del sistema
fagocitico mononuclear los atrapan (Wyllie et al, 1980).

Los neutrofilos no estin involucrados en la fagocitosis de cuerpos apoptosicos, al

menos no hay evidencia de inflamacion similar a la que se presenta en la necrosis.
(Wyllie et al, 1980).

El reconocimiento de células apoptdsicas involucra al menos 3 tipos de mecanismos,
los fagocitos pueden emplear uno o més de una via de reconocimiento. El primero se
fundamenta en los cambios especificos que sufren las células en apoptosis cn los
carbohidratos de superficie donde existe una disminucion de dcido sidlico lo que
provoca la exposicidn de N-acetilglucosamina que interacciona con la lecifina de
macrofagos (lecitinas fagociticas); permitiendo su reconocimiento; en el segundo
mecanismo, interviene la trombospondina secretada por los mismos macrofagos que
forma puentes moleculares con la célula apoptésica y en el tercer caso, las
alteraciones de Ia superficie celular en la apoptosis provocan la exposicion al exterior

de fosfatidilserina, la cual es reconocida por receptores de macrofagos (Savill et al,
1993}).

Los fagosomas que contlenen cuerpos apopiosicos adquieren enzimas digestivas por
fusién con lisosomas primarios y secundarios. Los cuerpos fagocitados inicialmente,
sufrcn un cambio semejante a la necrosis de células enteras, seguido de una subita
degradacion, rapidamente todos los restos de las células suprimidas se convierten en
una pequefia cantidad de material no digestible en los lisosomas secundarios de las
células ingestoras. Existe evidencia de que la apoptosis extensiva que ocurre en un
tejido induce la sintesis de las enzimas lisosomales en las c¢lulas remanentes viables,
pero esto no sugiere que esas lisosimas juegan algun papel en las etapas tempranas de
la apoptosis cuando las células estdn por iniciar su destruccion irreversiblemente
(Wyllie et al, 1980).



Figura 3. Caracteristicas Morfologicas de apoptosis. a) Célula normal con citoplasma escaso
y cromatina nuclear heterogénea. b) La célula va perdiendo volumen, sus organelos y
cromatina estin ligeramente empacados. ¢) Célula en zeiosis. d) la cromatina se colapsa en
forma de media luna a lo largo de la envoltura nuclear. ) El niicleo se colapsa. f) El nicleo
colapsado se fragmenta. g) Los fragmentos celuiares se encueniran dentro de cuerpos
apoptosicos (Cohen, 1993).

Aungue los cuerpos apoptdsicos dentro de los tejidos sufren una rapida fagocitosis,
pueden cscapar a la ingestion cuando se dispersan en un fluido, como en los tumores
de ascitis. Dstos cuerpos que flotan libres eventualmente eniran en una degeneracion
espontdnea con hinchamiento y ruptura de membrana, es un proceso
morfologicamente similar a la necrosis, Esta “necrosis secundaria” de los cuerpos
apoptosicos puede distinguirse de la necrosis celular que ocurre ab inition por el
pequetic tamafio de la mayoria de los fragmentos celulares, su forma esférica u
ovoide v la presencia de fragmentos nucleares de morfologia tipica en algunos de
ellos (Wyllie et al, 1980).

Histoldgicamente, la apoptosis frecuentemente no puede distinguirse de la necrosis. La
condensacion (picnosis) y fragmentacion nuclear han sido ampliamente aceptadas
como criterios histoldgicos de muerte celular, pero estas caracteristicas pueden
enconirarse en ciertas etapas tanto de la necrosis como de la apoptosis. Los dos
procesos no pueden distinguirse con microscopio de luz, pero las diferencias son
distinguibles en el microscopio electronico (Wyllie et af, 1980).



2.3 Reguladores de la apopftosis.

La PCD involucra un programa de muerte intrinseca en la célula. Las células reciben
sefiales de muerte o falta de sefales de supervivencia que pueden activar un
programa genético iniciador de la sintesis de nuevas especies de RNAm y proteinas
(Kroemer et al, 1993). La razon por la cual muere la célula difiere de un tipo celular
a otro, asi como las vias iniciadoras, pero el mecanismo de muerte siempre es el
mismo (Cohen, 1993a).

Los factores de supervivencia i1 vive e in vifro promueven la viabilidad celular y son
un aspecto critico del desarrollo anormal. Ademas, la privacion de esos factores
puede ser un potente signo apoptosico. Adicionalmente a esta pérdida, la presencia de
factores de muerte especificos también producen apoptosis, entre los cuales el ligando
Fas, el cual {ransmite sefales por el receptor Fas y TNF-o, que sefializa por TNFR1, son
fos mas claros ejemplos (White, 1996). Fas es idénfico a la molécula de superficie
celular humana APO-1 por lo tanto el sistema Fas/APO-1 es un modelo muy
interesante para estudiar no solamente tejido normal sino también la posibilidad de
activar la apoptosis como modulador terapéutico (Cohen, 1993a). La apoptosis
también se regula por factores ambientales de los cuales el dario al DNA es el ejemplo
mejor conocido. Para células que han sustentado miveles irreparables de dafio al DNA,
la apoptosis es ¢l medio para la eliminacion de esas células, su presencia puede daiar
al organismo (White, 1996).

La apoptosis en las células tumorales se puede inducir por radiaciones ionizantes,
hipertermua, una gran variedad de firmacos anti-tumorales y la privacion de factores
de crecimiento (Gorczyca et al, 1993).

La apoptosis puede iniciarse por varios inductores patologicos y fisioldgicos como
corticoides, compuestos de quinona, radiaciones lonizantes, iniciadores de receptores
de citocina y privacidn de factores de crecimiento. En los linfocitos de vida larga, los
agentes inhibidores de la sintesis de RNA y proteinas generalmente bloquean la
apoptosis (Carson y Ribiero 1993; Schulze- Osthoff et al, 1994). Otros estimulos
daninos asociados con apoptosis incluyen infecciones virales, desregulacion del
control del ecrecimiento de las células, dano celular v pérdida de contacto célula-
célula o célula-susirato. Presumiblemente, la apoptosis existe como un seguro para
prevenir la persistencia de células dafadas, las cuales pueden ser nocivas a un
organismo multicelular (White, 1996).

Los caminos sefalizadores, factores de transcripcion, sefales de muerte y
supervivencia se propagan dircctamente via transduccion de sehales a la maquinaria
de muerte celular o indirectamente por regulacion de la transeripcion. Hay una clara
dependencia de apoptosis en la transcripcion en algunos casos (apoptosis mediada
por coriicoides en timocitos) y no en otros (apoptosis mediada por Fas y TNI). Los
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reguladores de transcripcion c-myc, p53, E2F y c-fos, entre otros y componentes de
las vias de transduccion de seftales son reguladores de apoptosis (Cotter y McCarthy,
1994; White, 1996).

Uno de los primeros genes involucrados en el control de la apoptosis es el proto-
oncogene bel-2, el cual suprime la apoptosis en una amplia variedad de tipos
celulares, desde células mieloides y linfoides hasta neuronas (Williams, 1994a), pero
no bajo todas las circunstancias (Cohen, 1993a; Wang et al, 1995) por lo cual su
mecanismo de accidn no es muy claro. Bcl-Z es una proteina presente en la
mitocondria, reticulo endopldsmico y membrana nuclear. El gene bhrfi del virus
Epstein-Barr y bcl-xy, son supresores de la apoptosis mieniras que bax y bel-x; la
favorecen aun en presencia de bel-2. Bel-xe vy bax se expresan en timocitos
desarrollados como respuesta al reconocimiento del antigeno, de proteinas de
histocompatibilidad y a otras proteinas de superficie (Williams, 1994a).

2.4 Importancia biologica de Ia apopfosis.

Aungue la funcion de la apoptosis en el desarrollo embrionario ya se conocia en los
afios 507, la importancia de la apoptosis en el mantenimiento diario del organismo
maduro se reconocio hasta hace 25 afios cuando se publicd que €l mismo tipo de
muerte celular que ocurre durante el desarrollo se observa en los organismos
maduros y duranie toda su vida. Estos estudios sugieren que la célula en la necrosis es
una victima pasiva, y en la apoplosis requiere de energia para morir por lo que se
denonuna como muerte activa (Duke et al, 1996),

Las células del cuerpo generalmente se suicidan para beneficio del organismo, por
ejemplo: El cristaline del gjo se forma durante el desarrollo embrionario debido a que
las células apoptdsicas se han reemplazado por una proteina cristalina; las células de
la piel comienzan su vida en las capas mds profundas y después van migrando a la
superficie, durante el camino sufren apoptosis por lo que las células muertas forman
la capa protectora de la piel; las células muerias de la pared del Gtero que se desechan
mediante la menstruacion perecen por apopiosis (Duke et al, 1996).

Durante la respuesta inmune, las células B maduras que se encuentran en los centros
germinales del néduloe linfatico sufren mutacion somatica en los genes que codifican
para mmunoglobulinas, y después interaccionan con una cantidad limitada de
antigenos extrafios presentes en la superficie de las células presentadoras de antigeno,
En esta situacion, la interaccion producida entre las inmunoglobulinas de superficie y
el antigeno especifico dispara el proceso de proliferacion. Sin embargo si el estitnulo
no ¢s lo suficientemente poderoso, la célula corre el riesgo de quedarse en un estado
anérgico, o incluso programarse para apoptosis (Santos, 1995; Williams, 1994a). A
diferencia de lo anterior, cuando se genera el linfocito B en la médula oOsea, antes de
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abandonarla para dirigirse a otros drganos linfoides todas las clonas autorreactivas
son eliminadas por apoptosis o anergia por considerarse potencialmente peligrosas
(Regueiro y Lépez Larrea, 1996; Santos, 1995).

Ef sistema inmune juega un papel muy importante en la eliminacion tanto de células
infectadas por pardsitos intracelulares como de células transformadas y extrafas. La
citotoxicidad mediada por el contacto directo entre la célula efectora y la célula
blanco presenta una muerte celular con caracteristicas similares a las de apoptosis
que afecta a las células blanco. Sin embargo, la apoptosis en este proceso s¢ considera
solo como una parte del mecanismo de citotoxicidad (Williams, 1994a).

La apoptosis se asocia con nNumerosos aspectos del desarrollo y en sifuaciones de
enfermedad especificas. El fracaso de la apoptosis también se ha demostrado en el
desarrollo perturbado y en la contribucion a algunas enfermedades. En mariposas y
gusanos, la activacion e inhibicion de la apoptosis se requieren para el desarrollo
normal. En mamiferos, los hallazgos han sido basicamente similares aunque mas
complejos debido al gran ntmero de genes involucrados en la regulacion de la
muerte celular. Los estudios con ratones transgénicos han puesto en evidencia que la
regulacién de apoptosis es un aspecto critico en el desarrollo normal y en la
ocurrencia de enfermedades (White, 1996).

Las células sanas no mueren por proceso de autoinmunidad excepto en el caso de las
personas infectadas con HIV, donde las células T cooperadoras normales son
nducidas al suicidio por otras células inmunitarias. Las reacciones de autoinmurmidad
suelen autolimitarse pucs desaparecen cuando los antigenos que las desencadenan se
eliminan. En algunos casos, sin embargo, los linfocitos autorreactivos sobreviven mas
de lo que deberian y contintan induciendo apoptosis en las células normales. En
animales y humanos, se ha observado dque existe un exceso de supervivencia de
células autorreactivas en al menos dos sindromes de autoinmunidad crénica: el lupus
erliematoso sistémico y la arfritis reumatoide (Duke et al, 1996).

Un cancer se desarrolia cuando una célula acumula mutaciones en varios genes que
controlan su crecimienio y supervivencia, si la mutacion es irreparable, la célula
afectada suele autodestruirse antes de volverse peligrosa. Pero si la célula no muere,
elia o sus descendientes pueden vivir lo suficiente para acumular mutaciones que la
Jleven a dividirse sin control y originar metdstasis, el dafio genético parece impedir la
induccion de apoptosis en la célula (Duke et al, 1996).

En contraste con el cancer, donde ocurre muy poca apoptosis la muerte celular que
acompaiia a las cardiopatias isquémicas y problemas cerebrovasculares s debe en
buena medida, al suicidio celular. En el corazén, las células que sufrieron el bloqueo
del flujo sanguineo mueren por necrosis, pero a los pocos dias, las células
sobrevivientes que rodean la zona necrdtica pueden tarmbién morir mediante
apoptosis. Algo similar ocurre en los accidentes cerebrovasculares, donde la




inflamacion y liberacion de agentes quimicos provocan necrosis y apoptosis en las
células vecinas (Duke et al, 1996).

Se atribuye a Ia apoptosis la muerte celular que se regisira en enfermedades marcadas
por la pérdida progresiva de neuronas cerebrales, como las enfermedades de:
Alzheimer, Parkinson, Huntington y la esclerosis lateral amiotrofica o enfermedad de
Lou Gehring (Duke et al, 1996).

La apopiosis es parte de la paftologia de infecciones virales como es el caso de
adenovirus, baculovirus, HIV y virus de la influenza. La inhibicién de la apoptosis se
asocia con infecciones virales persistentes, latentes, o con la produccion viral
aumentada. Se ha establecido una conexion directa entre la apoptosis y numerosos
estados patolégicos (White, 1996). La pérdida del control normal del mecanismo de

la apoptosis se relaciona con la retinitis pigmentosa y la osteoporosis (Duke et al,
1996).

Por otro lado la muerte celular programada se ha observado como una respuesta a
infecciones intracelulares en diversos patdgenos y organismos huésped. El suicidio de
una célula infectada puede ser una estrategia de supervivencia por parte del
orgamsmo multicelular. El patdgeno también puede requerir la muerte de la célula,
como es el caso de Shigella flexneri y Bordefella pertussis, ambos que inducen
apoptosis en macrofagos del hospedero para escapar a la accion microbicida del
mismo. Ademads, cxiste la posibilidad de que €l parasito suprima la muerte de las
células huésped para prolongar su periodo de multiplicacion como es el caso de
Leishmania donovani que suprime la apoptosis de los macrofagos induciéndolos a
sintetizar y liberar factores de crecimiento (Welburn, 1997; Williams, 1994b;
Zychlinsky et al, 1992}.

fue sorprendente el descubrimiento de muerte celular programada en cultivos de 7.
cruzi, donde los epimastigotes proliferantes experimentan muerte celular apoptotica
masiva durante la diferenciacion de GO/G1 y la observacion de que esa muerte puede
acelerarse o prevenirse por modificaciones en las condiciones de cultivo, sugiere que
esos tripanosomas estin usando sefiales extracelulares para regular su supervivencia
y diferenciacion (Welburn et al, 1997).

Los promastigotes de Leishmania amazonensis cuando reciben un shock con calor,
presentan caracteristicas moleculares y ultracstructurales de células muertas por
apoptosis. Los cambios morfoldgicos se observan en presencia de calcio y el shock
térmico es capaz de inducir la ruptura de DNA. Los resultados indican que la
apoptosis no es prerrogativa de organismos multicelulares haciendo surgir preguntas
imporiantes concernientes a la filogénesis de este tipo de muerte celular y su papel en
la interaccion huésped-parsito (Moreira et al, 1926).

La razén por fa que no se esperaba que la apoptosis tuviera lugar en organismos
unicelulares es que podria llevar a la extincidén de la especie. Sin embargo, en
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poblaciones de protozoarios organizados socialmente con asignaciones de tareas

especificas es un factor importante en su evolucion y supervivencia (Moreira et al,
1996).

3. DETECCION DE APOPTOSIS.

Existen varios métodos para detectar apoptosis e identificar a las células apoptosicas
por microscopia. Se ha utilizado la observacién de los cambios morfolégicos que
engloban un modelo caracteristico de la condensacion de la cromatina y citoplasma.
Sin embargo, es dificil distinguir in sifu las células que estdn en apoptosis por
microscopia de luz, debido a que la apariencia de la célula apoptésica esta limitada a
pocos minutos y los cuerpos apoptosicos se observan por pocas horas antes de que
sean fagocitados (Gavrieli, 1992; Gorczyca et al, 1993).

La fragmentacion del DNA es rapida y comin en todas las células que sufren
apoptosis (White, 1996), se cuantifica usando DNA marcado con haptenos o
radioactividad, tincién con fluorocromos y citomeiria de flujo (Dolzhanskiy y Basch,
1995) o técnica de cometa (Qlive y Banath, 1995).

3. I Electroforesis.

Fl DNA fragmentado de células en apoptosis aparece como una serie de bandas, las
cuales pueden observarse en geles de agarosa, esta “escalera de DNA” se considera
como el sello bioquimico de la apoptosis por lo que el méfodo de electroforesis con
frecuencia se utiliza para demostrar esos fragmentos de DNA nucleosomal de
aproximadamente 180 pares de bases (bp) (Olive y Banath, 1395).

3.2 Técnica de TUNEL.

Fxisten métodos que se basat en la deteccion de los extremos donde el DNA se rompio
por accién de las endonucleasas. El extremo 3'0H terminal del DNA roto se marca
con dUTF (2’-desoxi-uridina-5’-trifosfato) biotinilado, que se detecta posteriormente
por avidina fluoresceinada en el ensayo transferasa deoxinucleotidil terminal (TdT},
por ¢l ensayo NT (del inglés irr sifu Nick Translation) o por la técnica de TUNEL (del
inglés Terminal Uridyl Nick End Labeling). En estas técnicas, la transferasa terminal
cataliza la adicion del trifosfato desoxirribonucleico a las terminales 3- hidroxilo del
DNA de simple o doble cadena, con este método se pueden ‘identificar células en
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diferentes estadios de la mitosis y medir su cinética de transicion (Dolzhanskiy y
Basch, 1995). Figura 4.

Las ventajas de estos métodos para estudiar la apoptosis son:

1. Las reacciones se basan en el marcaje directo de fos extremos 3-hidroxilo del DNA
fragmentado, y s¢ determina una lesion a nivel molecular.

2. La ruptura de DNA ocurre mas facilmente que los cambios morfoldgicos, por lo
que estas técnicas detectan células apoptosicas que no se pueden reconocer con base 4
Ios cambios morfolégicos.

3. La apoptosis puede relacionarse con la posicion en la cual se encuentra la célula en
el ciclo celular (Dolzhanskiy y Basch, 1995; Gorczyca et al, 1993; Pellier y Astic,
1994).
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Figura 4. Técruca de TUNEL (Janeway et al, 1997).

3.3 Citometria de flujo.

Los métodos de citometria de flujo se basan en la determinacion del contenido de
DNA celular (Gorezyca et al, 1993). Las células apoptdsicas se detectan por tincion
con fluorocromos que se unen al DNA (Dolzhanskiy y Basch, 1995).

El clasificador de células activadas conm fluorescencia (FACS), se disefio por
Herzenbergs y colaboradores para cuantificar las moléculas de superficie en células
blancas (linfocitos) individuales, por su reaccidén con anticuerpos monoclonales
marcados con fluorocromos y usar la sefial generada para separar células de una
mezcla heterogénea. Figura 5.
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En esta maquina, las células fluorescentes forman un flujo que nasa por un rayo ldser,
la medicion cuantitativa de la sefal fluorescente se realiza en un tubo
fotomultiplicador colocado adecuadamente, se difunde una sefial de las células que
pueden salir en un goteo simple; las cuales se cargan eléctricamente y se pueden
separar en un campo eléctrico. Los limites de deteccion de células poco comuncs por
citomelria de flujo es de 1 en 10+ teniendo en cuenta tinciones inespecificas y
autofluorescentes (Roitt, 1997).
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Figura 5. Principio del FACS (Roitt, 1997).

4, MARCADORES DE SUPERFICIE.

Los linfocitos y otros leucocitos, expresan un gran nimero de diferentes moléculas en
su superficie. A estas moléculas de superficie celular reconocidas por anticuerpos
monoclonales se les laman “antigenos”, ya que se pueden desarrollar anticuerpos
contra ellos, o “marcadores”, puesto que identifican y discriminan entre poblaciones
celulares diferentes “marcas”. Estos marcadores pueden agruparse cn varias
categorias: algunas son especificas para células de una estirpe o linea de maduracidn
en particular, y la expresion de otras varia de acuerdo al estado de activacion o
diferenciacién de las mismas células {(Abbas et al, 19935; Roitt et al, 1991).

Un marcador de superficic que identifica un estadio de diferenciacion en particular,
que tiene uma estructura definida y dque es reconocida por un grupo (en mglés,
clustery de anticuerpos monoclonales, se denomina grupo de diferenciacién (en
inglés, “Cluster of Differentiation”). De este modo todos los antigenos de superficie
cuya estructura estd definida tenen la desighacion “CD”, los marcadores se

19



enumeran como CD1, CD2, etc. Este término provino del andlisis computarizado de
los anticuerpos monoclonales, contra los antigenos leucocitarios humanos llevado &
cabo por diferentes laboratorios de todo el mundo, pero en la practica es comun
veferir la misma designacion CD a marcadores homologos de otras especies y de otras
células diferentes (Abbas et al, 1995; Roitt et al, 1991).

Las funciones frecuentemente atribuidas a varios antigenos CI) son: 1) promover las
interacciones y la adhesion entre células y 2) transmitir {as seflales que conducen a la
activacion linfocitaria (Abbas et al, 1995).

los marcadores se pueden poner de manifiesto por medio de anticuerpos
fluoresceinados. En este caso los marcadores de superficie actiian como antigenos. La
tecnologia de hibridomas para fabricar estos anticuerpos, juntamente con la
citornetria de flujo han revolucionado los estudios sobre las actividades funcionales de
fas poblaciones celulares linfoides (Roitt et al, 199 1.

Ef marcador definitivo de la células T es un receptor antigénico (TCR). En la
actualidad se conocen dos tipos definitivos de TCR: TCR-2 es un heterodimero de 2
polipéptidos (ot y B) umdos por puentes disulfuro; TCR-1 es estructuralmente similar,
pero sus polipéptidos son distintos {y y 8). Ambos receptores se asocian al complejo de

polipéptidos del CD3. Por lo tanto la célula T se define por TCR-1 6 TCR-2, en
asociacion con CD3 (Roiti et al, 1991).

Los linfocitos B sufren diversos cambios fenotipicos ademads de los rearreglos en los
genes de Ig, que permiten reconocerlos. la forma més temprana identificable son las
células con fenotipo CD43+ y CDASRBUI; al iniciarse los arreglos de los genes de Iz
transitoriamente se presentan: CD43+, CD45RB@bD Y J11d@0ib, que rapidamente
cambian a CD43Wein  CD45RB@M) y J11d+. la subpoblacion siguiente son los
linfocitos pre-B, que son CD43~, CD45RB+ y J11d+. A continuacion, cuando se han
rearreglado los genes de cadena ligera y de cadena pesada, el linfocito B expresa IzM
de superficie, CD40+ y CD45RB+ (Moreno 1996).

5. HIBRIDACIONES DE DNA.

la técnica de Souther blot, se utiliza para caracterizar la organizacion del DNA que
rodea a una secuencia de acidos nucleicos especifica, por ejemplo, un gene particular.
En un experimento tipico, el DNA gendmico se extrac quimicamente de los nuicleos de
las células aisladas o de tejidos completos. En este punto, el DNA cstara presente en
segmentos exiremadamente largos y deben romperse en fragmentos pequefios para su
andlisis. Estos se consiguen mediante ruptura enzimatica con endonucleasas de
restriccion. Las endonucleasas de restriccién rompen la doble cadena de DNA solo en
fa posicién de determinadas secuencias de nucledtidos. Tales secuencias se denominan
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lugares de restriccidn, y cada lugar se reconoce especialmente por una endonucleasa
de restriccion particular (Abbas et af, 1995).

Para analizar los fragmentos, ¢l DNA digerido se separa mediante electroforesis. Los
fragmentos separados se transficren desde el gel a una membrana de nitrocelulosa o
nylon. Después, cada fragmento se fija a su lugar en la membrana mediante calor o
radiacion ultravioleta. El resuliado neto es que la serie de fragmentos se ordena por
tamafios en la membrana (Abbas et al, 1995).

El andlists s¢ completa determinando el tamafo del fragmento de restriccion que
contiene el gen de interés. Esto se consigue mediante la hibridacion del acido
nucleico. El DNA de doble cadena puede desnaturalizarse a DNA de una sola cadena
cambiando las condiciones de temperatura y del disolvente. Cuando la temperatura se
reduce, ¢l DNA de una cadena se vuelve a complementar para formar un DNA de
doble cadenia. La velocidad en la que se produce la complementacion de una
secuencia viene determinada por la concentracion de DNA que conmtiere las
secuencias de nucledtidos complementarias presentes en ¢l sistema (Abbas et al,
1995).

Las sondas de acidos nucleicos son segmentos de DNA o RNA previamente marcados
con enzimas, sustratos antigénicos, moléculas quimioluminiscentes o radioisotopos y
pueden unirse con alta especificidad a secuencias que sean complementarias de acido
nucleico. Las sondas pueden ser de 20 a mil bases de largo (Persing et al, 1993).

La estringencia o rigurosidad de los lavados se ve afectada por diversas variables,
incluyendo la temperatura, la conceniracién de sales, y el pH de la reaccidn de
hibridacién. El aumento de la estringencia de la reaccion (como el uso de
amortiguadores de baja concentracion de sales o por realizar la hibridacion a altas
temperaturas), lleva a la probable disminucién en el apareamiento de los pares de
bases para imciar ta formacion de una molécula de doble cadena esiable (Persing et
al, 1993).

En los reactivos de sondas comerciales, la deteccion de reacciones positivas mediante
isotopos radioactivos se han reemplazado por enzimas, marcadores de afinidad y
moléculas quimioluminiscentes. EI marcaje directo de sondas con enzimas, como la
fosfatasa alcalina o peroxidasa de rébano, se introdujo a mediados de los 80’s. Los
marcadores de afinidad tales como biotina y digoxigenina pueden incorporarse a la
sonda por métodos enzimaticos y no enzimaticos, después de que ia reaccidn de
hibridacién se completa una enzima unida a estreptoavidina o un Abs marcado
similarmente es utilizado para detectar la sonda a través del uso de colorimetria o
sustratos quimioluminiscentes (Persing et al, 1993).

La reaccion Nick-Translation utiliza la habilidad de la DNA pol 1 para aclivar una
DNA polimerasa dependiente del blanco que actua en direccion 5° — 3’ y por su
actividad de exonucleasa 5’ - 3’, para adicionar nucledtidos al extremo 3 terminal
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de una muesca de DNA doble, mientras remueve nucledtidos para el exiremo
adyacente 5’ terminal. Las muescas son introducidas de una manera al azar por la
accion de Ia deoxirribonucleasa pancredtica 1 (DNAsa 1), asi que el efecto neio es
producir una poblacion de moléculas marcada uniformemente (Brown, 1994).

En el marcaje Random-~Primer, el fragmento Klenow de DNAsa pol 1 puede utilizarse
in vitro para copiar una molécula de IPNA de cadena simple, iniciando por el extremo
3’ terminal de un DNA alincado al blanco. la ausencia de la actividad exonucleasa
5 > 37 previene la degradacién del DNA en la region terminal 5” y también asegura
que los nucledtidos incorporados ne se rompan subsecuentemente {Brown, 1994),
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En la infeccion murina por Plasmiodium chabaudi se presenta una primera fase que se
caracteriza por un répido incremento del numero de pardsitos en sangre durante los
primeros 10 dias de la infeccion, seguida de una dismunucion stbiia en la
pavasitemia. Las células T CD4* se activan en particular la subpoblacion TH1, lo que
induce la activacion de macrofagos y de una respuesta inflamatoria. Después de
aproximadamente 18 dias se presenta una disminucion en el nivel de parasitemia, en
esta segunda fase las células CD4* TH2 se activan y se presentan anticuerpos IgG
especificos (Meding y Langhorne, 1991; Tay, 1994; Taylor-Robinson, 1995).

La fluctuacién en las parasitemias caracteristicas de infecciones con protozoarios
sobre ¢l sistema sanguineo de mamiferos, refleja no solo los esfuerzos del sistema
inmune del mamifero, sino también del pardsito por regular su propio numero
(Welburn et al, 1997). Durante la ctapa de crisis de la infeccion por Flasmodium se
ha observado que la cromatina del parasito muestra dafos y condensaciones muy
similares a las descritas en el fenomeno de apoptosis. Este fendmeno podria estar
relacionado con algiin mecanismo inducido por la propia respuesta inmunologica.

Generalmente, se cree que la apoptosis y otras formas de muerte celular programada
estan involucradas en la regulacion del crecimiento y desarrollo en organismos
multicelulares, sin embargo en frabajos recientes se muestra que algunos protozoarios
desarrollan un suicidio celular andlogo al proceso descrifo como apoptosis en
metazoarios (Welburn ct al, 1997).

Recientemente, se ha descrito muerte celular programada en protozoarios como:
Trypanosama brucer rhodescicnse, T. cruzi y Leishmania amazonensis empleando 3
diferentes sistemas de deteccion de apoptosis. En estos parasitos, la muerte celular
programada sigue el modelo de eventos similar al presentado por células de
metazoarios que sufren apoptosis (Welburn et al, 1997). Se ha observado que la
apoptosis ocurre en formas prociclicas de Zrypanosoma brucei y en Dictyostelium
discoiderm, un hongo ameboide que se multiplica como protista unicelular y se

desarrofla bajo condiciones especiales a una estructura multicelular (Moreira et al,
1996).

La importancia de estudiar durante una infeccion de paludismo en que proporcion
estin sufriendo apoptosis las células del sistema inmune, asi como la participacion de
este tipo de muerte celular en los mecanismos que regulan la multiplicacion del
parasito, es conocer una parte de la respuesta inmune mediante la cual responde el
organismo humano en la etapa de crisis, ast como conocer con mas detalle la relacion
huésped-parasito en infecciones con Plasmodium, que permitan el desarrollo de
nuevos tratamientos mds eficaces contra el paludismo.
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

& Determinar si el fendmeno de apoptosis estd involucrado en la regulacion de la
multiplicacion de Plasmodium chabaudi.

OBJETIVOS PARTICULARES.

& Infectar grupos de 5 ratones singénicos CBA/Ca y (BALB/c X C57BL/G)F1 con
5x10¢ eritrociios parasitados con Flasmodium chabaudi chabaudi AS.

& Yvaluar la parasitemia de los ratones por microscopia optica.

& Tomar muestras de sangre de los ratones diariamente para obtener el DNA del
parasito para posteriormente tratar con RNAsa.

& Realizar electroforesis del DNA del pardsito en agarosa, fefiir con bromuro de etidio
y observar en [uz UV para evaluar el fendmeno de apoptosis.

& Lstandarizar la téenica de Transferencia de DNA a membranas (Southern blot).
& Estandarizar la técnica de marcaje de sondas de DNA con haptenos.

& Estandarizar la técruca de hibridacion con una sonda especifica para DNA del
parasifo.

& Evaluar apoptosis mediante la técnica de TUNEL en células B y T mediante
citometria de flujo,
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HIPOTESIS.

Durante la infeccidn causada por plasmodio, se presenta un aumento
exponencial del niimero de parasitos en la sangre del huésped, en algunos
casos se manifiesta una disminucion stibita de la parasitemia justo después de
alcanzar su punto maximo, dicha reduccion en el niimero de parasitos, es el
resuliado de la presion que cjerce el sistema inmunolégico sobre el plasmodio

por medio de la induccidn del fendmeno de apoptosis en el parasito.
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MATERIAL.

MATERIAL BIOLOGICO.

% Ratones singénicos de la cepa CBA/Ca y (BALB/c X C57BL/ 6)F1, hembras, en
condiciones libres de patogenos y de 4-6 semanas de edad.

& Flasmodium chabaudi chabaudicepa AS.

% Anticuerpos anti-CD3-R-PE, Gibco BRL.

% Anticuerpos anti-CD45-R-PE, Gibco BRL.

EQUIPO.

+ Aguitador de plataforma, Belico glass.

& Autoclave, Presto Modelo Steele 21 Lt.

* Balanza analitica, Mettler Modelo H80.

% Balanza granalaria, OHAUS.

% Baflo de agua con conirol de temperatura, Precision Modelo 253.
% Bomba para vacio, Feli-Welch Modelo 1410.
&% Camara de electroforesis,

& Cimara de Neubauer, SIGMA.

% Camara fotografica, Polaroid Modelo MP4 +.
% Campana de flujo larminar, Veco.

& Centrifuga clinica, Sol-bat Modelo J-12.

& Citdbmetro de flujo, Becton Dickinson.

& Computadora, Hewlett Packard Vectra.

& Equipo de diseccidn, SIGMA.

& Espectrofotémetro, Camspec.

% Tuente de poder, BIO-RAD Modelo 200/2.0.
% Gel Doc 1000, BIO-RAD.

& Horno de microondas, Panasonic.

% Impresora, Hewlett Packard Deskjet 680C.

% Incubadora de CQOz, Lab-line Modelo 427.

& Microcentrifuga, Eppendorf Modelo 5415C.,
& Micropipetas, Eppendorf.

& Microscopio Optico, Carl Zeiss.

& pHmetro, Sargent-Welch Modelo PBL.

& Transiluminador UV, SIGMA Modelo T1202.
& Vortex, Genie Modelo K-550-6.
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MATERIAL DE USO COMUN.

+ Bulbos para pipetas Pasteur
& Bases de vidrio 10x20 y20x20 cm.
& Cajas petri de plastico de 5 cm dhiametro.
& Cimara humeda.

& Espatulas.

% Gradillas.

& Jarra de coplin.

% Jeringas de insulina.

% Matraces aforados.

& Mechero Fischer.

& Papel absorbente.,

& Papel autoadherible,

% Papel filtro.

& Perilla para pipetas,

% Pinzas para membranas.

& Pipetas graduadas,

% Pipetas Pastcur.

% Probetas.

& Recipientes de pldstico.

& Termometro.

& Tubos de ensayo.

& Tubos eppendorf.

% Vasos de precipitados.

OTROS MATERIALES.

& Casseite fotografico, Harmer.

% Fibra de vidrio.

& Membrana de nylon Hybond N+, Amershan.
& Placas fotograficas, Mir-R KODAK.

REACTIVOS.

& Acetato de sodio, SIGMA.

% Acetona,

& Acido clorhidrico, Baker.

& Agarosa, Ultra Pure BRL.

& Albuimina sérica bdvina, SIGMA.
& Alcohol etilico absoluto, Merck.

% Amortiguador para enzima TdT 5X, GIBCO BRL.

& Bromuro de etidio, SIGMA.
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% Celulosa.

& Citrato de sodio, JT Baker.

% Cloruro de potasio, SIGMA.

& Cloruro de sodio, Técnica quimica.

# Colorante de Giemsa, Técnica quimica.

& dATP (100 nM), dNTP’s Pharmacia.

& EDTA (4c. etilendiamintetracético), SIGMA.

% Enzima Fco R1 (10 000 U), Amersham.

& Enzima TdT recombinante, GIBCO BRL.

% Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 25:24:1, SIGMA.

& FITC-12-dUTP (25 nmol}, Boehringer Mannheim.

& Tosfato de potasio monobasico, USB Amersham.

& Tosfato de sodio dibdsico heptahidratado, USB Amersham.
# Heparina (177 U), USB Amersham.

& Kit de deteccion de apoptosis in sifu con fluoresceina, ApopTaq Oncor.
& Kit de deteccion CDP-Star Gene Images, Amersham.

& Kit de marcaje Random Prime Gene Images, Amersham.
& Metanel, J.T. Baker.

& p- formaldehido, Merck.

% Pronasa-E

% RNAsa (82.5 U/mg)}, USB Amersham.

& Saponina, SIGMA:

& 5DS ( dodecil sulfato de sodio), SIGMA.

& Solucion fijadora GBX Kodak.

& Sojucién reveladora GBX Kodak.

% Sulfato dextran, USB Amersham.

& Tris ( Tris|hidroximetiljJamino-metano), SIGMA.

& Tritdn X-100, USB Amersham.

& Tween 20 ( monolaurato polioxietilen-sorbitan), SEGMA.
% Yoduro de propidio, SIGMA.
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METODOS.

COLECCION DE MUESTRAS.

1.

Se trabajaron 2 grupos de ratones singénicos (BALB/c X C57BL/6)F1 y un grupo
de ratones singénicos CBA/Ca, cada grupo sc¢ infectd con 5x10% eritrocitos
parasitados con Plasmodiutm chabaudi chabaudi AS.

. Diariamente a partir del 3¢ dia post-infeccion se les tomé muestra de sangre pard

evaluar la parasiternia en frotes sanguineos fefiidos con coloranie Giemsa
utilizando microscopia dptica.

. De igual manera se tomaron 10pl de sangre de la cola de cada raton y se colocaron

en 450 pl de solucion salina de Krebs con heparina, para tener un volumen, final
de 500 ul. Las muestras se mantuvieron en un bafio de hielo y se tomaron por
duplicado.

_Una de las muestras se pasd por columna de celulosa, y se eluyd con solucion

salina de Krebs hasta tener el mismo volumen inicial.

. A cada tubo de sangre se le adiciond 2 ul de saponina al 10%, se agitaron

vigorosamenie y se centrifugaron a 13000 rpm/ 10 min.

. Con una pipeta Pasteur de punta fina y la ayuda de la bomba de vacio, se eliminé el

sobrenadante evitando tocar el botén celular que se formé en el fondo.

. Las muestras se conservaron a ~20°C.

AISLAMIENTO DE DNA.

1.

A cada botén se le resuspendio con 80 pl de amortiguador de lisis en condiciones
estériles y se incubd a 37 °C/1 hr.

. Se llevd a un volumen de 400 pl ( adicionar 320 ul en condiciones estériles ) con

acetato de sodio 375 mM, pH 5.5 (concentracién final 0.3 M), se mezcld e incubd
a37°C/ | hr.

3. Se adicionaron 480 pl de la mezcla fenol/cloroformo/alcohol isoamilico.

4. Se agitd vigorosamente en vortex por lo menos 5 minutos y se centrifugd a 13000

rpm/5 min a terhperatura ambiente.

. Se transfirio la fase acuosa con la ayuda de una pipeta Pasteur a un tubo limpio y

estéril.
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. Se adicionaron 800 pl de alcohol etilico absoluto frio y se mezclo.

. Para precipitar ¢i DNA, se colocaron los tubos en nitrogeno liquido durante 5

minutos y se centrifugd a 13000 rpm/ 10 min.

. Se removid el sobrenadante y se adicionaron 900 pl de etanol al 70%.

9. Nuevamente se colocaron Ios tubos en nitrogeno liquido durante 5 minutos y se

centrifugaron a 13000 rpm/ 10 min.

10. Las muestras se secaron brevemente al vacio, se resuspendieron en 50 pl de TE y

se almacenaron a — 20°C.

TRATAMIENTO CON RNAsa.

. Las muestras de DNA se descongelaron y a cada boton se le agregd 2.2 ul de RNAsa

fibre de DNAsa para tener una concentracion de 1.8 U/ml.

2. Se incubaron a 37°C durante 1 hora.

3. A cada tubo se les adicionaron 8.8 ul de acetato de sodio 375 mM y se incubo

nuevamente a 37°C/ 1 hr.

.Se extrajo nuevamente ¢l DNA, adicionando 480 ul de Ia mezcla

fenol/ cloroformo/alcchol iscamilico

. Se agitd vigorosamente en vortex por lo menos 3 minutos y se centrifugd a 13000

tpm/5 min a temperatura ambiente.

_Se transfirio la fase acuosa con la ayuda de una pipeta Pasteur a un tubo limpio y

estéril.

7. Se adicionaron 800 pi de alcohol etilico absoluto frio y se mezclo.

8.

2.

Para precipitar el DNA, se colocaron los tubos en nitrégeno liquido durante 3
munutos y se centrifugd a 13000 rpm/ 10 mir.

Se removio el sobrenadante y se adicionaron 900 pl de etanol al 70%.

10. Nuevamente se colocaron los tubos en nitrdgeno liquido durante 5 minutos y se

centrifugaron a 13000 rpm/ 10 min.

11. Las muestras se secaron brevemente al vacio, se resuspendieron en 50 pl de TE y

se almacenaron a — 20°C.
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DIGESTION DE DNA.

1. Las muestras de DNA se descongelaron, se mezclaron con vortex y se centrifugaron
brevemente.

2. Se coloco la solucién de DNA necesaria (2 pg) en un tubo de microcentrifuga

estéril y se mezcld con suficiente agua estéril para obtencr un volumen final de 18
pl.

3. S¢ adicionaron 2 pl de amortiguador de digestion para la enzima de restriccion
10x y los componentes se mezclaron por inversion.

4. Se adicionaron 10 unidades de enzima de restriccién EcoRI (0.2 pl) y se mezcld por
inversion del tubo.

wn

_Sc incubd la mezela a 37°C/3hrs (o durante toda la noche).

6. Para detener la reaccion, se adiciond 0.41 pi de EDTA 0.5 M, pH 8.0 para dar una
conceniracion final de 10 mM.

ELECTROFORESIS.

L. A cada muesira se le adicionaron 5 ul de amortignador de carga, se mezcld en
vortex y se centrifugd brevemente.

2. Se depositaron las muestras en un gel de agarosa al 1%, se corrio en amortiguador
TAE {¥) 1x. Inicialmente se aplicaron 80 V por 10min para asegurar que las
muesiras entraran dentro del agar, después se disminuyo el voltaje a 33 V por
aproximadamente 16 horas (toda la noche).

3. En un recipiente se colocaron 200 ml de amortiguador TAE (E) 1x, se adicionaron
30 1l de bromuro de efidio {10 mg/mi), se mezcld y se deposits el gel. Se incubo a
temperatura ambiente por 30 minutos con agitacion suave.,

4. Se eliminé la solucion y se procedio a destefiir el gel adiciondndole 200 ml de
amortiguador TAE (F) 1x, se incubd a temperatura ambienfé durante 15 min con
agitacion suave.

%1

. I1 gel se observd con luz UV, se cortd en el extremo derecho {(como referencia) y se
fotografid.



SOUTHERN BLOT.

1. El gel se invertio y se le adicionaron 200 ml. de solucion de desnaturalizacién, se
agitd suavemente durante 15 min.

2. Se cambio la solucion de desnaturalizacion cada 15 minutos aproximadamente
hasta completar 3 cambios.

3. Se removié la solucion de desnaturalizacién y se reemplazo por 500 ml. de agua
destilada para lavar el gel. Fl agua se desechd inmediatamente.

4. Se adicionaron 200 ml de solucién de neutralizacion, se agité suavemente durante
15 min, se elimind la solucién y se reemplazd con 200 ml de solucion de
neutralizacion, se incubd con agitacion suave durante 15 min, esta operacidn se
repitid hasta completar 3 cambios.

5.Se cortd una pieza de membrana de nylon del tamafio del gel, ésta se activo
primero con metanol y después se humedecié con solucidon 2x SSC
aproximadamente 5 minutos, posteriormente se cambi6 a una solucidn 20x 85C.

6. Para montar la técnica se muesira en la figura 6 el uséd de un recipiente de plastico
donde se coloco la base de vidrio y sobre ella 3 capas de papel filtro humedecidos
en solucion 10x SSC, se alisé el papel para remover las burbujas de aire. £l gel se
colocéd sobre el filtro de tal manera gue las muesiras de DNA se encontraran hacia
arriba, se eliminaron las burbujas de aire atrapadas entre el el y el papel, se
colocéd la membrana de nylon hitmeda encima del gel y nuevamente se eliminaron

~ las burbujas de aire. Se depositaron 3 capas de papel filtro cortadas al mismo
tamafio que la membrana de nylon, se apilaron toallas de papel absorbente arriba
del papel filtro, y se colocd una placa de vidrio o plastico junto con un peso (0.5~
1.0 Kg) para comprimir el sandwich de papel.
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Figura 6. Representacion esquemdtica de la técnica de Souther blot (Hames y Higgins,
1990).

HIBRIDACION CON SONDA DE DNA.

Marcaje de DNA.

1. Se colocaron en un bafio de hielo los siguientes reactivos del kit de marcaje:

o Mezcla de nucledtidos.
s Oligonucledidos.

s Agua.

¢ Enzima  Debe conservarse de -15°C a ~30°C hasta ¢l momento de su uso).
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2. Simultincamente se desnaturalizaron 50 ng del DNA calentando a 100°C por 3
minutos, inmediatamente se sumergieron en el bafio de hiclo

3. Se colocé un tubo eppendorf (1.5 ml) en el bafio de hielo para adicicnarle el
volumen de cada reactivo en el siguiente orden:

o Agua : chp. 50 ul
¢ Mezcla de nucleotidos 10 il

s Qligonucleotidos 5 pl

s DNA desnaturalizado. 50 ng.

s Enzima, 1 pl.

4, Se mezcld suavemente por pipeteo, ¥ se centrifugd brevemente para conjuntar el
contenido (una agitacion vigorosa disminuye la actividad enzimatica).

5. Se incubd la reaccion a 37°C por 2-3 hrs.

6. 1a reaccion se detuvo adicionando 2 ! de EDTA 0.5 M (pH 8.0}, para tener una
concentracion final de 20 mM. La sonda se almacend a 4°C.

7. Fl rendimiento de 1a sonda después del marcaje es de aproximadamente 7 ng/ml.

Hibridacion de DNA.

1. Bl amortiguador de hibridacion se preparé como se indica en el anexo (0.3 ml/cm?
de membrana) y se precalentd a 60°C en un recipiente de’ plastico, se coloco la
membrana a prehibridizar durante 1 hr con agitacidn constante, a la misma
{femperatura.

9. Se removid la cantidad de sonda necesaria para tener una concentracion de 7-10
ng/mi de amortiguador de hibridacion, y se vertio en un tubo eppendorf de pared
delgada para desnaturalizarla por calentamiento a 100°C durante 3 minutos, s¢
coloco inmediatamente en un bafio de hielo.

3. la sonda desmaturalizada se centrifugd brevemente. Se adicionaron 5 pl de

amortiguador de hibridacion a la sonda, se mezclé suavemente y se agrego al resto
del amortiguador de hibridacién evitando la superficie de la membrana, s mezclé
sin formar burbujas.

4. 1a hibridacion se realizé a 60°C durante toda la noche, con agitacion constante (se
sellé perfectamente el recipiente de pldstico para evitar contaminacion).
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5. La membrana se lavo con solucion 1x85C, SDS 0.1% a 60°C en un volumen de 2-5

ml/cm? durante 15 minutos con agitacion suave (esta solucion se precalentd a
60°C).

6. Después se lavo la membrana con solucion 0.5x88C, 8D§ 0.1% a 60°C en el mismo
volumen que el lavado anterior, durante 15 minutos con agitacion suave.

7. La membrana se incubo en agente bloqueador diluido 1:10 en amortiguador A
(0.75-1.0 ml/cm?), durante 1 hora, a teraperatura ambiente y con agitacion suave.

8. El conjugado anti-fluoresceina-AP se diluyé 1:3000 en albdmina sérica bovina al
0.5% (P/V) recién preparada en amortiguador A,

9. La membrana se incubd en 0.3 ml/cm? del conjugado diluido, durante 1 /2 horas,
a temperatura ambiente y agitacion suave.

10.Sc realizaron 3 lavados a la membrana de 10 minutos ¢/u en tween 20 al 0.3%
preparado con amortiguador A (2 ml/cm? por cada lavado), a temperatura
ambiente y agitacion constante

Deteceion.

IMPORTANTE: Se utilizaron guantes libres de polvo y se limpid'el drea de frabajo con
efanol al 70%.

11.S¢ elimind de 12 membrana el exceso de liquido del Gltimo lavado y se colocd con
el DNA hacia arriba sobre una hoja de papel autoadherible.

12.Se adicionaron directamente a la membrana 30 ml/cm? de reactivo de deteccion y

se dejo en contacto por 5 minutos (La alicuota del reactivo de deteccion se removid
en la campana de flujo laminar).

13.Se retird el exceso de reactivo de deteccion y la membrana se lavo brevemente en
tween 20 al 0.3% preparado con amortiguador A.

14.8¢ eliminod el exceso de amortiguador y la membrana se coloco dentro de una
bolsa o sobre de papel autoadherible, se deslizd una pipeta para eliminar todo el
liquido y asi evitar la formacion de burbujas de aire.

15.La membrana con el DNA hacia arriba se depositd dentro de un cassetfe
fotografico (fijando con masking tape las orillas). En el cuarlo oscuro, se puso una
hoja de pelicula para radiografia sobre la membrana.

16.La exposicion durod 2 horas 15 minutos.
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17.Ja pelicula se reveléd utilizando las siguientes soluciones con sus respectivos
tiempos:

» Revelador diluido (1:5). 15 minutos.
e Acido acéiico 30% 30 segundos.
¢ Tijador diluido (1:5). 5 minutos.

o  Agua. 30 segundos.

TECNICA DE TUNEL EN LAMINILLA.

1. Se realizaron frotes sanguineos de cada raton a partir del 3er dia post-infeccion y
se fijaron con acetona,

2. Se aplicaron 2 goias de amortiguador equilibrante 1X (§7110-1) a cada frote, se le
colocd una cubierta de pldstico para favorecer €l contacto y se incubd en una
cAmara humeda por 1-5 minutos a temperatura ambiente.

3. Se quitd la cubierta plastica y se adicionaron inmediatamente 54 pl de enzima TdT

diluida (1:2). Nuevamente se colocaron las cubiertas y se mcubo a 37°C en
condiciones humedas por 1 hr.

4. Se removieron las cubiertas de plastico v los frotes se colocaron en una jarra de
cophn que conienia amortignador de paro/lavado diluido, para incubarlos a 37°C
por 1 hr.

5. Se eliminéd el exceso de liquido de los frotes y se lavaron 3 veces con PBS durante 3
minutos cada lavado.

6. A cada frote se le aplicaron 52 pl de Abs anti-digoxigenina-fluoresceina diluido

(1:2.14), se taparon con la cubierta y se incubaron en una camara himeda a
temperatura ambiente durante 30 minutos.

7. Después de remover las cubiertas, se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos
cada uno, en una jarra de coplin, a temperatura ambiente.

8. Se cubrieron los frotes con solucidn de yoduro de propidio (5 pg/ml), se les colocd

un cubreobjetos, se sellaron las orillas y se guardaron en la oscuridad a
temperatura ambiente por 15 min.

9. Los frotes se observaron en microscopio de fluorescencia.

36



DETERMINACION  DE
SIMULTANEAMENTE.

APOPTOSIS Y Ag DE  SUPERFICIE

Esta determinacion se realizo a los dias 5, 8, 11, 14 y 18 posi-infeccion.

1. A grupo de ratones CBA/Ca sanos e infectados con Flasmodium se les cxtrajo
sangre de la zona retro-orbital con una pipeta Pasteur impregnada con heparina, y
se colocd en un tubo eppendorf lavado con heparina.

2. Después se sacrificaron los ratones por dislocacion cervical y se extrajo el bazo, el
cual se coloco en una cajita de petri con PBS-BSA 1%.

3. Ent otra cajita Petri cada bazo se macero sobre una malla fina'con ayuda de un fubo
de ensayo, enjuagando con 500 wl de PBS-BSA 1% para obtener la suspension
celular.

4, $e prepararon y etiquetaron los siguientes tubos:

Tubo Células CD3+ CD45+ Tunel | PBS-BSA
Ficoeritrina Ficoeritrina 1%

1 control 108 bazo ~ - ~ 20 ul
2 muestra 108 bazo 2 ul ~ - 18 pl
3 muestra 106 bazo ~ 2ul - 18 pl
4 muesira 10¢ bazo - ~ *® 20 ul
5 conirol | 100 pl sangre - - - 20 ul
6 muestra | 100 pl sangre 2ul - - 18wl
7 muesira | 100 pi sangre - Zul - 18 ul
8 muestra | 100 pl sangre - - * 20 ul

* Muestras procesadas posteriormente.

5. Todos los fubos a excepcion de los indicados (+), se agitaron e incubaron a 4°C por
30 minutos.

6. Sc Ies adiciond 1 ml de amortiguador de lisis de eritrocitos, se agitaron e incubaron
durante 12 minutos a temperatura ambiente.

7. Se centrifugd a 2000 rpm durante 15 minutos, se elimind el sobrenadante y se
realizaron 2 lavados con PBS-BSA 19%.

8. En este paso a todos los tubos incluyendo fos marcados (¥}, se les adicionaron 100
wl de triton X-100 0.1%-citrato de sodio 0.1% y se incubaron exactamenie 2
minutos a 4°C.

9, Se llevaron a cabo 2 lavados con PBS-BSA 1%. y se centrifugd a 2000 rpm,
desechando el sobrenadante.
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10.Para realizar la reaccién de TUNEL, se agregaron los siguientes reactivos:

e [ITC-12-dUTP (Bochringer Mannheim) 0.3 ul

s dATF diluido (1:33) -1.0ul

e Enzima TdT (GIBCO BRL) 0.5 d

e Amortiguador para enzima TdT (GIBCO 10.0 ul
BRL)

s Agua millipore estéril. 38.2 pl

11.Se incubaron los tubos por 1 hra 37°C.
12.Para detener la reaccion se agregaron 2 pl de EDTA 0.5 M a cada tubo.

13.las células se lavaron con PBS-BSA 1% y se conservaron en 1 ml de

paraformaldehido al 1%, a 4°C hasta el momemto del andlisis.

14.Se analizaron las muestras por citometria de flujo.
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DISENO EXPERIMENTAL.

Infeccidn de ratones con Plasmodium ch. chabaudt AS
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RESULTADOS.

EVALUACION DE LA PARASITEMIA.

Después de infectar a los ratones con 5x10% erifrocitos parasitados con Flasmodium
chabaudi chabaudi AS (dia 0), al 3cr dia se inicié la toma de muestra y realizacion de
frotes sanguineos, concluyendo el dia 21 post-infeccion. Los frotes se tifieron con
colorante Giemsa y se contaron los eritrocitos parasitados en 50 campos (cuando hay
<de 2 eritrocitos parasitados por campo) o 200 erifrociios (cuando >2 eritrocifos
parasitados por campo), graficando en % de parasitemia (promedio de 5 ratones)
Grifica 1.

Se observa que la parasitemia aumenta progresivamente hasta alcanzar su punto
maximo (39.75%) el dia 12 post-infeccién, disminuyendo siibitamente (pericdo de
crisis) hasta alcanzar resolver la parasitemia con un 0.001%.

RATONES INFECTADOS CON P. chabaudi AS.

Ty . ==

100 -

% Parasitemia.

0.01

3 5 B 7 8 g 10 1t 12 13 14 16 17 18

Dias post-infeccion.

Grafical. Parasiternias de los experimentos.
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ESTANDARIZACION DE SOUTHER BLOT, MARCAJE E HIBRIDACION DE DNA.

Para estandarizar las técnicas de Souther biot , marcaje de sondas e hibridacion de
DNA, se probaron distintos tipos de membrana : de nitrocelulosa, de nylon y de nylon
cargada positivamente, siendo esta tltima la que mejor favorecié la transferencia. En
relacién a la hibridacion, se usaron varias conceniraciones de sonda siguiendo lo
descrito en la metodologia se empled un gel de agarosa al 1% donde se colocé 10 pl
DNA control (contenido en el equipo de marcaje comercial) diluido 1:12.5, 1:20 y
1:50 en agua millipore estéril, asi como DNA de P ¢ chabaudi Se efectud la
transferencia a membrana de nylon como se describe en la figura 5 y se procedio a la
hibridacion con DNA control y con la sonda Pcsv 4.1 previamente marcados. Los
resultados se muestran en la figura 7

Figura 7. Autorradiografia correspondiente a Ia hibridacion de DNA control diluido 1:12.5
(carril 1), 1:20 (carril 2), 1:50 (carril 3) con sonda control (A) y de DNA de P, chabaudf
tratado con RNAsa (carril 5) y sin tratamiento (carril 4) con sonda Pevs 4.1 (B).
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La visualizacién de bandas bien definidas en la placa autorradiografica, confirman
que las condiciones de las técnicas son Optimas para utilizarse subsecuentemente,

ELECTROFORESIS.

Se infectd un grupo de 5 ratones (C57BR/6xBALB/c) Fi con 5x10* GRF con P, ¢
chabaudi AS, se tomaron muestras de sangre correspondiente a los dias 7-18 post
infeccion, sc exirajo el DNA, con el cual se cargo un gel de agarosa al 1%, la
electroforesis se efectud durante toda la noche a 80 Volts en amortiguador TAE 1X y
posteriormente se {iAi6 con bromuro de etidio (1.5 ng/ml de amortiguador) por 40
minutos, para hacer visible el DNA degradado por endonucleasas, se destifié con
amortiguador TAE 1X por 15 minutos (Figura 8).

s B

Figura 8. Gel de agarosa al 1%, con muestras de DNA de parasito del dia 7-13 post-
infeccion (carril 2-8) de ratones F1 (experimento 1), DNA £ chabaudi tratado con RNAsa 1
{carril 15) y sin tratamiento {carril 16), sonda Pcvs 4 (carril 17) y marcador de peso
moelecular {carril 18).
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Figura 9. Autorvadiografia obtenida de la hibridacién del DNA colocado en el gel de Ia
figura & con sonda Pcvs 4. El carnl 1-4 corresponden al 7-10 dias post-infeccion
respectivamente; el carril 5 a P chabaudi tratado con RNAsa I; carril 6, £ chabaudi sin
tratamiento y carril 7 a la sonda Pevs 4.

Posteriormente en un segundo grupo de 5 ratones CBA/Ca, se les infectd de la forma
antes descrita con P, chabaudiy se obtuvieron las muestras de sangre para observar la
parasiteriia y para extraer el DNA. Se realizo el tratamiento del DNA del dia 3 al 19
post-1nfeccion con RNAsa I para eliminar la posibilidad de que la presencia de RNA
fuera una causa del efecto de “barrido” que atribuimos a apoptosis. Se utilizo DNA
con tratamiento y ofro sin tratamiento de la misma muestra, se colocaron en un gel de
agarosa al 1%, se sometieron a electroforesis y se procedio 4 la tincion (Figura 10}).
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Se puede observar que el barrido relacionado con el fendomeno de apoptosis no es
visible ch las muestras tratadas con RNAsa L

1 2 3 4 5 6 7 8 9 16 11 12 13
T LR s g Nﬁﬁ%ﬂ%&ﬁimﬁ T o

PR

Figura 10. Gel de agarosa al 1% con muestras de DNA de Plassnodium chabaudi de los dias
10-14 post-infeccion {carril 1-5) sin tratamiento con RINAsa Iy DNA de los dias 10-16 post-
infeccién (carril 14-20) con iratamiento (experimento 2), DNA de ratdn sano (carril 11y
24), DNA de £ chabaudi (carril 12 y 25) .y marcador de peso molecular (carril 13 y 26).
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Figura 11. Autorradiografia obtenida al hibridar el DNA de jos d.as 10-16 post-infeccion

(cartil 1-7) del gel de agarosa correspondiente al segundo experitmento (figura 9) con sonda
Pevs 4.

TECNICA DE TUNEL EN LAMINILLA.

Las observaciones realizadas mediante microscopia de fluorescencia, solamente
permiten distinguir células apoptosicas de las no apoplosicas, es dificil determinar el
{ipo ceiular def que se trata puesto que no se llevo al cabo otro tipe de tincidn para
identificar de forma diferencial las c¢lulas. Sin embargo son evidencia importante del
fendmeno de apopiosis en paludismo causado por £ chabardi.

Ademas de sangre de raiones infectados, se utilizdo sangre de raidn sano (testigo
negativo) v sangre sometida a radiacion UV por 5 minutos, con el fin de inducir
apoptosis (tesiigo positivo}. En el primer caso, se observaron artefactos visuales y

algunas células apoptosicas que en comparacion con el positivo son mucho menores
en niimero (Figura 12 y 13).

Fn las laminillas de ratones infectados con plasmodio, se encontraron céiulas en
apoptosis a partir del dia 10 post-infeccion (Figura 14). Como ya se menciond, no s¢
puede determinar el fipo de célula que esta en apoptosis con una simple tincion de
fluorescencia, por Io que se recurri6 a el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra los marcadores de superficie con el fin de identificar a las células que sufren
apoptosis.
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Figura 12. Células sanguineas sometidas a luz UV y iratadas con la técnica de TUNEL
(testizo positivo).

Figura 13. Céiulas sanguineas de ratdén CBA/Ca sano sometidas a Ia reaccion de TUNEL.
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Figura 14. Células sanguincas apoptosicas obtenidas de raton CBA/Ca parasitado con F.
chabaudi, al dia 11 post-infeccion y sometidas a TUNEL.

DETERMINACION DE APOPTOSIS POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Para cvaluar el fendmeno de apoptosis en las células del sistema inmune del huésped
en el modelo de paludismo murino, se tomaron muestras sanguineas y se extrajo el
bazo tanto de ratones sanos como de ratones infectados con P. chabaudi durante los

dias 5, 8, 11, 14 y 18 post-infeccion. Todas las muestras fucron analizadas por
citometria de flujo.

La presencia de CD3+ en linfocitos T y de CD45+ en linfocitos B, permitid la

separacion de ambos tipos celulares y adicionalmente se estimo la apoptosis total
cuando 1o se ulilizé anticuerpo monoclonal previo a la reaccion TUNEL.
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Apopftosis en bazo.

Se decidid estimar el porcentaje de células T y B en bazo, debido a que sec ha
demostrado que el bazo es un organo linfoide que se requicre para la eliminacion de
Plasmodium.

Se observod un aumento del porcentaje de células T en apoptosis en el bazo de ratones
infectados con plasmodio, en relacion a ratones sanos, los valores van desde 1.61%
(sanos) hasta un 3.1% (infectados) en el dia 11 post infeccion alcanzando un maximo
de 14.6% en el dia 18. (Gréfica 2).

CELULAS T EN BAZO.

ESANOS
OINFECTADOS

% APCPTOSIS

DIA POSTANFECCION,

Grifica 2. Porcentaje de apoptosis en células T de ratones CBA/Ca sanos
e mfectados con P. chabaudi .

Es importante hacer notar que en este tipo celular el evenio de apoptosis se inicia
después de la crisis en la parasitemia, a diferencia de las células B que vemos a
continuacion y que el namero de células apoptdsicas de ratones infectados
comparado con ratones sanos es hasta 7 veces mayor.
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CELULAS B EN BAZO.

B SANOS.
CIINFECTADOS.

% APOPTOSIS.

DIA POST-INFECCION.

Gréfica 3. Porciento de apoptosis en linfocitos B de ratones CBA/Ca sanos € infectados con
F. chabaudi.

En el caso de linfocitos B, el proceso de apoptosis se presenta desde el dia 8 post-
infecclon con un porcentaje del 5.92%, superior al mostrado por las células T ese
mistuo dia y al del dia 18 con un 20% de células B contra un 14.6% de células T,
como ya se menciond la apoptosis en céfulas B se presenta dias antes de la elitinacion
del parasito, (Grafica 3 y 4).

La apoptosis total (linfocitos T, B y otras células como macrofagos, NK) en ¢l bazo,
empieza a aumentar cn el dia 8 post-infeccion con un 2.95% de apoptosis ¥ se eleva
rapidamente hasta un 18% en ¢l dia 18 post-infeccion (Grafica 5). Esie
comportamiento es similar al de las células B apoptosicas
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APOPTOSIS EN BAZO.

HSANOS.
[INFECTADOS.

% APOPTOSIS.

DIA POST-INFECCION.

Grifica 5. Porcentaje de apoptosis en bazo de ratones CBA/Ca sanos e
infectados con plasmodio.

El ensayo donde no se utilizd un anticuerpo monoclonal para marcar el antigeno de
superficie correspondiente a células T o B antes de la técnica de TUNEL, permitio
evaluar el evento de apopiosis en el todas las células inmunes presentes en el bazo
dando un panorama general del comportamiento del sistema inmune anfe la
presencia de plasmodio.

APOPTOSIS EN SANGRE.

Al igual que en bazo, se estimaron los porceniajes de células T y B apopidsicas en
sangre periférica de ratones CBA/Ca infectados con F. chabaudi y se compararon con
ratones sanos de la misma cepa. El proceso de fijacion fué similar para células de bazo
y de sangre, sin embargo en este ultimo caso en algunas muestras, las células se
lisaron, haciendo imposible diferenciar las diversas poblaciones marcadas.

En la tabla 2 se muestra, solamente los datos de linfocitos T y B correspondientes al dia
8 post-infeccion y los porcentajes de apoptosis total del dia 8 y 11 post-infeccidn. En
¢l caso de las células T observamos un porcentaje mayor de apoptosis (0.42%) en
ratones sanos que en infectados (0.22%), caso muy diferente es el de las células B,
donde en el mismo dia se obtuvo un aumento de apoptosis er. ratones enfermos con

51



respecto 4 los sanos, de mancra similar a lo que ocurre en bazo. Se analizd la
apoptosis tofal en sangre periférica, se observé que en el dia 8 post-infeccion, los
ratones parasitados tienen un 3.16% de apoptosis superando en 5 veces a los sanos y
en el dia 11 el aumento es mas considerable (15.62%).

DIA POST INFECTADOS.
INFECCION.
LINFOCITOS T.
LINFOQCITOS B.
APOPTOSIS TOTAL.

15.62%

TTabla 2. Porcentaje de apoptosis en sangre periférica de ratones CBA/Ca sanos ¢ infectados.
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DISCUSION.

El objetivo principal del presente estudio fue comprobar la participacién del
fenérueno de apoplosis en la regulacidn de la muliiplicacion de Plasmodium
chabaudi, para o cual se estandarizaron las técnicas a utilizar, considerando las
condiciones de irabajo del lugar, que permitieran que los experimentos fuesen
reproducibles por cualquier investigador y que los resultados obtenidos sean
confiables. La utilizacién de hibridaciones con sondas de DNA cspecificas es un
método muy confiable si el procedimiento requiere reproducibilidad con base en que
¢l DNA de la sonda solamente podra aparearse con su DNA complementa io y no con
algin otro.

Las técnicas de Souther blot, marcaje de sondas de DNA e hibridacion son un proceso
continuo, como consecuencia cualquier error en alguno de los pasos causa desastres
en el resultado final, para la estandarizacion se utilizé primero el DNA control
contenido en el reactivo comercial, tanto como una muestra problema que se colocé
en el gel de agarosa y se transfirié a la membrana de nylon para realizar la
hibridacion aprovechando la certeza en la complementariedad de bases del material
genético. Se observo que el sistema funciono perfectamente, sc procedid a probarlo
con DNA de P chabaudi chabaudi AS y sonda Pesv 4.1 (especifica para Plasmodium
obteriéndose un patrén de bandas determinado por especie}, la autorradiografia
indica que la hibridacion fue especifica para el DNA que se buscaba poner en
evidencia (Figura 9).

El primer experimento consistio en infectar a 5 ratones F1 con £ chabaundi chabaudi
AS, valorar el porcentaje de parasitemia y tomar muestras sanguineas, pasarlas por
columnas de celulosa y subsecuentemente se extrajo DNA para someterlo a
electroforesis. El segundo experimento solamente se modifico en el tratamiento con
RNAsa | que se aplicé al DNA separado con el fin de eliminar RNA contaminante que
pudiera ser ¢l causante del barrido obtenido en el primer caso.

En la electroforesis de las muestras de DNA del primer experimento, se observo
inicialmente un patron de bandas similar al que se presenta en apoptosis (Figura 7},
dato que con anterioridad nos llevo a pensar que el proceso de apoptosis estaba
ocurriendo en el parasito como efecto de la respuesta inmune del hospedero. Sin
embargo, cuando previo a la electroforesis se realizé un tratamiento con RNAasa I, las
bandas no se identificaron claramente como en el primer caso, por lo que ¢l barrido
que se observo se debia a la presencia de RNA (Figura 10).

Para establecer que el DNA provenia del pardsifo y no del raton, la sangre de los dos
experimenios se paso a través de una columna de celulosa que permife eliminar una
gran cantidad de leucocitos de raton, conservando a los eritrocitos cuyo contenido de
DNA pertenece principalmente al parasito. £l material genético se aislo, se fratd con
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RNAsa I {solo en el segundo experimento) y se hibridd con la sonda Pesv 4 (especifica
para DNA de plasmodio). Los resultados obtenidos en la autorradiografia muestran
que el DNA observado en el gel, corresponde al parasito, porque solo se observaron
bandas donde se ubico el material genético del parasito y no en el DNA del raton (que
se localizd comparando el corrimiento del DNA obtenido de un pedazo de cola del
ratén medianfe un tratamiento previo cont proteinasa K).

No obstante a los resultados encontrados en el gel de agarosa después del tratamiento
con RNAsa |, en la prueba de TUNEL realizada en laminilla, se obtuvieron imagenes
correspondientes a células que mueren por apoptosis (Figura 14), se observd un
mayor nimero de células apoptosicas en frotes de ratones infectados que en los
correspondientes a ratones no infectados. La fincidn con fluorescencia tiene la
limitacién de determinar células positivas o bien negativas para la reaccidn de
TUNEL, considerando gue la manera de realizar el frote sanguineo es la misma que se
utilizd para evaluar la parasitemia de los ratones, casi la totalidad de la superficie del
frote esta cubierta de eritrocitos, por lo tanto esas células fluorescentes podrian ser
eritrocitos parasitados, pues son los tinicos que pueden presentar DNA.

Dado que la aseveracion anterior respecto a apoptosis en el pardsito puede
considerarse subjetiva, para asegurar lo dicho y evaluar el proceso de muerie
programada también en las células del sisterna inmune del huésped, se procedio a
realizar FACS, técnica que permife clasificar tipos celulares con ayuda de anticuerpos
monoclonales marcados con compuestos fluorescentes que van dirigidos a moléculas
de superficie celular, asi como aprovechar el fundamento del aparato para separar

células considerando tamafo y granularidad y distinguir entre eritrocitos de
linfocitos.

En los ensayos de evaluacion de apoptosis en eritrocitos mediante FACS, no fue posible
mantener la integridad de las células hasta el momento de las lecturas en el citdmetro
de flujo por lo que no tenemos resultados al respecto, quedando sin confirmar la
presencia del fendmeno de muerte celular programada en Flasmodium. Ante lo cual
se sugiere la utilizacion de ofro fijador menos agresivo para el eritrocito, un
tratamiento distinto de la muestra o el uso de microscopia electrénica.

En cuanto a las células del sistema inmune del huésped, obtuvimos resultados
interesantes en bazo, primero porque los linfocitos T presentan el fendmeno
apoptosico en el modelo de paludismo en una etapa posterior a la crisis o al inicio de
la subita disminucion de la cantidad de parésito, sugiriendo que la causa de que las
células T estan muriendo de una manera muy rapida se debe a una auto-regulacién
del sisterna inmune para volver a equilibrar la poblacion celular y evitar dafos al
mismo hospedero {(Grafica 2).
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Los linfocitos B presentan un comportamienio distinto a los linfocitos T, puesto que la
presencia de apoptosis de detecto desde el dia 8 post-infeccion, fecha anterior al inicio
de la crisis, por lo tanto en este caso la presencia del pardsito puede ser que la misma
activacion de las células B, las torne mas susceptibles a la muerte por apoptosis como
mecanismo regulador de la respuessta inmune. También en los dias posteriores (dias
14 y 18) se detectaron porcentajes altos de apoptosis al igual qiie con los linfocitos T,
la causa de la muerte celular podria ser el propio sistema inmunoldgico con una
finalidad regulatoria (Gréafica 3). Seria interesante medir los titulos de anticuerpos
especificos durante la infeccion.

La actwvidad en la respuesta inmune del bazo ante plasmodio es importante pues este
Srgano linfoide secundario estd involucrado en la eliminacion del plasmodio, como lo
demuestran los experimentos donde al eliminar el bazo de ratones infectados, estos no
resuelven la parasitemia (Smith et al., 1997). Dado que el fendmeno de apopiosis
presente en las células encargadas de la respuesta inmune puede estar provocado por
algtn efecto del pardsito, estimar apoptosis en bazo proporciond datos relevantes,
como el hecho de que el comportamiento de los resultados de apoptosis {otal (Gréfica
5) sigue la misma tendencia que las células B, es decir inicia antes de la crisis
sugiriendo que el parasito tiene un mecanismo para provocar apoptosis en las células
de bazo y va en aumento hasta el dia 18 post-infeccion, al parecer como un evento
homeaostatico,

Respeclo a los resuitados de apoptosis en sangre periférica (tabla 2), las células B y
otras células del sistema inmune presentan un aumento de apoptosis cuando esta
presente el pardsito en el dia 8 post-infeccion, comportamiento que se asemeja al
observado en bazo para las mismas células, por lo que plasmodio esta regulando ¢l
namero celular de tipo B y de otros (macrofagos, NK) durante la infeccion. Por el
contrario, los linfocitos T se¢ muestran mds apoptdsicos en ratones sanos que €n
nfectados, para este caso puede pensarse que la regulacion es negaliva, es decir,
evitando la apoptosis de las células T,

Resulta interesanie cstudiar el porcentaje de células en apoptosis en bazo a partir de
los dias subsecuentes al dia 18 post-infeccion y registrar el comportamiento de
linfocitos T y B, asi como de ofros tipos celulares como macrofagos. También
confirmar la muerle celular de Plasmodiam y con base en esos resultados disefiar
experimentos que se enfoquen en las sefiales efectoras que estan provocando la
apoptosis.

La evaluacién de la parasitemia en los experisentos permite conocer la evolucion de
la enfermedad y la cantidad de parasito presente en el transcurso del ensayo, de esta
manera se conoce el comportamiento del pardsito en cada determinacion realizada y
es un apoyo en €l analisis resultados (Gréfica 1).
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Este trabajo presenta resultados que demuestran que la muerte celular por apoptosis
esta moderando la respuesta inmune del huésped contra Flasmodium, Pero su
participacion en la regulacion del numero de parasitos en la infeccion, no esta
perfectamente esclarecida, sin embargo existe la evidencia de apoptosis en plasmodio
(Figura 14). La metodologia empleada en este experimento puede usarse en nuevos
casos donde se requtiera de una identificacion precisa del parasito, mediante 1a técnica
de hibridacion con la sonda Pesv 4 o de una evaluacion simultanea del proceso de
apoptosis y Ags de superficie de las células en estudio, ademas de medir apoptosis
atilizando 1a tincidon con bromuro de etidio.
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CONCLUSIONES.

% Los resultados obtenidos por la técnica de TUNEL indican que Plasmodium
probablemente sufre un proceso similar al de apoptosis alrededor del dia 11 post-
infeccion, tal vez por presion del sisiema inmune.

& La infeccion por Plasmodium induce un incremento en células apoptosicas en el
bazo durante una infeccion primaria, iniciando con un 2.9% de apoptosis en ¢l dia
8 post-infeccion hasta el dia 18 con un 18%. La técnica de doble tincidn utilizando

anticuerpos monoclonales para los marcadores de superficie y TUNEL apoyan los
resultados.

& Las células T sufren apoplosis en la etapa de eliminacion del parasito (con un
maximo de 14.6% de apoptosis) posiblemente a causa de una regulacion
homeostatica por parte propio sistema nmune.

& Las células B mueren por apoptosis desde el dia 8 post-infeccion, previo a la crisis
de 1a infeccidn por lo tanto en un inicio existe la posibilidad de que el pardsito esté
provocando la muerte celular como mecanismo de defensa a la respuesta inmune y
porteriormerite se trata de un proceso hormeostatico el que se presenta por parte del
huésped.
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PREPARACION DE SOLUCIONES Y REACTIVOS.

SOLUCIONES PARA COLECCION DE MUESTRAS.

1. Coforante Glemisa.

Pesar 1 g de colorvante giemsa, disolver en 66 ml de glicerol ¢ incubar de 1 1/2
a 2 hrs a 55°C. Después adicionar 66 ml de metanol y dejar reposar por 2
semanas a temperatura ambiente o por 2 dias a 37°C.

2. Soiucion Salina de Krebs.

s NaCl 0.15M. 100 partes.

e KCl 0.15 M. 4 partes.

s Amortiguador de fosfatos (PBS). 12 r.)artes.

e Sulfato de magnesio heptahidratado 1 parte.
MgSs0, . TH:O 0.15 M.

e CaCly 0.11 M, 1 parte.

# Adicionar lentamente para evitar su precipitacion.

Se recomienda esterdizar cada solucién independientemente y mezclarlas en
condiciones estériles,

3. Amortiguador de Fosfatos (FBS)*.

s NaCl 40.00 g.
e XCl 1.00g.
» Fosfato de sodio NazHPO, aah. 5.75 .
e Fosfato de potasio KHzPO4 anh. 1.00 g.

Pesar todos los reactives, disolver en agua bidestilada, ajustar el pH a 7.2 con
NaOH y aforar a 1000 ml.

* Esterilizar a 121 °Cy 13 libras durante 15 minufos, 58



4. Saponina al 10%.

Pesar 0.10 g de saponina y disolver en 1 ml de agua bidestilada estéril. Guardar
a -20°C,

SOLUCIONES PARA AISLAMIENTO DE DNA.

1. Amortiguador de Lisis¥,

e Tris, pH 8.0 2 M. 2 ml.
s EDTA,pH 8.0 0.5 M. 16 mi.
* SDS 10% 5 ml

Mezclar todos los reactivos y aforar a 100 ml.

Cuando se requiera utilizar el amortiguador, adicionar 20 yl de pronasa E
(0.5 mg/m)) por cada 800 pl de amortiguador.

2. Acefato de Sodio 375 mM=,

Preparar una solucidn stock de acetato de sodio a una concentracion de 3 M,
pesando 61.52 g de acetato de sodio anhidro, disolviendolo en agua bidestilada,
ajustar el pH a 5.5 con acido acético y aforar a 250 mi.

Tomar un alicuota de 12.5 ml de la solucidn stock y llevar a un volumen de 250
ml.

3. Amorfiguador TE*.

e Tris, pH:8.0 Z M. 1.25 ml.
e« EDTA, pI:8.0 0.5 M. 0.5 ml.
Aforar con agua bidestilada a 250 ml.

4. Tris 2 M, pi 8.0*,

Pesar 242.28 g de Tris (Trislhidroximetillamino-metano)y disolver en agua
bidestilada, ajustar ¢l pH a 8.0 con HCl y aforar a 1000 ml.

« Esterilizar a 121 °Cy 15 libras durante 15 minutos. 39



5. EDTA 0.5 M, pH 8.0%
Pesar 146.10 g de EDTA (dcido efilendiamintetracético}, adicionar 500 ml de

agua bidestilada y ajustar el pH a 8.0 con HCl, agitar hasta que el reactivo se
disuelva y entonces aforar a 1000 ml

6. SDS 10 %%

Pesar 25 g de SDS (dodecil sulfato de sodio) y disolver en 250 ml de agua
bidestilada.

7. RNAsa libre de DNAasa.

Disolver 10 mg de RNAsa en 1 mi de acetato de sodio 0.01 M, pH 5.2. Calentar
a 100°C durante 15 minutos, dejar enfriar lentamente a temperatura ambiente.

Ajustar el pH por adicién de 0.1 volumenes de Tris T M, pH 7.4. Guardar en
alicotas a -20°C.

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS.

1. Amortiguador de Carga 5X.

e Tris,pH 8.0 50 nM.
e FDTA, pli 8.0 75 nM.
« SDS. 0.5 %.
e TIicoll. 10 %.
e Sacarosa. 30 %.

e Azul de Bromofenol o Cianol Xileno 0.2 %.
I

Mezclar en agua bidestilada y guardar a temperatura ambiente.

2. Bromuro de Etidio (10 mg/mi).

Adicionar 1 g. de bromuro de etidio a 100 ml de agua bidestilada. Agitar con
barra magnética durante varias horas hasta que el colorante se disuelva.
Guardar en envase oscuro y a temperatura ambiente.

« Esterilizar 2 121 °C y 15 libras durante 15 minutos. 60



3. Amortiguador TAE (E) 50X+,
s Tris.
s EDTA 0.5 M, pH:3.0.
e Acido acético glacial.

Aforar a 1000 ml con agua bidestilada.

SOLUCIONES PARA SOUTHERN BLOT.

1. Solucion de Desnaturalizacion.

s NaCl 8766 g.
¢ NaOH. 20.00 .

Disolver en agua bidestilada y aforar a 1000 ml.

2 Solucion de Neufralizacion*.,

e NaCl. 87.66 2.

e Tris. 121.14 g.

242.0g.
100.0 ml.
57.1 ml.

Disolver en agua bidestilada, ajustar el pH a 7.5-8.0 con HCl y aforar a 1000 ml.

3. Solucion 20X85C*.
¢ Cifrato de Sodio. 88.20g.

* NaCL 175.30 =.

Disolver en agua bidestilada, ajustar el pH a 7.0 y aforara 1000 ml.

+ Esterilizar a 121 °C y 15 libras durante 15 minutos.
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SOLUCIONES PARA HIBRIDACION DE DNA.

1. Amortiguador de Hipridacion.
e Z0XSSC
* SDS. 10 %.

Sulfato dexiran.

Liguido bloqueador

(Kit de marcaje, Amersham).

Mezelar y aforar a 100 ral con agua millipore estéril.

2, Solucion 1XS5C, SDS 0.1%#*.

s 20XSSC.
e SDS. 10 %.

Aforar a 1000 ml con agua hidestilada.

3. Solucion 0.5X85C, SDS 0.1%%*.

e 20XS5C.
e SDS.10%

Aforar a 1000 ml con agua bidestilada.

4. Amortiguador A*.
& Tris, 2 M.
s NaCl

Aforar con agua bidestilada a 1000 ml.

50 ml,
10 nil.

25 ml.
10 ml.

50 ml.
60 ml.

« Esterilizar a 121 °C y 15 hibras duranle 15 minutos.

25 ml
1 mi.
5g.
5 ml

62




5. Conjugado anti-fluoresceina-AP diluido.

Pesar 0.1 g. de albiimina sérica bovina (BSA) y disolver ¢n 18 ml de
amortiguador A, adicionar 40 pl de conjugado anti-fluoresceina~AP (kit de

deteccion, Amersham), mezclar suavemente y lievar a un volumen total de 20
ml con amortiguador A.

Este conjugado debe prepararse poco tiempo antes de utilizarlo.

6. Tween 20, 0.3%%.

Tomar una alicota de 3 mi de tween 20 y mezclarla con amortiguador A hasta
obtener un volumen de 1000 ml.

SOLUCIONES PARA LA TECNICA DE TUNEL EN LAMINILLA.

1. Enzima TdT diluida.
Para 2 laminillas:

Mezclar 2 gotas (76 pl) de amortiguador de reaccion (kit de apoptosis, Oncor)

y 1 gota de enzima TdT (kit de apoptosis, Oncor). Almacenar en hielo hasta por
6 horas.

2. Amortiguador de Paro/Lavado diluido.

Adicionar 1 ml de amortiguador paro/lavado (kit de apoptosis, Oncor) a 34 ml
de agua bidestilada estéril. Guardarse a 4°C.

3, Abs anti-digoxigenina-fluoresceina diluido.

Mezclar 2 gotas (56 pl) de solucién bloqueadora (kit de apoptosis, Oncor) y 49
il de Abs anti-digoxigenina-fluoresceina (kit de apoptosis, Oncor). Almacenar
en hielo por no mas tiempo de 3 horas.

« Esterilizar a 121 °C y 15 libras durante 15 minutos. 63



4. Solucion de Yoduro de Fropidio.

¢ Yoduro de propidio. 50 ug.
s RNAsa. 0.5 mg.
o Amortiguador de fosfatos (PBS). 10 mb

Prepararse el mismo dia y almacenar en hielo hasta su uso.
SOLUCIONES PARA CITOMETRIA DE FLUJO.

1. Solucicon PBS-BSA 1%.

Pesar 10 g. de albumina sérica bovina (BSA) y disolveria en 1000 ml de
amortiguador de fosfatos (PBS) 1X estéril. Guardar a 4°C.

2. Amortiguador de Lisis de Erifrocifos.

e Cloruro de amonio NH.CL 8.29g.
e Bicarbonato de potasio KHCOs. 1.00 g.
s FDTA-Naz. 37.20 mg.

Disolver en agua bidestilada, ajustar el pH a 7.2-7.4 con HCl o NaOH y aforar a
1000 ml. Preparar momentos antes de su uso.

3. Tritén X-100, 0. 1%-Citrato de sodio, 0.1%.

Pesar 0.1 g. de ciirato de sodio, disolverlo en agua bidestilada y después
adicionar 100 pi de triton X-100. Aforar a 100 mi con agua bidestilada.

4. p-formaldehido I %.
Disolver 1 g. de p~formaldehido en 100 ml de PBS.

« Esterilizar a 121 °Cy 15 libras durante 15 minutos. 64
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