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RESUMEN

En la actualidad la malaria sigue siendo un problema de salud publica en el mundo,
anualmente se infectan 300 millones de personas y causa la muerte de mas de un millén
principalmente nifios; en nuestro pais el INDRE reporta el mayor numero de casos de
malaria por Plasmodium vivax en el Estado de Oaxaca siendo los grupos de alto riesgo
los nifios y las mujeres embarazadas. Desafortunadamente es dificil lograr la erradicacion
de la malaria debido a diversos factores que involucran tanto al vector como al parasito,
por ello las investigaciones de malaria se han enfocado al estudio y comprensién de los

mecanismos de inmunidad desarrollados durante la infeccion con Plasmodium.

En el presente trabajo se estudié la correlacion entre la produccion de éxido nitrico y la
expresion de citocinas como un factor determinante en la resolucién de una infeccion letal,
utilizando un modelo murino de malaria. Para ello se inmunizaron ratones CBA/Ca con
eritrocitos parasitados de la cepa no letal Plasmodium chabaudi AS y después de ocho
semanas se reinfectaron con la cepa letal Plasmodium yoelii 17XL. Durante la reinfeccion
se determind la produccién de oxido nitrico y la expresion de citocinas (proinflamatorias e
inmunorreguladoras), los resultados indicaron que durante la fase aguda de la reinfeccion
hubo una correlacion positiva entre la baja produccion de éxido nitrico y la expresion de
citocinas IFN-y, IL-12, IL10 e IL-4, lo que sugiere que el 6xido nitrico quiz4 es uno de los
factores que favorecen la eliminacién del parasito letal y su produccién esta regulada
estrictamente por las citocinas, ademas este efecto se induce con exposicién previa al

pardsito no letal.



ABSTRACT

Malaria is still a public health problem in the World, every year 300 million people are
infected and more than one million of deaths occur mainly in children. In our country the
National Institute for Epidemiology and Reference (INDRE) reported the highest number of
P. vivax malaria cases in Oaxaca where children and pregnant women represent the
highest risk population. Unfortunately, malaria is difficult to eradicate due to different
factors which involve the vector and the parasite, thus different malaria research focus in

the immune mechanisms developed during a Plasmodium infection.

In the present work a correlation between nitric oxide production and cytokines expression
as a main factor in resolution of a lethal infection was evaluated using an experimental
murine model of malaria. CBA/Ca mice were immunized with the non-lethal Plasmodium
chabaudi AS parasite, after 8 weeks mice were re-infected with the lethal strain of
Plasmodium yoelii 17XL. During re-infection, the correlation between nitric oxide and
cytokines expression was evaluated. Results showed that nitric oxide could be one of the
factors involved in elimination of the lethal parasite and its synthesis is strictly regulated by

cytokines, and this effect is induced by the previous exposition to the non lethal parasite.



1. INTRODUCCION

La malaria es un problema de salud publica en el mundo, en el 2005 la OMS y la UNICEF
reportaron que anualmente se infectan mas de 300 millones de personas y mueren un
millon principalmente nifios, tan so6lo en nuestro pais el nUmero de casos generados por
Plasmodium vivax en el Estado de Oaxaca ha incrementado en los Ultimos cuatro afios,
los grupos de alto riesgo son los nifios y las mujeres embarazadas, su incidencia va en
aumento debido a la creciente resistencia por parte del mosquito a insecticidas y el
desarrollo de estrategias de resistencia por parte de los Plasmodium hacia los diferentes
medicamentos empleados en el tratamiento, ademas para que un individuo se torne
inmune en zonas endémicas se requieren multiples infecciones, aunque se han reportado
casos en los que puede existir parasitemia sin que el paciente presente la sintomatologia

caracteristica del paludismo.

Los intentos por desarrollar una vacuna efectiva contra malaria no han tenido éxito por la
diversidad de antigenos que el parasito presenta tanto en el estadio hepatico como en el
estadio eritrocitico, aunado a la variabilidad antigénica que desarrolla durante las
recrudescencias y la recombinacion genética; por ello las ultimas investigaciones se han
enfocado al estudio de los mecanismos celulares involucrados en la respuesta inmune, no
obstante se han realizado en infecciones primarias y en algunos casos durante

reinfecciones con el mismo parasito.

Debido al conocimiento deficiente en los mecanismos de respuesta inmune y con el fin de
contribuir a posteriores investigaciones enfocadas al desarrollo de nuevas medidas
terapéuticas enfocadas a incrementar la respuesta contra el Plasmodium, en este trabajo
se propuso que una primoinfeccién con un parasito no letal confiere proteccién ante una
reinfeccion con un pardsito letal mediante mecanismos inespecificos responsables de
regular la patogenia de la infeccién, tales como 6xido nitrico y produccién de citocinas,
planteando que una posible correlacion entre ambos factores fuese la responsable de la
proteccion ante una especie de Plasmodium letal. Para ello, se utiliz6 un modelo murino

con ratones CBA/Ca hembras, inmunes a P. chabaudi AS (no letal) y reinfectadas con P.



yoelii 17XL (letal), durante el curso de la infeccion se evaluaron las curvas de parasitemia,
la anemia, la pérdida de peso y el indice esplénico, considerados parametros de
patogenia.

La produccién de éxido nitrico con efectos citotoxicos y citostaticos sobre el parasito, se
analizé con la determinacion de nitritos totales (reaccién de Griess) en suero, dado que es
el producto de degradacion mas estable; también se detecto la expresion de iINOS por
RT-PCR y Western Blot, dado que el encontrar un incremento en la sintesis del mRNA no
significa que suceda lo mismo con la proteina, ademas esta Ultima técnica nos sirvié para
descartar la posible procedencia endotelial del NO. En tanto que la expresiéon de las
citocinas proinflamatorias (IFN-y, IL-12, TNF-a) y antiinflamatorias o inmunorreguladoras
(TGF-B, IL-4, IL-10, IL-6) también se analizo en el bazo por RT-PCR cuya sensibilidad es

mayor que el bioensayo o ELISA.



2. OBJETIVOS.

Objetivo General.

> Determinar si existe correlacién entre la produccién de 6xido nitrico y la expresion de
citocinas en la protecciéon contra Plasmodium yoelii 17XL en ratones inmunes a

Plasmodium chabaudi AS.

Objetivos Especificos

> Determinar la cinética de la parasitemia en ratones CBA/Ca inmunes Yy reinfectados
con P. yoelii 17XL

> Evaluar los pardmetros de patogenia: anemia, pérdida de peso e indice esplénico

durante la infeccion.

» Estimar la produccién de 6xido nitrico mediante la determinacion de nitritos totales en

suero con el reactivo de Griess.

> Determinar la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible por RT-PCR y Western
Blot.

> Analizar la expresion de citocinas proinflamatorias (IFN-y, IL-12, TNF-o) y anti-

inflamatorias (TGF-, IL-4, IL-10, IL-6) por RT-PCR.



3. GENERALIDADES DE MALARIA.

3.1 Antecedentes.

La malaria, fiebre de los pantanos o paludismo es una enfermedad protozoaria transmitida
por la picadura del mosquito Anopheles hembra infectada y causada por diminutos
paréasitos protozoarios del género Plasmodium, que infectan al hospedero humano y al
insecto alternativamente. Se cree que el hombre prehistorico debié haber sufrido malaria,
se considera que el paludismo tuvo su origen en Africa y que acompaiio a las migraciones
humanas a las orillas del Mediterraneo, a la India y al Sur Oriental de Asia. En el pasado,
la malaria era comun en las areas pantaneras de Roma y por lo tanto su nombre se deriva
del italiano, (mal-aria) o "mal aire", también se conocia como fiebre romana (Tay et al.
1995)

Es una de las enfermedades tropicales mas graves del mundo, en su informe del 2005 la
OMS reportd que afecta a mas de 300 millones de personas al afio y se estima que
anualmente causa un millbn de muertes, principalmente en nifios; en Africa se ha
reportado que cada 30 segundos muere un nifio de malaria (OMS 2005, UNICEF 2004).
Dado que los nifios son mas vulnerables, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
aconseja no llevar de vacaciones a bebés o nifios pequefios a zonas afectadas por la
malaria. Las mujeres embarazadas también corren un riesgo mayor; en zonas de Africa
en las que la malaria tiene una elevada incidencia la probabilidad de que las mujeres
embarazadas sufran ataques clinicos de malaria es cuatro veces mayor que en cualquier
otro momento; pero las probabilidades de sobrevivir a accesos de esta fatal enfermedad
son solo del cincuenta por ciento (OMS 2005).

Existen cuatro especies de Plasmodium que infectan al hombre: P. vivax, P. ovale. P

malariae y P. falciparum, de los cuales éste ultimo es el mas virulento.

3.2 Ciclo biolégico.

La infeccién inicia con la picadura de la hembra del mosquito Anopheles infectada, la cual
antes de alimentarse con sangre inyecta el material de sus glandulas salivales que
contiene las formas infectivas del parasito, llamados esporozoitos; los machos no
transmiten la enfermedad ya que se alimentan de los jugos de las plantas (Tay et al.
1995).



Los esporozoitos circulan en la sangre y después de 1-2 horas invaden los hepatocitos
dando lugar al ciclo exoeritrocitico o esquizogonia preeritrocitica, donde el parasito se
multiplica aumentando el volumen de la célula parasitada y se transforma en esquizonte
criptozoico que contiene 40, 000 criptomerozoitos en el caso de P. falciparum y sélo de
800-1000 en otras especies. Al romperse el hepatocito, los criptomerozoitos infectan
otros hepatocitos (excepto los constituidos por P. falciparum) ademas de invadir a los
eritrocitos, inician el ciclo eritrocitico y la fase sintoméatica de la infeccion (Brown y Neva
1985, Cohen 1984, Tay et al. 1995).

Durante la invasion del eritrocito el criptomerozoito pasa por los estadios de anillo,
trofozoito y esquizonte en este Ultimo la cromatina presenta mdultiples fragmentaciones
que dan lugar a los merozoitos eritrociticos (Fujioka & Aikawa 2002, Tay et al. 1995)
Cuando el esquizonte madura, la pared del eritrocito se rompe y los merozoitos quedan
en libertad para invadir nuevos eritocitos, esta invasion se favorece por enzimas
proteoliticas del merozoito y por ligandos que se unen a receptores (sialoglicoproteinas)
en los eritrocitos (Chitnis & Blackman 2000, Fujioka & Aikawa 2002). Para los merozoitos
de P. falciparum se han reportado tres ligandos: EBA (erythrocyte binding antigen)-175,
EBA-140 y EBA-181 cuyos receptores en los eritrocitos son la glicoforina A, glicoforina C y
glicoforina B respectivamente; también se ha reportado la PfNBP1 (P. falciparum
normocyte binding protein-1), pero su receptor no ha sido identificado, Unicamente se ha
descrito que la adhesion es dependiente de un factor resistente a la tripsina y sensible a
neuraminidasa (Gilberger et al. 2003, Rayner et al. 2001). Para merozoitos de P. vivax se
han detectado la PVvRBP (P. vivax reticulocyte binding protein) y la proteina de union al
antigeno Duffy , DBP (Duffy binding protein) (Baum et al. 2003, Chitnis & Blackman 2000)

Después de varios ciclos eritrociticos algunos merozoitos se diferencian en gametocitos:
macrogametocito corresponde al femenino y microgametocito al masculino. Con ello se
inicia el ciclo sexuado o esporogonia que ocurre en el mosquito cuando ingiere sangre del
hospedero parasitado, los gametocitos maduran y se transforman en gametos en su
estbmago. El microgameto sufre exflagelacion formando cuerpos filiformes con funciones
de espermatozoides que fecundan a los macrogametos dando lugar al huevo o cigoto, el
cual se diferencia a oocineto y adquiere movilidad para atravesar el epitelio del intestino
hasta llegar a la capa serosa, donde se convierte en ooquiste, constituido por miles de
esporozoitos que son liberados cuando éste se rompe y emigran a las glandulas salivales
del mosquito (Day et al. 1998, Fujioka & Aikawa 2002, Tay et al. 1995) figura 1.



3.3 Malaria en México.

Las primeras investigaciones en malaria datan de 1980, donde se describieron cerca de
300 mil casos de esta enfermedad, desde entonces a la fecha el numero de casos ha
disminuido, no obstante el problema persiste por la resistencia del mosquito a insecticidas
y a la ineficacia de las recomendaciones sanitarias

(http://www.amc.unam.mx/Agencia de Noticias/Notas Cientificas/nc 31ceron-mosquito.html)
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Figura 1. Ciclo biolégico del Plasmodium (modificado de Ramasamy, 1998)



Los Estados de Chiapas, Sinaloa, Chihuahua, Oaxaca, Quintana Roo y Tabasco son las
entidades que el INDRE (Instituto Nacional de Diagnoéstico y Referencias
Epidemioldgicas) ha reportado con mayor incidencia de malaria por P. vivax (Gréfica 1),
sin embargo no es la Unica especie que se encuentra en México, puesto que se han
descrito casos de malaria por P. falciparum en Chiapas y Tabasco, Tabla 1

(http://www.epi.org.mx). Anopheles albimanus y Anopheles pseudopunctipennis son los

principales vectores y transmiten los fenotipos P. vivax VK210 y P. vivax VK247
respectivamente, segun Gonzalez et al. el Centro de Control y Ecologia de enfermedades
por vectores de la Marina ha reportado que los vectores Anopheles aztecus y Anopheles

darlingi también contribuyen a la transmisién de la enfermedad, aunque en menor grado.

2000 2001 2002 2003 2004 2005
Chiapas 102 38 13 21 26 19
Tabasco 21 30 3 22 21 3
Jalisco 0 2
Oaxaca 1 0
Total 124 70 16 43 47 22

Tabla 1. Casos de malaria por P. falciparum en México, reportados por el INDRE.

3.4 Sintomas y patogenia.

Los sintomas de la infeccibn se presentan durante el estadio sanguineo, cuando los
parasitos presentan ciclos de crecimiento y replicacion dentro de los eritrocitos. Los
pacientes presentan dolor de cabeza, fiebre, escalofrios, mialgias, artralgias y anemia
(Tay et al. 1995). Sin embargo, las principales causas de morbilidad y mortalidad en el
mundo se atribuyen a las complicaciones observadas en anemia severa y malaria
cerebral.

Los episodios febriles se generan por la toxina de malaria GPI
(glycosylphosphatidylinositol) liberada durante la ruptura de los esquizontes
maduros, pero su efecto puede ser bloqueado por la accién de anticuerpos anti-GPI

ya que la molécula presenta una region fosfatidilinositol acilada que le confiere

inmunogenicidad, Figura 2 (Naik et al. 2000a).
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La sintesis de GPI es crucial para el desarrollo y sobrevivencia del parasito, es exclusiva
del estadio eritrocitico y la utiliza para anclar proteinas transmembranales como la MSP-1
(del Inglés merozoite surface protein-1) y MSP-2, estimula la producciéon de TNF-a (factor
de necrosis tumoral-a) en macréfagos mediante su residuo de manosa teminal (Figura 2),
esta induccion de TNF-o explica la pirexia transitoria, hipoglicemia y caquexia letal
observadas en ratones inoculados con GPI puro (Gerold et al. 1996, Naik et al. 2000b,
Vijaykumar et al. 2001). El TNF-a a su vez estimula la sintesis de IL-1 (interleucina-1), asi
ambos pirdgenos probablemente incrementen la temperatura corporal mediante un
aumento en la sintesis hipotalamica de la prostaglandina PGE, (Dinarello et al. 1986,
Tracey et al. 1988).

Figura 2. Estructura de la toxina de malaria GPI, con linea punteada se muestra
la regién inmunogénica y con el recuadro la manosa que induce la produccién de
TNF-a (modificada de Naik et al. 2000a).

La sobrevivencia del parasito en el eritrocito se debe a su capacidad de sintetizar
proteasas asparticas y proteasas de cisteina para obtener aminoacidos de la molécula de
hemoglobina, durante la digestiébn de ésta también existe la formacion del subproducto
hematina el cual se polimeriza por accion de proteinas ricas en histidina para generar el

pigmento palidico o hemozoina (Olliaro & Yuthavong 1999, Sullivan et al. 1996, Zeigler



2001). La hemozoina contribuye en gran parte a la patogenia dado que en los eritrocitos
infectados induce lipoperoxidacion y los productos finales (hidroxiacidos grasos) inhiben la
actividad de monaocitos, in vitro induce la produccién de TNF-a e IL-1 por macréfagos, su
concentracion en neutréfilos y monocitos de pacientes con malaria severa es mayor que
en pacientes con malaria no complicada, su ingestion por macréfagos genera radicales
libres de oxigeno que reducen la produccién de citocinas, en monocitos inhibe la
expresion de las moléculas MCH clase I, CD54 (refuerza la sefial del receptor de células
T) y CD11c (integrina que se une a CD54), esenciales en la presentacion de antigeno y
adhesion celular (Like et al. 2003, Schwarzer et al 1998, Schwarzer et al. 2003, Taramelli
et al. 2000).

La anemia severa (Hb <5g/dL y Htc <15%) es sin duda una de las complicaciones letales
en malaria pues se ha descrito que es la principal causa de muerte en areas de alta
endemicidad (Bojang et al. 1997, Schellenberg et al. 1999). Los mecanismos que
contribuyen a su desarrollo son el incremento en la destruccion de eritrocitos y la
supresion de médula 6sea. La destruccion acelerada de eritrocitos es producto de: la
ruptura de esquizontes maduros, fagocitosis de eritrocitos parasitados, citoadherencia a
capilares y vénulas postcapilares, fagocitosis de eritrocitos no parasitados que presentan
rigidez en su membrana o que forman complejos inmunes con IgG, ademas existe lisis de
eritrocitos no parasitados por una disminucion de las proteinas reguladoras del
complemento CR1 y CD55 (Dondorp et al. 2000, Srichaikul 1999, Stoute et al. 2003,
Waitumbi et al. 2000). Las evidencias que indican una supresién en médula ésea son: la
reticulocitosis retardada, la inhibicion de los progenitores eritroides BFU-E (del Inglés
Burst-forming-united-erythroid) y del CFU-GEMM (del Inglés colony-forming-united-
granulocyte, erythroid, macrophage, megakaryocyte), la muerte prematura de
normoblastos, la sintesis defectuosa del grupo hemo, en algunos casos disminucién de la
sintesis de eritropoyetina y la deseritropoyesis caracterizada por mitosis incompleta,
disgregacién de cromatina, cariorrexis, puentes intercitoplasmicos (Menéndez et al. 2000,
Phillips & Pasvol 1992, Srichaikul 1999). La inhibicién de la eritropoyesis es multifactorial,
la produccion de las citocinas TNF-a, IL-1 e IFN-y se ha implicado en la deseritropoyesis,
sin embargo la deficiencia de IL-12 también contribuye a esta alteracion (Clark & Chaudhri
1988, Mohan & Stevenson 1998, Yap & Stevenson 1994). Recientemente Martiney et al.
2000 describieron que la produccion de MIF (migration inhibitory factor) por macréfagos
que ingieren hemozoina suprime el desarrollo de los precursores eritroides BFU-E y CFU-

GEM dependientes de eritropoyetina.



La infeccion con P. falciparum puede complicarse y conducir a malaria cerebral causando
acidosis metabdlica, hipoglicemia, hipertensién intracraneal, edema pulmonar,
hemorragias en cerebro, convulsiones, coma y en el peor de los casos culminar en la
muerte (English et al. 1997, Newton et al. 1998). EIl principal hallazgo que conlleva al
desarrollo de hipoxia local cerebral es la obstruccidén de vénulas y capilares cerebrales por
el secuestro de células, sin embargo investigaciones realizadas en un modelo de malaria
murina letal describen la ruptura de vasos en regiones cerebrales y cerebelares con
mortalidad restringida a animales jévenes y sintomas neurolégicos reducidos en animales
viejos (Clark & Schofield 2000, Heran et al. 2000). Clark et al. 2003 describieron
diferentes categorias de malaria cerebral de acuerdo a la histopatologia observada en
cerebro, la categoria A se caracteriza por no presentar cambios histolégicos discernibles
con pigmento paludico y pardsitos dentro de vasos ocasionales; en la categoria B a
diferencia de la anterior existe un incremento en el nimero de eritrocitos parasitados
secuestrados y, en la categoria C se observan microhemorragias con acumulacién de
células mononucleares productoras de hemooxigenasa y eritrocitos parasitados. La
obstruccién de vénulas y capilares por eritrocitos parasitados es consecuencia de su
citoadherencia y de la formacién de rosetas. Durante la maduracion del estadio
eritrocitico, el parasito sintetiza la molécula adhesiva PEMP-1 (Plasmodium falciparum
erythrocyte membrane protein-1) y la ancla a la membrana del eritrocito, por ello sélo se
secuestran los trofozoitos y esquizontes en el endotelio (Baruch et al. 1996). PfEMP-1 es
un polipéptido de elevado PM (200-400KDa), presenta 1-5 dominios extracelulares
similares al ligando de union al antigeno Duffy (DBL), 1-2 regiones entre los dominios DBL
ricos en cisteina, una regién transmembranal y un segmento de caracter acido intracelular
(Chen et al. 2000). La adhesion de PfEMP se favorece por el incremento de TNF-a pues
esta citocina aumenta la expresion de los receptores endoteliales ICAM-1 (Intercellular
adhesion molecule 1), CD36, VCAM-1 (vascular cell adhesiéon molecule 1), selectina E,
PECAM-1 (platelet/endotelial cell adhesion molecule 1) y trombospondina. ICAM-1,
VCAM-1 y selectina P regulan la rotacién del eritrocito parasitado sobre el endotelio y los
demas receptores son responsables de la estabilidad de la unién (Newton et al. 2000,
Senczuk et al. 2001). En placenta también se observan eritrocitos parasitados adheridos
a condroitinsulfato A y pueden causar muerte a la madre, aborto, parto prematuro, o
recién nacidos con peso bajo (Newton et al. 2000, Ramasamy 1998). La formacion de
rosetas por eritrocitos no parasitados y eritrocitos parasitados se induce por la afinidad

que PfEMP-1 presenta hacia el receptor del complemento-1, glicosamicanos tipo sulfato



de heparina, CD-36 y antigenos de los grupos sanguineos A y B (Chen et al. 2000).
Aunado al secuestro de eritrocitos se ha descrito que en malaria cerebral existe la
acumulacion de plaguetas en vénulas y capilares, probablemente unidas a PfEMP-1 por
medio de CD36 (Grau et al. 2003). A pesar de que los neutréfilos no se secuestran, su
aumento correlaciona con el desarrollo de malaria cerebral murina e incrementa el
desarrollo de microhemorragias y expresién de citocinas Thl en cerebro (Chen et al.
2000). Cabe destacar que la obstruccion de vénulas y capilares no es exclusiva del

cerebro, también existe en corazén, pulmon, rifion, higado e intestino delgado.

3.5 Respuesta inmune en malaria.

Durante la infeccidon con malaria se desarrollan diferentes mecanismos de inmunidad que
incluyen la participaciéon de células T, células B, macrdfagos, neutrdfilos, células
dendriticas, células NK, complemento y produccién de anticuerpos (Artavanis-Tsakonas et
al. 2003, Langhorne 1994). Sin embargo el desarrollo de una respuesta antiparasito
efectiva esta limitada por la complejidad del ciclo biolégico (estadio hepético y estadio
eritrocitico), la diversidad antigénica entre las especies de Plasmodium y el polimorfismo
de las proteinas de superficie del esporozoito (estadio hepatico) o del merozoito (estadio
eritrocitico). Si bien es cierto que los habitantes de zonas endémicas de malaria generan
inmunidad natural contra el Plasmodium después de multiples exposiciones, ésta es
parcial pues presentan sintomatologia moderada o son asintdmaticos con parasitos en
sangre (Branch et al. 2005, Modiano et al. 1996).

El estadio eritrocitico esta asociado directamente con la patogenia, por ello se hara
énfasis en la respuesta inmune de esta fase. Los linfocitos T son esenciales en la
inmunidad contra el Plasmodium por su efecto en la activacién de células efectoras
(macréfagos y neutréfilos) y por su colaboracion en la produccion de anticuerpos
(Hirunpetcharat & Good 1998, Riley 1999). En la respuesta temprana contra malaria las
células Tyd y las células NK (natural killer) actian como la primera linea de defensa contra
el estadio sanguineo de la infeccion ya que son la principal fuente de IFN-y y TNF-a
(Artavanis-Tsakonas & Riley 2002, Choudhury et al. 2000, Seixas & Langhorne 1999)
necesarios para activar macréfagos, aunque su efecto no se compara con el de las
células TCD4". Las células NK por medio de sus diversos receptores regulan la respuesta
inmune contra malaria, (Ly49D, Ly49H, NK1.1, NKG2D) y favorecen la respuesta por
células Thl; la respuesta mediada por anticuerpos la regula el marcador CD1 (Hansen et
al. 2005).



Los linfocitos T CD4" también denominados cooperadores, Th (T helper) por su
colaboracién en la respuesta inflamatoria y en la produccion de anticuerpos, rearreglan las
cadenas a/p en su receptor TCR (T cell receptor) (Constant & Bottomly 1997). Existen
dos subtipos de linfocitos T CD4", los linfocitos Thl que producen IL-2, IFN-y, TNF-B y
regulan la respuesta de hipersensibilidad retardada; los linfocitos Th2 en cambio sintetizan
IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e inducen la maduracién de las células B a células plasmaticas
productoras de IgG1 e IgE (Kourilsky & Trufa-Bachi 2001). La polarizacién de Th1/Th2
depende del ambiente en que se encuentren los linfocitos TCD4 o, asi la IL-12 y el IFN-y
producidos por las células dendriticas y las células NK respectivamente inducen la
diferenciacion de Thl mientras que la IL-4 proveniente de basdfilos y células cebadas
conduce a la diferenciacion de Th2 (Avni & RaO 2000, Constant & Bottomly 1997).
Durante la infeccion con malaria los subtipos de linfocitos TCD4" se activan en tiempos
diferentes, en la infeccion con P. chabaudi chabaudi las células Thl predominan en la
fase temprana o aguda (antes del pico de parasitemia) y las células Th2 abundan durante
la fase tardia (Taylor-Robinson & Phillips 1993). En pacientes con malaria producida por
P. falciparum no complicada se ha observado que la produccion temprana de citocinas
Th1l es crucial para obtener una respuesta efectiva y para resolver la infeccién (Torre et al.
2002), sin embargo las citocinas proinflamatorias deben ser altamente reguladas pues el
incremento de TNF-a e IL-6 est4 asociado con la severidad de la enfermedad por ser
agentes pirogenos (Lyke et al. 2004)..El TNF-a también induce la expresion de moléculas
de adhesién endotelial (ICAM-1 y VCAM-1) Lou et al. 2001 y se ha asociado con anemia
severa (Cross & Langhorne 1998).

En la respuesta temprana contra malaria los eritrocitos parasitados activan a las células
dendriticas, a los macréfagos y a los neutrdfilos para producir IL-12 (Chen et al. 1999,
Perry et al. 2004, Su & Stevenson 2002). Las funciones principales de IL-12 en el estadio
eritrocitico del Plasmodium son: la activacién de células T y células NK para producir IFN-
vy TNF-a, el aumento de la citotoxicidad de las células NK, la induccién de la proliferacion
de las células T CD4", la induccién de la diferenciacion de células Th1l, la estimulacion de
la eritropoyesis (Chaisavaneeyakorn et al. 2003, Mohan & Stevenson 1998, Stevenson et
al. 2001) y favorecer la produccion de anticuerpos IgG1, 1gG2a, IgG2b (Su & Stevenson
2002), se ha observado que la combinacién de IL-12 con cloroquina protege ante retos
letales (Mohan et al. 1999).

El IFN-y y el TNF-a contribuyen a resolver la infeccion de malaria activando macrofagos

que aumentan su actividad fagocitica, favorecen la produccion de IL-6 y TNF-a,



incrementan su actividad parasiticida a través de mecanismos citotoxicos que involucran
reactivos intermediarios del oxigeno (H,O,, radicales superdoxido O,), e inducen la
produccion de oOxido nitrico por la activacion de iINOS (0xido nitrico sintasa inducible)
(Clark et al. 2003, Jacobs et al. 1996) con la subsecuente formacion de moléculas toxicas
como radicales hidroxilo (OH’), &cido hipocloroso (HCIO) y peroxinitrito (ONOO)
(Beckman et al. 1990, Su & Stevenson 2000, Torre et al. 2002).

La sobreproduccion de citocinas inflamatorias y la activacion prolongada de macréfagos
contribuyen a la patogenia de malaria generando anemia severa, aumento de
temperatura, pérdida de peso, coma y muerte (Anstey et al. 1999, Biemba et al. Clark et
al. 2003, 1998, Lou et al. 2001). Por ello, el balance entre las citocinas
inmunorreguladoras IL-10/TGF-B y las citocinas inflamatorias IFN-y/TNF-a es critico en la
resolucion de infeccién pues se favorece una respuesta antienfermedad (disminucion de
citocinas inflamatorias) y una respuesta antiparasito (produccion de anticuerpos) (Li et al.
2003, Li et al. 1999, Tsutsui & Kamiyama 1999). La IL-10 ademés de inhibir la produccion
de TNF-a y de IL-6 en macréfagos, estimula la eritropoyesis, inhibe la actividad
parasiticida de macréfagos activados por IFN-y, suprime la produccion de IFN-y por
células NK (Nussenblatt et al. 2001). ElI TGF-p por su parte suprime la produccion de
TNF-a y Oxido nitrico en macréfagos e inhibe la produccion de TNF-a e IFN-y en células
NK 'y células Thl , disminuye la expresion de moléculas de adhesién (ICAM-1y VCAM-1)
reduciendo el riesgo de malaria cerebral (Fakhereldin et al. 1998). Otra citocina
inmunorreguladora es la IL-4, cuya funciébn mas que controlar la respuesta inflamatoria es
favorecer el crecimiento de células Th2 e inducir la maduracion de células B a células

plasmaticas productoras de anticuerpos IgG1 e IgE (Fell & Smith 1998).



4. IMPORTANCIA DEL OXIDO NITRICO.

4.1 Biosintesis del 6xido nitrico.

relajacion derivado del endotelio (EDRF) (Ignaro et al. 1987). El NO presenta un electron
desapareado en su Orbita externa que le confiere propiedades de radical libre, es
moderadamente soluble en agua, debido a su bajo peso molecular (30Da) y a su
naturaleza lipofilica difunde rapidamente a través de las membranas lipidicas, en las
células de mamiferos tiene una vida media de 2-30 segundos (Lowenstein et al. 1994).

El éxido nitrico se sintetiza por una familia de enzimas denominadas 6xido nitrico sintasas
(NOS) a partir de la L-arginina, oxigeno molecular y NADPH, ademas requiere de los
cofactores flavin mononucleétido (FMN), flavin adenin dinucle6tido (FAD),
tetrahidrobiopterina (BH,4), protoporfirina IX (grupo hemo) y calmodulina (Ferrer et
al.1998).

Las NOS activas son homodimeros, cada monémero contiene un dominio oxidasa en su
extremo amino terminal y un dominio reductasa en su extremo carboxilo terminal. En el
dominio reductasa se encuentran los sitios de unién para los cofactores NADPH, FMN,
FAD y calmodulina; en el dominio oxidasa existe la uniébn de BH, y protoporfirina IX
(Groves & Wang 2000, MacMicking et al. 1997). La calmodulina activa a las NOS,
favorece la transferencia de electrones del NADPH a la protoporfirina IX a través del FMN
y FAD. La BH, favorece la union del sustrato L-arginina, colabora estabilizando la
estructura dimérica de las NOS y la conformacion de la protoporfirina IX (Groves & Wang
2000). Existen tres isoformas de las NOS, dos son constitutivas (tipo endotelial y tipo
neuronal) y una es inducible (iNOS, inicialmente descubierta en macrofagos), en la Tabla
2 se resumen las caracteristicas de cada enzima (Ferrer et al. 1998). La activacion de las
NOS constitutivas depende del aumento del calcio intracelular el cual forma un complejo
con la calmodulina; en cambio la INOS se encuentra unida a la calmodulina y su
activacion es independiente de los cambios en la concentraciéon de Ca?*, su regulacion es
a nivel transcripcional y se ve favorecida por las citocinas IL-1, TNF-a, IFN-y y el
lipopolisacarido, LPS (Korhonen 2002, Lowenstein et al. 1994).

Para la transcripcion del gen iINOS se han identificado tres sitios de unién en la region
promotora, el elemento NF-kB (activado por TNF—a, IL-1 y LPS), el factor-1 regulador de
IFN-y (IFR-1) y el sitio activado por IFN-y (GAS) (Blanchette et al. 2003, Taylor et al.
1998).



El factor de transcripcién NF-kB (factor nuclear kappa B) reside en el citoplasma y existe
como un heterodimero p50/p65 inactivo, unido a sus proteinas inhibidoras IkBa e IkBf
(Baldwin 1996). La activacion del receptor TNF-a. conduce a la activacion subsecuente
del factor-2 asociado al receptor de TNF-a (TRAF-2), la activacion del receptor IL-1 activa
al factor-6 asociado al receptor de TNF-a (TRAF-6), el reconocimiento de LPS por
receptores tipo Toll (RLT) conduce a la activacién de TRAF-6. Ambos TRAF-2 y TRAF-6
activan a la cinasa inductora de NF-xB (NIK), la cual fosforila y activa la cinasa IxB (IKK).
IKK es capaz de fosforilar 1kB lo que conduce a la ubiquitinacion y degradaciéon de kB de
esta forma se libera NF-kB el cual se transloca en el nlcleo y se une al elemento NF-xB
de la region promotora de iINOS (Korhonen 2002). Se ha observado que el IFN-y
sinergiza con TNF-a para activar NF-xB, aumentando la fosforilacion de IkBa e 1kBf a
través de la cinasa IkB activada por PTK (proteina cinasa de tirosina) Cheshire & Baldwin
1997.

La unién de IFN-y a su receptor conduce a la activacion de las cinasas de tirosina de la
familia Janus (Jakl y Jak?2) las cuales a su vez activan el factor de transcripcion STAT1-a
el cual transloca en el nucleo para unirse a GAS, se ha reportado que IFN-y también
activa a las Erkl/Erk2 (cinasas reguladas por sefiales extracelulares) que fosforilan a
STAT1-a en un residuo de serina (Blanchette et al. 2003). STAT1-a también induce la
transcripcion del gen IRF-1, que genera la proteina IRF-1 la cual funciona como otro factor
de transcripcién promovido por IFN-y para incrementar la expresion de iNOS (Faure et al.
1999).

La supresion de iNOS puede suceder a nivel transcripcional o postranscripcional, la IL-10
y la IL-4 inhiben la transcripcion de INOS disminuyendo la produccion tanto de TNF-a
como de IFN-y, a nivel postranscripcional. La IL-10 y el TGF-f desestabilizan el transcrito
de INOS (MRNA de iNOS) Korhonen 2002, MacMicking et al. 1997.
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Tabla 2. Caracteristicas de las 6xido nitrico sintasas.




4.2 Efectos del 6xido nitrico.
En condiciones fisiologicas el NO puede difundir hacia las células subyacentes donde
activa a la enzima guanilato ciclasa por medio de la nitrosilaciéon del grupo hemo lo que
aumenta los niveles de cGMP (monofosfato de guanosina ciclico), que es un mediador de
la dilatacion de los vasos sanguineos, también estd asociado con la desagregacion
plaguetaria y con la apertura y cierre de algunos canales i6nicos (Ferrer et al. 1998). La
sobreproduccion de NO tiene efectos patologicos que estan mediados por los reactivos
intermediarios del nitrégeno (RNI), ocasionan dafio en el DNA, inician la peroxidaciéon de
lipidos e inactivan un sin nimero de enzimas entre las que cabe sefalar las involucradas
en la respiraciéon mitocondrial, el NO esta involucrado en la produccion de energia y en la
replicaciéon celular (Beckman & Koppenol 1996,). La inactivacién de enzimas le confiere
propiedades protectoras al NO durante diversas infecciones ocasionadas tanto por
parésitos, bacterias, virus y hongos.
El NO reacciona con los metales de transicion, compite con el oxigeno para ocupar el sitio
de unién en la citocromo ¢ oxidasa (Brown 1995), probablemente actie de manera similar
en las hemoproteinas: hemoglobina, mioglobina y citocromo P450. Se ha reportado que
el NO reacciona con la hemoglobina para reducirla a metahemoglobina
Los RNI mas prevalentes in vivo son el triéxido de dinitrégeno (N»O3) y el peroxinitrito
(ONOOQ)), pero los metabolitos finales y estables son los nitritos (NO,) y los nitratos
(NO3). El N;Os3; es el producto de la reaccién entre el NO y el O,, es una especie
altamente reactiva que genera nitrosilacion mediante la transferencia de iones nitrosonio
[NO™] a nucledfilos que contienen nitrégeno y azufre (Grisham et al. 1994). La reaccion de
[NO'] con aminas produce nitrosaminas, la nitrosilacion de aminas heterociclicas
primarias como las purinas y pirimidinas del DNA genera desaminacion hidrolitica
(Gorsdorf et al. 1990). La nitrosilacién de atomos de azufre produce s-nitrosotioles:

RSH + [NO'] ——> RSNO + H*
La s-nitrosoalbumina es el nitrosotiol mas abundante en el citoplasma, la hemoglobina
también se nitrosila en un residuo de cisteina de la subunidad p (Grisham et al. 1999)
El ONOO- es un oxidante muy potente, oxida a: las proteinas, los lipidos, los acidos
nucleicos, y a los tioles, también induce la nitracién de las proteinas con residuos de

tirosina, y fragmenta al DNA (Murphy 1999).



4.3 Papel del éxido nitrico en malaria

Diversos estudios in vitro han mostrado que el 6xido nitrico, sus metabolitos estables
(NO;, NOg3) y los derivados S-nitrosotioles tales como S-nitrosocisteina y
S-nitrosoglutation inhiben el crecimiento del Plasmodium falciparum (Rockett et al. 1991).
El 6xido nitrico tiene un efecto parasiticida in vivo, cuando se inhibe su sintesis durante la
infeccién con Plasmodium se incrementa la parasitemia (Taylor-Robinson & Smith 1999) y
cuando los ratones infectados con P. berghei (letal) reciben tratamiento para aumentar la
produccion de éxido nitrico son capaces de recuperarse (Dascombe & Nahrevanian,
2003).

La sintesis de Oxido nitrico durante la infeccion con Plasmodium es a través de la 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS, NOS2) en macrdéfagos y monocitos. Los factores que
inducen la expresion del transcrito de iINOS son la hemozoina (pigmento de malaria), la
molécula de anclaje GPI y las citocinas inflamatorias IFN-y y TNF-a (Jacobs et al.1996,
Keller et al. 2004, Zhu et al. 2005).

Durante la infecciébn con P. falciparum el 6xido nitrico tiene un papel protector, su
produccion esta relacionada inversamente con la severidad de la infeccion (Anstey et al.
2006), se ha demostrado que en pacientes con malaria no complicada a diferencia de los
pacientes con malaria severa existe un aumento en la expresion del transcrito de INOS en
células totales de sangre periférica, predominantemente en monocitos aunque los
linfocitos, neutréfilos y plaguetas también expresan el mMRNA de iINOS (Chiwakata et al.
2000).

El oxido nitrico ademas de tener un efecto tdxico sobre el Plasmodium inhibe la
proliferacion de las células Thl y por consiguiente bloquea la produccién de IL-2, IFN-y y
del pirogeno TNF-o (Taylor-Robinson & Smith 1999), también inhibe la adhesion de
leucocitos y plaguetas al endotelio disminuyendo la expresion de las moléculas de
adhesion ICAM-1 y VCAM-1 (Serirom et al. 2003) quizd estos efectos generen la
tolerancia a malaria inducida por 6xido nitrico en pacientes asintomaticos de las zonas
endémicas (Boutlis et al. 2003).

La sobreproduccién de 6xido nitrico contribuye a la patogenia de malaria, oxida las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) las cuales a su vez incrementan la expresion de
moléculas de adhesién en células endoteliales promoviendo la citoadherencia y secuestro
de eritrocitos parasitados generando complicaciones en malaria cerebral (Sibmooh et al.
2004), en altas concentraciones el 6xido nitrico inhibe el crecimiento de las colonias

eritroides y mieloides induciendo anemia (Shami & Weinberg 1996).



5. MATERIAL.

5.1 Material biolégico.

1. Ratones CBA/Ca hembras de 8-12 semanas de edad, mantenidos bajo condiciones
libres de patdégenos especificos y alimentados con Harlan TD9936.

2. Eritrocitos parasitados (EP) con Plasmodium chabaudi AS, criopreservados en
nitrégeno liquido.
EP con Plasmodium yoelii 17XL criopreservados.

Suero normal de ratén CBA/Ca.

5.2 Material de laboratorio.

Algodon.

Cajas Petri de 10cm de didametro, de plastico, nuevas y estériles.
Cubrebocas.

Gorros y botas para trabajar en areas limpias.

Gradillas para tubos eppendorf.

Gradillas para tubos falcon.

Guantes de hule latex

Jeringa Hamilton, Daigger.
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Jeringas de insulina nuevas y estériles.
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. Jeringas de 5mL nuevas y estériles.
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. Malla de acero inoxidable nueva y estéril.
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. Membrana de transferencia PVDF, Millipore.
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. Papel filtro.
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. Pelicula para diagnéstico Kodak, X-Omat"®
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. Pinzas de diseccion.
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. Pipetas Pasteur de vidrio.

. Pipeta de Sahli.

. Pipetas serolégicas: 5mL, 10mL.
. Placas de ELISA.

. Portaobjetos.
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. Puntas para micropipetas: 2.5uL, 10uL, 250uL, 1000uL nuevas y estériles.

N
N

. Tijeras de diseccion.

N
w

. Tubos eppendorf: 1.5 mL, 650 uL, 250 uL nuevos y estériles.



24. Tubos falcon: 15mL, 50mL nuevos y estériles.

5.3 Equipo.

Agitador, Hoefer.

Autoclave, Tuttnauer Brinkmann 2540M.

Balanza analitica, SCIENTECH.

Balanza granataria, Ohaus.

Céamara de electroforesis BIO-RAD, PROTEAN II xi Cell, 16cm.
Céamara de transferencia/electroforesis, BIO-RAD, Mini Trans-Blot®.
Campana de flujo laminar, Veco.

Centrifuga refrigerada, Eppendorf.

© ©® N o g bk 0D P

Congelador, Nieto.
. Equipo analizador de geles: Gel Doc 1000, BIO-RAD.
. Espectrofotometro UV, WPA.
. Fuente de voltaje, BIO-RAD
. Lector de ELISA, Stat fax-2100, Awareness Technology Inc.
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. Microcentrifuga, Eppendorf 5415C.
. Micropipetas Eppendorf: 2.5uL, 10uL, 20uL, 100uL, 1000uL.

e
o ol

. Micropipeta Eppendorf 8 X 200uL.

=
\l

. Microscopio optico, Carl Zeiss estandar 25.

[any
(o]

. Placa de agitacion, Corning.

[any
©

. Potenciometro, Consort.

N
o

. Refrigerador, MayTag.
. Sonicador VC505, Vibra-Cell
. Tanque de nitrégeno liquido, 34XT, Taylor-Wharton.
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. Termociclador, Eppendorf.

N
D

. Termociclador, MJ Research.

N
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. Ultracongelador, REVCO, Legaci Refrigeration System.

N
»

. Vortex Genie 2, Daigger.

5.4 Reactivos.
1. Aceite mineral, Sigma.
2. Acetato de sodio, Sigma.

3. Acido acético, Sigma.



Acido bérico, Sigma.

Acido fosforico, Sigma.

Acido tricloroacético, Drogueria Cosmopolita.
Acrilamida, USB/Amersham.

Agua bidestilada, Hidropura.

Albumina sérica bovina, Sigma.

. Amortiguador para retrotranscripcion 5X (5X first strand buffer), Invitrogen.
. Anticuerpo anti-iNOS de raton (isotipo 1gG2a), Becton Dickinson.

. Anticuerpo secundario anti-lgG de conejo, conjugado con HRP, Sigma.
. Aprotinina, Sigma.

. Azul de bromofenol, Sigma.

. Azul de Comassie R-250, Gibco BRL.

. Bicarbonato de sodio, Sigma.

. Bis acrilamida, Sigma.

. Bromuro de etidio, Sigma.

. Cianometahemoglobina (Estandar de hemoglobina), Hycel de México.
. Cianuro de potasio, Sigma.

. Citrato de sodio, Sigma.

. Cloroformo, Burdick-Jackson.

. Cloruro de magnesio, Sigma

. Cloruro de potasio, USB/Amersham.

. Cloruro de sodio, USB/Amersham.

. Colorante de Giemsa, Sigma.

. Dietilpirocarbonato, Sigma.

. dNTP’s (desoxirribonucleotidos de trifosfato), Invitrogen.

. Ditiotreitol (dTT) Gibco BRL.

. EDTA, Sigma.

. Etanol absoluto, Merck.

. Eter, JT Backer

. Fenol acido, Sigma.

. Ferricianuro de potasio, Sigma.

. Fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF),Sigma

. Fosfato de potasio monobasico, Aldrich.

. Fosfato de sodio monobasico, Sigma.
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39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.

Gelatina, Sigma.

Glicina, Sigma.

Glicol, Sigma.

Hemisulfato de aminoguanidina, Sigma.

Estandar de hemoglobina,

Heparina de sodio, Sigma.

Inhibidor de RNA'sa, Invitrogen.

Inhibidor de tripsina Soybean, Sigma.

Leche en polvo, Svelty.

Leupeptina, Sigma.

Marcador de peso molecular 29-285KDa, Sigma.
Marcador de peso molecular 120pb, Sigma.

M-MLV RT (retrotranscriptasa del virus de leucemia murina moloney), Invitrogen.
2-mercaptoetanol, Sigma.

Metanol absoluto, Tecsiquim.

NADPH (sal tetrasddica), Roche.

NED (Hidrocloruro de N-1-naftiletilendiamina), Baker.
Nitrato reductasa 20 U, Roche.

Oligo (dT)12.18, Invitrogen.

Persulfato de amonio, Sigma.

PMSF (fluoruo de fenilmetilsulfonilo)

Primers u oligos para los genes: B-actina, IFN-y, IL-12, TNF-a,, TGF-$, IL-4, IL-10, IL-6,
INOS, Gibco BRL.

B-actina
3'CTC TTT GAT GTC ACG CAC GAT TTC
5 GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA

IFN-y

I TGGACCTGT GGG TTGTTGACCTCATTG GC
5 TGCATCTTG GCT TTG CAG CTC TTC CTC ATG

IL-12
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42
43

3 CGAAAG CTAACCATCTCCTGGTTTG
5 TCC GGAGTAATTTGG TGC TCCACAC

TNF-a
3’ CCA AAG TAG ACC TGC CCG GAC TC
5" ATG AGC ACA GAA AGC ATG ATC CGC

TGF-B
3' GAC CGC AAC AAC GCC ATC TA
5' GGC GTA TCA GTG GGG GTC AG

IL-4
3 CAG TGATGT GGA CTT GGA CTC ATT CAT GGT
5 CCA GCT AGT TGT CAT CCT GCT CTT CTT TCT

IL-10
3 ATT TCG GAG AGG TAC AAACGAGGT TGT T
5 ATC CAG GACTTT AAGGGTTACTTG GGT T

IL-6
3 ATGAAGTTC CTC TCT GCAAGAGACT
5" CAC TAG GTT TGC CGA GTA GAT CTC

INOS
3 CAG GAT GCT CTG AACGTAGACCTT G
5" CAG CTC CAC AAG CTG GCT CG

. Protein Assay (reactivo para cuantificar proteinas), BIO-RAD.

. Sacarosa, Sigma.

. Sarcosil, Sigma.

. SDS (Dodecilsulfato de sodio), Sigma.
. Solucion fijadora, Kodak GBX.

. Solucion reveladora, Kodak GBX.

. Sulfanilamida, Sigma.
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45,
46.
47.
48.
49.
50.
51.

Sustrato de peroxidasa (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate),
Pierce.

Taqg polimerasa (AmpliTag DNA polimerase), Perkin Elmer.

TEMED, Sigma.

Tiocianato de guanidinio, Sigma.

Tris base, Sigma.
Trizol™, Invitrogen.
Tween 20, Sigma.

Xilencianol, Sigma.



6. METODOS.

6.1 Primoinfeccion de ratones.

Para que los ratones CBA/Ca generaran inmunidad al parasito no letal, se inocularon
intravenosamente (iv) con 5X10* eritrocitos parasitados (EP) de P. chabaudi AS,
obtenidos de un raton donador inoculado previamente con EP criopreservados. El

desarrollo de la infeccion se corroboré con el monitoreo de las parasitemias.

6.2 Monitoreo de las parasitemias.

1. Se realizaron frotis con sangre de la cola y se tifieron con el colorante de Giemsa.

2. La lectura de las parasitemias se efectué con un microscopio Optico utilizando el
objetivo 100X y de acuerdo a los siguientes criterios:
a) Cuando existian menos de 2 EP por campo, se leyeron 50 campos.
b) Cuando existian 2 6 mas EP por campo, se contaron 200 eritrocitos (incluyendo en
este numero los EP).

3. De acuerdo al numero de EP se calcul6 la parasitemia y se elaboraron gréaficas en

escala logaritmica.

6.3 Reinfeccion de ratones.

Ocho semanas después de la primoinfeccion los ratones se reinfectaron iv con 5X10* EP
de P. yoelii 17XL, simultaneamente se trabaj6 con ratones inmunes reinfectados con P.
chabaudi AS y ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL 6 Plasmodium chabaudi AS

para analizar las diferencias en la respuesta inmune.

6.4 Evaluacion de la pérdida de peso.
Los ratones se pesaron antes y durante el curso de la infeccion para realizar graficas de
pérdida de peso corporal, para ello se consider6 que el peso registrado en el dia cero

correspondia al 100%.

6.5 Determinacién de hemoglobina (Hb).
Para conocer la concentraciéon de Hb en sangre se empled el reactivo de Drabkin y un
estandar de Hb. La dilucion de la muestra fue de 1:251 (1uL de sangre se adicion6 en

250 uL de reactivo), se agit6é vigorosamente y se ley6 la absorbancia a 540nm.



6.6 Determinacion de indice esplénico.

El indice esplénico se obtuvo de la relacion entre el peso del bazo y el peso del raton.

6.7 Andlisis de nitritos en suero.
Las muestras de sangre para la obtencion de suero se centrifugaron a 14,000rpm durante
10 minutos después de que la coagulacion fue completa. Los sueros se almacenaron a

—70°C hasta que se procesaron.

% Técnicade Griess (curva patrén).

La curva se realizé en la campana de flujo laminar con material nuevo y estéril.

1. En una placa de ELISA se colocaron 100uL de las diluciones seriadas del
estandar de nitritos (700uM, 350pM, 175uM, 87.5uM, 43.75uM, 21.87uM,
10.9uM).

2. Se adicionaron 50uL de sulfanilamida al 1% en acido fosférico al 5% y se incubé
por dos minutos a temperatura ambiente protegido de la luz.

3. Se adicionaron 50uL de NED (hidrocloruro de N-1-naftiletiliendiamina) al 1% y se
incubd por dos minutos a temperatura ambiente protegido de la luz.

4. Finalmente se determind la absorbancia a 545nm con un lector de ELISA.

% Procesamiento de las muestras.
1. En un tubo eppendorf se colocaron 15uL de suero, 15uL de NADPH
(2.25mg/mL) y 5uL de nitrato reductasa (5U/mL).

N

Se incubd por 25 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz.

3. Se adicionaron 50uL de sulfanilamida y se incub6 por 2 minutos a temperatura
ambiente protegido de la luz.

4. Se adicionaron 50uL de NED y se incubd por 2 minutos a temperatura ambiente

protegido de la luz.

Se adicionaron 100uL de &cido tricloroacético al 10%.

Se centrifugé a 14,000rpm por 15 minutos a temperatura ambiente.

Se tomaron 200uL del sobrenadante y se colocaron en una placa de ELISA.

Se midi6 la absorbancia de la muestra a 545nm en un lector de ELISA.



6.8 Determinacion de iNOS por Western Blot.

La determinacién de iINOS se realiz6 en bazo, por lo que este drgano se extrajo y se

almacen6 a —70°C hasta que se proceso.

¥ Extraccion de la enzima.

1.
2.

a &

Los bazos se lavaron con PBS 1X helado para eliminar un poco de eritrocitos.

Los bazos se disgregaron con dos volimenes del amortiguador de sonicacion
con inhibidores de proteasas.

Se sonic6 en condiciones frias tres veces por tres segundos a una amplitud de
20%, no se recomienda una amplitud mayor debido a que se producen
demasiadas burbujas y éstas desnaturalizan a las proteinas.

Se centrifugd a 14,000rpm/ 1 hora a 4°C.

Se recupero el sobrenadante y se guardé —20°C.

% Cuantificacion de proteina.

1.

La curva patron se realizé con albumina estandar (1 pg/ pL):

a) Se etiquetaron 5 tubos eppendorf en la siguiente forma: B, 2, 4, 8, 16.

b) Para diluir una parte del reactivo en cuatro partes de agua se colocaron
800 uL de agua millipore en los tubos etiquetados.

c) Se adicionaron 2 ug, 4 ng, 8 ug y 16 ug de albumina estandar a los tubos 2, 4,
8, 16 respectivamente, el tubo B correspondié al blanco.

d) A cada tubo se le agregaron 200 uL del reactivo para cuantificar proteinas
(Bio-Rad Protein Assay, BIO-RAD) y se agit6.

e) Seincubd a temperatura ambiente por 5 minutos.

f) Se midio la absorbancia a 595nm.

Cuantificacion de proteinas en los extractos de la enzima.

a) En un tubo eppendor se colocaron 800 uL de agua, 1 uL de la muestra y
200 pL del reactivo de Bio-Rad.

b) Se agit6é e incubd a temperatura ambiente por 5 minutos.

c) Se midi6 la absorbancia a 595nm.



¥ Electroforesis.

1.

2.
3.
4,

Se mezclaron 50 ug de proteina total con 4 uL del amortiguador de carga
Laemmli 5X y se hirvié durante 5 minutos.

Inmediatamente se colocé en hielo.

Se centrifugd a 14,000rpm durante 5 segundos.

Para la electroforesis se utilizd un gel concentrador al 5.14% y un gel separador
al 12%.

Antes de depositar las muestras y el marcador de peso molecular en los pozos,
éstos fueron lavados exhaustivamente con amortiguador de corrimiento 1X
utilizando una jeringa Hamilton.

Se corri6 la electroforesis en amortiguador de corrimiento 1X, para la
concentracion de las muestras se sometid a un voltaje de 60 volts/1 hora y la

separacion de las bandas fue a 90 volts/4 horas.

¥ Transferencia.

1.

Se cortaron dos trozos de papel filtro y uno de la membrana de PVDF (difluoruro
de polivinidilo) al tamafio del gel.

El gel concentrador se desechs y el gel separador se recortd para transferir
Unicamente la region de interés, que se encontré entre 74KDa y 146KDa de
acuerdo al marcador de PM.

Se realizo un corte en el extremo superior derecho del gel separador y de la
membrana para no perder la orientacion de las muestras.

El gel se coloco sobre un trozo de papel filtro prehumedecido en el amortiguador
de transferencia.

La membrana se humedecié en el amortiguador de transferencia y se colocé
sobre el gel, las burbujas atrapadas se eliminaron rotando un tubo de ensayo.
Sobre la membrana se colocé otro trozo de papel filtro previamente humedecido
con el amortiguador de transferencia.

El sandwich formado se colocoé en el casete de la cAmara de transferencia con la
membrana hacia el &nodo.

La transferencia se realizé en una camara humeda con un voltaje de 100volts
durante 1.5hrs y a 4°C.



¥ Immunobloting.
1. Se bloqued6 la membrana con leche al 5% en TBS-Tween (0.1%) durante 1 hora

con agitacion constante y a temperatura ambiente.

2. Se retir6 la leche.

3. Se lavé la membrana con TBS-Tween.

4. Se colocé el anticuerpo primario (anti-iNOS) diluido 1:1000 en albumina al 1%
en TBS-Tween.

5. Se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente y con agitacion constante.

6. Se retiré el anticuerpo

7. Se lavo la membrana con leche al 5%:
a) Dos lavados de 10 minutos cada uno.
b) Tres lavados de 5 minutos cada uno.

8. Se enjuag6 con TBS-Tween.

9. Se incub6 1 hora con el anticuerpo secundario diluido 1:10000 en albumina al
1% en TBS-Tween.

10. Se lavé con leche al 5%:
a) 2 veces durante 10 minutos.
b) 1 vez durante 5 minutos.

11. Se lavé dos veces con TBS-Tween,

12. Se lavé tres veces con TBS.

13. Se coloco el sustrato en una dilucion 1:1 (peroxido:luminol), durante 10 minutos
y Se mantuvo con agitacion constante.

14. En un cuarto oscuro, la membrana se coloco sobre pelicula kodak dentro de un
casete con un tiempo de exposicion de 15min y se reveldé para apreciar la
intensidad de la banda de iNOS.

6.9 Extraccion y cuantificacion de RNA.
Dado que en la extraccion de RNA se manipularon mas de dos muestras, éstas se
mantuvieron en hielo para evitar la degradacién de RNA por RNA’sas, ademas todas las
soluciones empleadas estuvieron en condiciones frias.
1. El RNA se obtuvo del bazo, éste se macerd con el émbolo de una jeringa y se
pasé a través de una malla de acero inoxidable, se utiliz6 PBS libre de calcio y

magnesio.



2. Se centrifugb a 1000rpm durante 15 minutos a 4°C y se desecho el
sobrenadante.

3. El boton formado se desprendié con agitacion vigorosa y se adicionaron 500 ulL
de Trizol™ , nuevamente se agit6 hasta que la lisis fue completa.

4. A 100 uL del lisado anterior se adicionaron 150 uL de cloroformo:alcohol

isoamilico y se agité durante 15 minutos.

o

Se centrifugd a 14,000rpm durante 15 minutos a 4°C.

»

Se recuperd la fase acuosa, evitando la interfase.
7. Se adicionaron 500 pL de isopropanol, se homogeneizé y se guardd a —70°C

hasta su uso.

oo

Para recuperar el RNA precipitado con isopropanol se centrifugd a 14,000rpm

durante 15 minutos a 4°C.

9. El sobrenadante se elimin6 con una micropipeta.

10. Se adicionaron 800 uL de etanol al 80% en agua DEPC y se agité suavemente.

11. Se guard6 a —70°C durante 24 horas.

12. Se centrifug6 a 14,000rpm durante 15 minutos a 4°C.

13. Se descarté el sobrenadante con una micropipeta, teniendo cuidado de no tocar
el boton.

14. Se destaparon los tubos y se cubrieron con parafilm, posteriormente se
realizaron pequefios orificios con una aguja (limpia y estéril).

15. Los tubos se colocaron en un lugar limpio y a temperatura ambiente, permitiendo
gue se secaran durante 24 horas.

16. Las muestras se hidrataron con 20 uL de agua DEPC al 0.1% estéril.

17. Se agité durante 5 minutos. Como la hidratacién fue incompleta se refriger6 de
1-2 horas, agitando en vortex cada 30 minutos.

18. Se centrifug6 a 14,000rpm durante 5 minutos a 4°C.

19. Para determinar la concentracion de RNA se realiz6 una dilucion 1:400 y se

midié la absorbancia a 260nm. 399 uL de agua DEPC estéril + 1 uL de la

solucion de RNA.

20. Se calculd la concentracion de RNA en pg/ uL de acuerdo a la siguiente formula:

[RNA]= AbSs s60nm X 40gg X 400 = Mg/ ML
1000 pL



Donde:

Abs »60nm = Absorbancia de la dilucién a 260nm
40ug = Concentracion de RNA cuando la absorbancia a 260nm es 1
1000 uL

400 = Factor de dilucién

6.10 Retrotranscripcion.

1
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. Para realizar la retrotranscripcion se utilizaron 1.5ug de RNA. La
desnaturalizacién se llevé a cabo en un volumen de 10 uL con los siguientes

componentes:

Agua DEPC + 1.5uL oligodT (0.5ug/puL) + 1.5ug RNA = 10puL

Se incubd a 65°C por 10 minutos utilizando el teromociclador e inmediatamente
se coloco en hielo durante 5 minutos.

Se centrifugd a 14,000rpm durante 5 segundos y se volvié a colocar en hielo.

Se adicionaron 10uL de la mezcla de retrotranscripcion.

Se incub6 a 37°C por 1 hora utilizando el termociclador.

Se incub6 a 95°C por 5 minutos.

Se colocé en hielo durante 5 minutos y se centrifugé a 14,000rpm durante 5
segundos.

. Se adicionaron 70uL de agua DEPC y se guardd a —70°C hasta su uso.

6.11 Amplificacién de los genes para citocinas por PCR.

Durante la amplificaciébn de los genes para citocinas también se amplifico el gen que

codifica para B-actina como control interno. Todos los reactivos y mezcla de reaccion se

mantuvieron en hielo.

1
2
3

. En un tubo eppendorf se colocaron 15uL de la mezcla de reaccion para PCR.
. Se adicionaron 50 uL de aceite mineral.
. Se depositaron 5 uL de cDNA o retrotranscrito, atravesando la capa de aceite y

sin agitar. Hasta este paso el proceso debe realizarse en hielo.



4,

5.

Los tubos se colocaron en el termociclador cuando éste alcanzé la temperatura
de 94°C y se corri6 el siguiente programa:
1. 94°C por 6 minutos
55°C por 2 minutos
72°C por 2 minutos
94°C por 45 segundos
Se repitié 30 veces del paso 2-4
55°C por 2 minutos
72°C por 7 minutos
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20°C por una hora
9. Fin

Los productos de PCR se guardaron en refrigeracion hasta su uso.

6.12 Electroforesis de los productos de PCR.

1.
2.

Se prepararon geles de acrilamida al 5% en TBE 1X

Al producto de PCR se adicionaron 10uL del amortiguador de carga y se mezclé
la fase acuosa sin hacer emulsiones con el aceite.

Se depositaron 10 uL de la muestra con amortiguador en el pozo del gel.

En un pozo de los extremos se colocaron 10 uL del marcador de PM de 123
pares de bases.

Se corrid la electroforesis a 180 volts por 1 hora y media. En TBE 1X.

Se procedi6é a tefiir los geles con bromuro de etidio, utilizando 20 uL de una
solucion de 100mg/mL en 200mL de TBE 1X y se agité suavemente durante 5
minutos.

Se destifio con agua destilada durante 5 minutos.

El gel se colocé en el equipo analizador de geles: Gel Doc para visualizar los
resultados.

Se determind la absorbancia de los productos de PCR y se realizaron gréficos

para la expresion de cada citocina.



6.13 Andlisis estadistico.

El analisis estadistico se realizd con el programa JMP, version 3.1.6.2. Los resultados se
analizaron con ANOVA vy las diferencias significativas se determinaron con la prueba de
Tukey HSD (honest significant difference) para p<0.05.

La significancia estadistica para los coeficientes de correlacion se determind con la

prueba de correlacion de Spearman.



7. RESULTADOS.

Curso de lainfeccion.

Los ratones infectados por primera vez (primoinfectados) con P. yoelii 17XL (letal)
desarrollaron parasitemias significativamente mas altas que los ratones inmunes a P.
chabaudi AS y reinfectados con P. yoelii 17XL (inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL),
ya que en el dia 12 postinfeccion se detectaron parasitemias de 31.66% y 13.38%
respectivamente (p< 0.05). El dia 15, el primer grupo de ratones incrementd el nimero de

pardsitos en sangre a 41.81% y perecieron, en tanto que los segundos comenzaron a

disminuir la parasitemia (11.35%), p < 0.05 (Gréfica 2).

-

% de eritrocitos parasitados

100 ~

0-001 r ¥ 2 T T T T
0 4 6 8 10 12 15 18

Dias postinfeccion

22

Grafica 2. Curso de la infeccién con Plasmodium. Ratones CBA/Ca se inocularon i.v. con
5x10* EP, se realizaron frotis sanguineos y se tifieron con Giemsa. Los resultados muestran la
parasitemia promedio de 10 ratones + 1 desviacion estandar, el * indica diferencias significativas
p<0.05. —4— Corresponde a ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL, —#— ratones
primoinfectados con P. yoelii 17XL, ratones inmunes reinfectados con P. chabaudi AS,
—®—  ratones primoinfectados con P. chabaudi AS.




Pese a que los ratones inmunes se recuperaron de la infeccion con el parasito letal (P.
yoelii 17XL), el control de éste fue significativamente mas lento que el observado en los
ratones primoinfectados con P. chabaudi AS, pues en el dia 18 éstos ultimos
disminuyeron su % de eritrocitos parasitados significativamente (p < 0.05). Sin embargo,
en el dia 12 los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS desarrollaron parasitemias
significativamente mayores (31.44%) que los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii
17XL (13.38%) p < 0.05, incluso se igualaron con las parasitemias de los ratones
primoinfectados con P. yoelii 17XL (31.66%) (p > 0.05) Grafica 2. En el curso de la
infeccion de los ratones inmunes a P. chabaudi AS retados con el mismo parasito
(homdélogo) las parasitemias fueron significativamente menores al resto de los grupos
estudiados (p < 0.05) y, dado que estaban protegidos eliminaron la parasitemia en menos

tiempo, como puede apreciarse en la Gréfica 2.

Control de los parametros de patogenia.

Como se observaron diferencias significativas durante el curso de la infeccion entre los
diversos grupos de ratones, se decidid evaluar los pardmetros de patogenia: anemia,
pérdida de peso e indice esplénico. También se analiz6 si éstos factores se afectaban
por un aumento en la parasitemia, determinando los coeficientes de correlacién entre las
variables.

Durante el curso de la infeccion el Unico grupo de ratones que no desarroll6 anemia
significativa fue el inmune a P. chabaudi AS reinfectado con el parasito homélogo
(Grafica 3). A partir del dia 8, la anemia generada en los grupos de ratones: inmunes
reinfectados con P. yoelii 17XL, primoinfectados con P. yoelii 17XL y primoinfectados con
P. chabaudi AS fue igual, (p > 0.05) incluso en los dias 10 y 12 se siguié la misma
tendencia; no obstante, para el dia 15 los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL
comenzaron a recuperarse significativamente de la anemia (p < 0.05), no asi los ratones
primoinfectados con el parasito letal y los ratones primoinfectados con el parasito no letal
(p > 0.05). Finalmente, pese a que los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS
presentaron mayor anemia que los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL en el
dia 15, en el dia 18 la recuperacion de los niveles de hemoglobina se igualé en ambos

grupos (p > 0.05).
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Grafica 3. Determinacién de hemoglobina en la infeccién con Plasmodium. Ratones
CBA/Ca se infectaron i.v. con 5x10* EP, en los dias sefialados se obtuvo sangre de la cola
para determinar la concentracion de hemoglobina con el reactivo de Drabkin. Cada punto
representa la Hb promedio de 10 ratones + 1 desviacion estandar, * indica diferencias
significativas con los ratones inmunes reinfectados con P. chabaudi AS y ** sefiala diferencias
significativas con los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL para ( p < 0.05).

La pérdida de peso durante el curso de la infeccién en los ratones inmunizados no fue
significativa (p > 0.05), cuando se retaron con el parasito homdélogo o con el paréasito
heterélogo (Tabla 3). En contraste a los ratones inmunizados, los ratones
primoinfectados con el parasito letal o con el parasito no letal presentaron una pérdida de
peso corporal significativa el dia 15 (p < 0.05), en la primoinfeccién con P. yoelii 17XL la
pérdida de peso fue de 22.24% mientras que en la primoinfeccién con P. chabaudi AS fue
de 19.45%, no se detect6 diferencia entre ambos grupos (p > 0.05) atribuida a la letalidad

del parésito Tabla 3.



Dia Inmunes, No inmunes, Inmunes, No inmunes,
postinfeccion P. yoelii 17XL P. yoelii 17XL P. chabaudi AS P chabaudi AS
0 100.00 100.00 100.00 100.00
4 95.25+3.02 95.71 +2.29 95.58 + 5.48 93.13+4.12
6 95.72 + 3.00 92.79 + 2.46 96.24 + 3.53 92.33+6.41
8 94.99 + 4.57 91.73 +4.99 97.23 + 3.86 94.72 + 3.31
10 91.43 +6.27 91.29 +4.13 97.99 + 4.02 95.1+3.31
12 88.43+7.76 89.6 + 6.89 94.98 + 4.80 93.18 +3.34
* 15 86.71 +7.98 77.76 +3.24 94.78 + 5.73 80.54 + 6.54
* 18 83.13+9.24 98.53 + 8.32 86.21 + 2.70
* 22 87.53 + 0.83 97.61 + 6.21 87.25+4.03

Tabla 3. Pérdida de peso durante la infeccién con Plasmodium. Ratones CBA/Ca se inocularon
i.v. con 5x10" EP, en los dias sefialados se registrd el peso corporal en (%) considerando que el dia
cero tenian el 100% y se reportd como el peso promedio de 10 ratones + 1 desviacion estandar. El *
sefiala el dia en que se observaron diferencias significativas entre los ratones inmunes reinfectados
con P. chabaudi AS y los ratones no inmunes (p < 0.05).

Las alteraciones en el bazo de los ratones inmunes reinfectados con el parasito letal
fueron notables a partir del dia 8 y alcanzé un crecimiento maximo el dia 18, justo antes
de la eliminacion completa del parésito; el desarrollo de la esplenomegalia en este grupo
de ratones fue significativamente mayor que en los otros grupos de ratones (p < 0.05) en
los dias 10, 12 y 18 Grafica 4, a excepcion del dia 15, pues el crecimiento del bazo fue
igual para todos los grupos de ratones infectados (p > 0.05). En el dia 18 los ratones
inmunes retados con el parasito homélogo tendieron a reestablecer el tamafio del bazo
significativamente (p < 0.05), mientras que en los ratones inmunes reinfectados con P.
yoelii 17XL el bazo aun registré crecimiento significativo (p < 0.05); también se observé
que los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS tardaron en restaurar el tamafio del

bazo sin desarrollar crecimiento en el érgano (p < 0.05).
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Gréfica 4. Desarrollo de esplenomegalia durante la infeccion con Plasmodium. Ratones
CBA/Ca se infectaron con 5x10° EP i.v. se sacrificaron en los dias sefialados y se determin6
el indice esplénico (peso del bazo / peso del ratén). Cada punto representa el promedio de 3
ratones + 1 desviacion estandar. * marca diferencias significativas con (p < 0.05).

Correlacion entre las parasitemias y los parametros de patogenia.

Las correlaciones obtenidas entre las parasitemias y los pardmetros de patogenia durante
el curso de la infeccion se resumen en la Tabla 4, Gnicamente se reportaron los factores
de correlacion en los dias 6, 8, 10 y 12 postinfeccion pues en ellos se encontraron valores
de r significantes para p < 0.05.

En los ratones inmunes a P. chabaudi AS reinfectados con P. yoelii 17XL hubo una
correlacion negativa entre las parasitemias y la anemia el dia 8 de la infeccion; entre la
parasitemia y la pérdida de peso se detectd correlacion negativa el dia 12 y las
parasitemias con el aumento del indice esplénico se detectd correlacién positiva en los
dias 6y 8.



En los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL s6lo se detecto correlacion negativa con
la concentracion de Hb el dia 10 de la infeccion.

El analisis de las parasitemias en ratones inmunes reinfectados con P. chabaudi AS
detectd las siguientes correlaciones: negativa para la concentracion de hemoglobina y
positiva para el indice esplénico en el dia 8.

Por ultimo, en los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS no se detectd correlacion
entre las parasitemias y los parametros evaluados, no obstante el dia 12 el coeficiente de

correlacion con el peso tuvo un valor de —0.9874 a pesar de no ser significante.

Parametro de Dias postinfeccién

patogenia 6 3 10 12
A 0.630 *.0.9821 -0.9793 -0.3911
- B 0.3794 0.2288 *.0.9813 -0.3449
T C *_0.8759 0.8736 -0.7858
D 0.9648 0.8778 -0.4424 0.0951
A 0.9976 -0.3779 -0.5761 *-0.8576
2 B 0.5424 -0.1428 -0.5719 -0.7468
g C 0.64 -0.646 0.2738
D 0.6511 -0.9998 -0.011 -0.9874
i A *0.9657 *0.765 0.9125 -0.1367
o'c B 0.3771 -0.2104 0.7304 -0.7772
Ek: C *0.9225 -0.0536 -0.2441
3 D -0.3223 -0.7136 -0.8946 0.1976

Tabla 4. Coeficientes de correlacion r entre las parasitemias y los
pardmetros de patogenia durante la infeccién con Plasmodium. Las letras
corresponden a los diferentes grupos de ratones: (A) inmunes reinfectados con P.
yoelii 17XL, (B) primoinfectados con P. yoelii 17XL, (C) inmunes reinfectados con
P. chabaudi AS, (D) primoinfectados con P. chabaudi AS. * valores de r
significantes para p < 0.05

Ademds se realizd un analisis de la correlacidon entre los parametros de patogenia para
determinar la afeccion entre ellos, la Tabla 5 Unicamente muestra las correlaciones
significantes con una p < 0.05, en ella se aprecia una marcada correlacion negativa entre
la concentracién de hemoglobina y el indice esplénico en los ratones primoinfectados con
P. chabaudi AS.



Dias
postinfeccion

Ratones inmunes
reinfectados con
P. yoelii 17XL

Ratones
primoinfectados
con P. yoelii 17XL

Ratones inmunes
reinfectados con
P. chabaudi AS

Ratones
primoinfectados
con P. chabaudi

AS
4 Peso -Hb (0.9997) IE- Peso (0.8338) | IE-Hb (0.9423) |E- Peso (-0.8434)
Peso-HB (-0.5716)
6 Peso-Hb (0.6826) E-Hb (1) | - Peso-Hb (0.8278)
IE-Peso (-0.5736)
8 IE-Hb (-0.6301) IE-Hb (0.9998) IE-Hb (-0.6217) IE-Hb (-0.962)

Peso-Hb (0.7297)
10 IE-Hb (-0.9764)
IE-Peso (-0.8601)

IE-HDb (0.7966)

12 IE-Hb (0.9652) IE-Hb (0.8587) Peso-Hb (-0.81) IE-Hb (-0.9571)

Peso-Hb (0.9143)
15 IE-Hb (0.8658)
IE-Peso (0.9943)

IE-Peso (0.8008) | Peso-Hb (-0.8919) | IE-Hb (-0.8706)

Peso-Hb (-0.9582)

18 Peso-Hb (-0.8669) IE-Hb (0.9958) | = -
IE-Peso (-0.9281)
Peso-Hb (0.8822)

22 IE-Hb (-0.9995) IE-Hb (-0.8589) | = -

IE-Peso (-0.9989)

Tabla 5. Correlaciones entre los parametros de patogenia durante la infeccion con Plasmodium. Hb-
hemoglobina, IE indice esplénico. Todas las correlaciones de la tabla fueron significantes para p < 0.05

Produccion de oxido nitrico en lainfeccion con Plasmodium.

Dado que el 6xido nitrico tiene una funcion destacada en la eliminacion de parasitos
intracelulares se decidid evaluar su produccién durante la infeccion con Plasmodium,
partiendo de la premisa que ésta molécula es esencial en la resolucion de la infeccion.
Para ello se determiné la expresion de la enzima sintetizadora de 6xido nitrico inducible
(iNOS) por RT-PCR, Gréficas.

Los resultados mostraron que Unicamente los ratones inmunes reinfectados con P.
chabaudi AS y los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS incrementaron
significativamente la expresion de iINOS a partir del dia 4. Ahora bien, en los ratones
citados tan sélo se obtuvieron diferencias significantes el dia 12 de la infeccion, donde los
ratones primoinfectados con P. chabaudi AS expresaron mas iINOS que los ratones

inmunes reinfectados con P. chabaudi AS (p< 0.05).
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Grafica 5. Expresion de iNOS en la infeccion con Plasmodium. La infeccion se realiz6 con
5x10* EP, en los dias sefialados se extrajo el RNA total de bazo y por RT-PCR se analizé la
expresion de iNOS en relacion a la expresion de B-actina. Cada punto representa el promedio de
tres determinaciones + 1 desviacion estandar. * sefiala las diferencias significativas para p< 0.05.

Tomando en consideracion que la expresion de iINOS determinada por RT-PCR pudiera
no representar la produccion de la enzima debido a los mecanismos que regulan la
traduccion de mRNA y a la supervivencia del mismo en el citoplasma, se procedio a
evaluar la producciéon de 6xido nitrico por cuantificacion de la concentracion de nitritos
totales en suero, recordando que los subproductos de degradacién estables de esta
molécula son los nitritos y los nitratos.

Los ratones que mostraron el mayor incremento en la produccién de nitritos al principio de
la infeccion fueron los primoinfectados con P. chabaudi AS, en éstos se observé un
aumento significante a partir del dia 6 (p< 0.05) y desarrollaron una concentraciéon maxima
el dia 12, p< 0.05 (123.55 + 1.84) Tabla 6. Los ratones inmunes reinfectados con P.
chabaudi AS al igual que los anteriores incrementaron la concentracion de nitritos el dia 6
pero en los dias posteriores disminuyeron los niveles, hasta que el dia 12 nuevamente
aumentaron la generacion del metabolito sin que se alcanzara una concentracion igual a
la obtenida en los ratones primoinfectados. Un hallazgo relevante fue el obtenido en los

ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL, pues la concentracion de nitritos fue



significativamente mayor (p< 0.05) en los dias 18 y 22, practicamente al final de la

infeccién. Por dltimo, en los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL la concentracion

de nitritos como subproducto del éxido nitrico no fue relevante puesto que Unicamente en

los dias 8 y 10 se presentd un aumento significante (p< 0.05) y en los dias posteriores se

registrdé una caida en su produccion.

Primoinfeccién con

Dias 3 Inmunes, Primoinfer_:_cién con Inmunes, P chabaudi AS
postinfeccién P. yoelii 17XL P. yoelii 17XL P. chabaudi AS .

50.47 + 4.70 50.47 + 4.70 50.47 + 4.70 50.47 + 4.70
4 5425 + 4.41 52.24 + 2.14 56.31 + 1.50 58.29 + 1.73
*6 43.62 + 3.46 53.85 + 5.45 65.08 + 3.74 65.53 + 2.84
*g 41.19 + 6.72 59.84 + 2.12 54.55 + 0.59 67.99 + 4.97
*10 4175+ 2.4 61.17 +2.21 55.07 + 2.54 69.68 + 1.20
*19 48.02 + 4.70 50.90 + 3.27 66.90 + 2.83 123.55 + 1.84
*15 45.67 + 0.76 53.13 + 6.79 68.16 + 3.12 69.63 + 3.39
18 118.53 + 0.84 57.06 + 1.09 62.06 + 4.96
*22 117.48 + 1.82 59.59 + 1.04 68.41 + 1.63

Tabla 6. Concentracion de nitritos totales en suero durante la infeccion con Plasmodium. Ratones
CBA/Ca se inocularon i.v. con 5x10* EP del Plasmodium indicado y en los dias sefialados se determiné la
concentracion de nitritos totales en suero con el reactivo de Griess. Los resultados representan el promedio
de tres determinaciones +1 desviacion estandar, * Indica diferencias significativas para p< 0.05 en losratones

inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL con respecto a los otros ratones

significativo a partir del dia 6.

++++ Ratones con incremento




DETERMINACION DE INOS POR WESTERN BLOT

Para descartar el posible origen endotelial de los nitritos obtenidos se analizé la expresion
de la enzima iINOS por medio de la técnica de Western Blot en bazo. Los resultados
muestran diferencias Unicamente en el dia 4 postinfeccion, en el que la presencia de la
enzima sintasa del 6xido nitrico fue ligeramente menor, a los demas dias de la infeccién,
ademas la enzima iNOS se expresd de igual forma en todos los grupos de ratones, dado

gque no se detectaron diferencias entre ellos.
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Figura 3. Expresion de iNOS durante la infeccion con Plasmodium.
Grupos de 3 ratones CBA/Ca se inocularon i.v. con 5x10* EP, en los dias
sefialados se sacrificaron a los ratones y se evaluo la presencia de la proteina
en el bazo, utilizando la técnica de Western Blot como se describe en
materiales y métodos. La electroforesis para el analisis de INOS se llevé a
cabo con 50ug de proteina total. Las letras indican los diferentes grupos de
ratones infectados de la siguiente forma: A) infectados con P. chabaudi AS y
después de 8 semanas reinfectados con P. yoelii 17XL, B) infectados por
primera vez con P. yoelii 17XL, C) infectados con P. chabaudi AS y después
de 8 semanas reinfectados con el mismo y D) infectados por primera vez con
P. chabaudi AS



Expresién de citocinas proinflamatorias.

Durante el curso de la infeccion con Plasmodium la expresion de IFN-y tuvo notables
diferencias significativas (p< 0.05) en todos los grupos de ratones. En los dias 4, 6y 18
postinfeccion la expresion de esta citocina fue significativamente mayor (p< 0.05) en los
ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL. En el dia 8 postinfeccion la expresion
de IFN-y fue significativamente menor (p< 0.05) en los ratones inmunes reinfectados con
P. chabaudi AS. En los dias 10 y 12 postinfeccion, los ratones que sufrieron por primera
vez la infeccién con Plasmodium expresaron significativamente mas IFN-y (p< 0.05) que
los ratones inmunes. En el dia 15 los ratones que mantuvieron significativamente elevada
la expresion de IFN-y (p< 0.05) fueron aquellos infectados con P. yoelii 17XL (inmunes y
primoinfectados) y para el dia 18 esta tendencia se repitid, con excepcion de los ratones

primoinfectados con P. yoelii 17XL porque todos perecieron el dia 15.
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Gréfica 6. Expresion de IFN-y en la infeccion con Plasmodium. Ratones CBA/Ca se inocularon i.v.
con 5x10* EP, se realiz6 la extraccion de RNA a partir de bazo y se determiné la expresion de IFN-y
por RT-PCR en relacion a la expresion de B-actina. Los resultados representan el promedio de tres
determinaciones +1 desviacion estandar. * indica diferencias significativas para p< 0.05.




En el curso de la infeccion, la expresion de IL-12 aument6 de igual forma en todos los
grupos de ratones, excepto el dia 8, donde los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii
17XL expresaron mas IL-12 que los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL 0 los

ratones inmunes reinfectados con P. chabaudi AS (p< 0.05) Tabla 7.

Primoinfecciéon

Dias Inmunes, Primoinfeccién con Inmunes, coln
postinfeccién|  P. yoelii 17XL P. yoelii 17XL P. chabaudi AS|  P. chabaudi

AS

0.052 + 0.002 0.052 + 0.052 + 0.052 +
0.093 + 0.074 0.133 + 0.063 + 0.091 +
0.158 + 0.075 0.194 + 0.061 + 0.102 +

0.205 + 0.060 0.114 + 0.115 + 0.130 +
0.151 + 0.072 0.174 + 0.107 + 0.144 +
0.136 + 0.037 0.124 + 0.082 + 0.167 +
0.162 + 0.078 0.129 + 0.114 + 0.066 +
0.095 + 0.052 0.112 + 0.056 +
0.121 + 0.030 0.192 + 0.128 +

Tabla 7. Expresion de IL-12 en la infeccion con Plasmodium. La infeccién se efectué con 5x10* EP, en los
dias marcados se realiz6 la extraccion de RNA a partir de bazo y se analiz6 la expresién de IL-12 por RT-PCR
en relaciobn a la expresiobn de B-actina. Los resultados se presentan como el promedio de tres
determinaciones + 1 desviacion estandar, * sefiala diferencias significantes para p< 0.05.

El incremento en la expresion del TNF-a durante el curso de la infeccion fue igual para los
siguientes grupos de ratones: inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL, primoinfectados
con P. yoelii 17XL y primoinfectados con P. chabaudi AS (p> 0.05). En relacion a la
expresion del TNF-a entre los ratones inmunizados, se obtuvo un mayor incremento en
los ratones reinfectados con P. chabaudi AS que en aquellos reinfectados con P. yoelii
17XL en los dias 4, 10, 18 y 22 (p< 0.05) Grafica 7.
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Gréafica 7. Expresion de TNF-a en la infeccion con Plasmodium. Ratones CBA/Ca se
inocularon i.v. con 5x10* EP, se realiz6 la extraccion de RNA a partir de bazo y se determin6 la
expresion de TNF-a por RT-PCR en relacién a la expresion de B-actina. Los resultados se
presentaron como el promedio de tres determinaciones +1 desviacion estandar. * indica
diferencias sianificativas para p< 0.05 entre los ratones inmunes.

Expresién de citocinas inmunorreguladoras.
La expresion para TGF-B incrementd en la misma magnitud en todos los grupos de
ratones (p> 0.05), Tabla 8.

En todos los grupos de ratones se incrementd la expresion de IL-4, pero ésta fue
significativamente mayor en los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS el dia 10, sin
embargo el dia 15 éstos ultimos expresaron menos IL-4 que los ratones inmunes

reinfectados con P. yoelii 17XL (p< 0.05) Tabla 9.



post:?l:gicién P.Igcr)neLI]i?i?XL Be oSl AL P. éﬂzbu;uedsi,AS - elnelasel AS
0 0.590 + 0.004 0.590 + 0.004 0.590 + 0.004 0.590 + 0.004
4 0.711 + 0.033 0.749 + 0.050 0.672 + 0.044 0.747 + 0.123
6 0.663 + 0.078 0.685 + 0.030 0.658 + 0.028 0.735 + 0.048
8 0.667 + 0.049 0.662 + 0.051 0.672 + 0.010 0.716 + 0.060
10 0.636 + 0.040 0.616 + 0.048 0.668 + 0.026 0.681 + 0.085
12 0.664 + 0.054 0.669 + 0.018 0.691 + 0.031 0.674 + 0.026
15 0.652 + 0.043 0.678 + 0.028 0.670 + 0.033 0.703 + 0.057
18 0.655 + 0.020 0.659 + 0.037 0.709 + 0.034
22 0.671 + 0.030 0.671 + 0.023 0.742 + 0.093

Tabla 8. Expresion de TGF-B en la infeccion con Plasmodium. Ratones CBA/Ca se inocularon con 5x10°
EP, en los dias marcados se realizd la extraccion de RNA a partir de bazo y se analizé la expresion de TGF-
por RT-PCR en relacion a la expresion de p-actina. Los resultados se representan el promedio de tres

determinaciones + 1 desviacion estandar, no hubo diferencias significativas en el aumento de la expresion.

Dias
postinfeccion

Inmunes,
P. yoelii 17XL

0.070 + 0.006
0.043 + 0.001
0.121 + 0.120
0.163 + 0.043
0.122 + 0.047
0.088 + 0.037
0.142 + 0.018
0.112 + 0.028
0.132 + 0.049

P. yoelii 17XL

0.070 + 0.006
0.038 + 0.001
0.085 + 0.029
0.056 + 0.060
0.129 + 0.137
0.181 + 0.045
0.126 + 0.070

Inmunes,

P. chabaudi AS

0.070 + 0.006
0.052 + 0.024
0.076 + 0.106
0.125 + 0.002
0.215 + 0.061
0.128 + 0.115
0.102 + 0.103
0.121 + 0.060
0.181 + 0.152

P.chabaudi AS

0.070 + 0.006
0.076 + 0.015
0.102 + 0.009
0.124 + 0.118
0.327 + 0.031
0.195 + 0.083
0.049 + 0.018
0.096 + 0.025
0.128 + 0.038

Tabla 9. Expresion de IL-4 en la infeccion con Plasmodium. Ratones CBA/Ca se inocularon con 5x10*
EP, se realiz6 la extraccion de RNA a partir de bazo y se analiz6 la expresién de IL-4 por RT-PCR en relacion
a la expresion de B-actina. Los resultados representan el promedio de tres determinaciones + 1 desviacién

estandar. Las diferencias significativas son sefialadas con *



En relacién a la IL-10 los ratones inmunes registraron una expresion significativamente
mayor (p < 0.05) que los ratones infectados por primera vez en el dia 4 (Gréfica 8). En el
dia 8 los ratones inmunes reinfectados con el parasito homdlogo expresaron
significativamente menos IL-10 (p < 0.05) que los ratones primoinfectados con P.
chabaudi AS. En el dia 15 la expresién de IL-10 en los ratones primoinfectados con P.
yoelii 17XL fue significativamente mayor (p < 0.05) que en los ratones inmunes
reinfectados con P. yoelii 17XL y que en los ratones infectados por primera vez con P.
chabaudi AS.
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Grafica 8. Expresion de IL-10 en la infeccién con Plasmodium. Ratones CBA/Ca se infectaron i.v.
con 5x10* EP, se realizo la extraccion de RNA a partir de bazo y se determin la expresion de IL-10 por
RT-PCR en relacion a la expresién de B-actina. Los resultados muestran el promedio de tres
determinaciones +1 desviacion estandar. * indica diferencias significativas para p< 0.05.

La expresion de IL-6 fue significativamente mas elevada en los ratones primoinfectados
con P. chabaudi AS en los dias 10y 12 (Gréafica 9). En los dias 8 y 15 la expresion de IL-
6 en estos ratones solo fue significativamente mayor a la obtenida en los ratones
primoinfectados con P. yoelii 17XL. Es importante destacar que la expresién de IL-6 en

los ratones inmunes reinfectados con el parasito homaologo no tuvo un aumento relevante,



dado que no se obtuvieron diferencias significantes con la expresion basal, es decir en

ratones sin infeccion.
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Gréafica 9. Expresion de IL-6 en la infeccion con Plasmodium. Ratones CBA/Ca se inocularon con
5x10* EP y en el curso de la infeccion se realizé la extraccion de RNA a partir del bazo para analizar la
expresion de IL-6 por RT-PCR. Los resultados muestran el promedio de tres determinaciones +1
desviacion estandar. Las diferencias significativas son sefialadas con *.

Correlacion entre la produccion de 6xido nitrico y la expresion de citocinas.

En los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL la expresion de iNOS correlacion6
significativamente (p < 0.05) con la determinacion de nitritos totales en suero los dias 4 y
10, con este hallazgo se podria especular que la expresién de iINOS tiene un efecto en la
produccion de NO en los dias citados, sin embargo al analizar los coeficientes de
correlacion entre la concentracion de nitritos y la expresion de citocinas en los dias 4 y 10
se encontré que con algunas de ellas no hubo diferencia significativa, por lo que se
analizaron las correlaciones en el curso de la infeccion de forma independiente, es decir:
expresion de iINOS — expresidn de citocinas y concentracion de nitritos — expresion de

citocinas; con ello se obtuvo que los dias para los cuales las citocinas se correlacionaron



significativamente (p < 0.05) con iNOS difirieron cuando la correlacion fue significativa (p <

0.05) con la concentracion de nitritos Tablas 10 y 11.

Citocinas Dias postinfeccion
4 6 8 10 12 15 18 22
Nitritos 0.920 1.000
IFN-y 0.971 0.984 -0.911 0.989 -0.638
IL-12 0.999 0.950 0.989 0.998
TNF-a 0.969 -0.991
TGF-B 0.979
IL-4 0.831 0.977
IL-10 0.997 0.957 0.993 1.000
IL-6 0.957 0.944 0.973

Tabla 10. Coeficientes de correlacion r entre la expresion de iNOS y la expresion de
citocinas en ratones inmunes a P. chabaudi AS reinfectados con P. yoelii 17XL. Todos los
valores reportados fueron significativos para p < 0.05.

La correlacion significativa (p < 0.05) para iINOS con IFN-y fue en los dias 4, 10, 12, 18 y
22; con IL-12 se detect6 en los dias 4, 6, 15, y 18; con TNF-a se destaco los dias 6 y 15.
Con las citocinas inmunorreguladoras TGF-p, IL-4, IL-10 e IL-6 se obtuvo una correlacion
positiva que concuerda con los dias en que la expresion de iINOS se correlacion6 con las
citocinas proinflamatorias (Tabla 10). Es importante mencionar que la correlacion positiva
de iNOS con IL-10 se registro en los dias 4, 6, 10 y 15 a diferencia de la obtenida con
TNF-a, que tan soélo fue el dia 6 y cuya correlacion se esperaria fuese en mayor tiempo
pues es uno de los factores influyentes para la produccion de éxido nitrico por INOS. La
correlacion significativa (p < 0.05) entre la concentracion de nitritos e IFN-y correspondio a
los dias 4, 6, 8, 10 y 15; con IL-12 se distingui6 los dias 4, 8 y 22; con TNF-a tan sélo el
dia 12 y la correlacion fue negativa. Al parecer con las citocinas inmunorreguladoras
hubo mayor correlacion significativa (p < 0.05) que con las citocinas proinflamatorias
Tabla 11, pues con TGF-B se detect6 en los dias 6, 12 y 15; con IL-4 en los dias 4, 8, 10 y
15; con IL-10 los dias 4, 8, 10 y 18; con IL-6 el dia 10.



Dias postinfeccion

Citocinas

4 6 8 10 12 15 18 22
IFN-y 0799  -0.975 0985  0.989 0.767
IL-12 | 0.899 0.875 -0.934
TNF-o | -0.980
TGF-p | 0.958 0751  0.994
IL-4 | 0982 -0689 0956 0983 -1.000  0.984
IL-10 | 0.886 0.900 0989  -0.999 0.850
IL-6 | 0.933

Tabla 11. Coeficientes de correlacién r entre la concentracién de nitritos y la expresién de
citocinas en ratones inmunes con P. chabaudi AS reinfectados con P. yoelii 17XL. Soélo se
reportaron los valores de r significativos para p < 0.05.

En los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL la correlacion entre la expresion de
INOS y la concentracién de nitritos sélo fue significativa (p < 0.05) y positiva el dia 15 de la
infeccion, Tabla 12. Sin embargo la correlacion significativa (p < 0.05) de iINOS con las
citocinas proinflamatorias se observé en los dias 4, 8, 10 y 15; con las citocinas
inmunorreguladoras hubo correlacion significativa (p < 0.05) en los dias 4, 8, 10, 12y 15
pero se detectdé una mayor correlacion significativa (p < 0.05) y negativa que en los
ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL Tabla 12. La concentracién de nitritos y
las citocinas proinflamatorias tuvieron correlacién significativa (p < 0.05) los dias 8 y 15
Tabla 13, con las citocinas inmunorreguladoras existié correlacion positiva y significativa
(p <0.05) en los dias 4, 6, 8y 15 Tabla 13.

Citocinas Dias postinfeccion
4 6 8 10 12 15
Nitritos -0.834 -0.996 0.670
IFN-y 1.000 1.000 1.000
IL-12 0.976 0.691
TNF-a 0.799
TGF-B -0.994 -0.914 -0.787 -0.992
IL-4 0.984 0.976 0.994 0.994
IL-10 0.882 0.997 -0.799
IL-6 -0.985

Tabla 12. Coeficientes de correlacion r para la expresion de iNOS y la expresién de citocinas
durante la primoinfeccién con P. yoelii 17XL.
significativos para p < 0.05.

Los valores que se reportaron fueron




Citocinas Dias postinfeccion
it 6 8 10 12 15

IFN-y 0.624
IL-12 -0.951 -0.995 1.000

TNF-a -0.998 0.987

TGF-B 0.890 0.946 -0.999
IL-4 0.702
IL-10 -0.996
IL-6 0.991

Tabla 13. Coeficientes de correlaciéon r para la concentracion de nitritos y la expresion de
citocinas en ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL. Unicamente se reportaron los valores
significativos para p < 0.05.

Durante la reinfeccion con P. chabaudi AS la Unica correlacion significativa (p < 0.05) de la
expresion de iINOS con la concentracion de nitritos se obtuvo el dia 6 de la infeccidén
Tabla 14, pero no existid correlacion significativa (p < 0.05) entre la concentracion de
nitritos y la expresién de citocinas en este dia (Tabla 15), de hecho la expresién de iINOS
tampoco se correlacioné significativamente (p < 0.05) con alguna de las citocinas (Tabla
14).

En relacion a las citocinas proinflamatorias la expresion de iNOS tuvo una correlacion
significativa (p < 0.05) y positiva Unicamente con TNF-a en los dias 10, 15, 18 y 22;
mientras que con las citocinas inmunorreguladoras se encontré que TGF-f e IL-10
correlacionaron significativamente (p < 0.05) con la expresion de iNOS de manera positiva
en los dias 10, 18 y 4, 15 respectivamente (Tabla 14).

La concentracion de nitritos presentd correlacion significativa (p < 0.05) positiva con IFN-y
el dia 4, con IL-12 los dias 8 y 15; en cambio con TNF-a no hubo correlacion significativa
(p > 0.05); con las citocinas inmunorreguladoras las correlaciones significativas (p < 0.05)

se notaron con TGF- el dia 22, IL-10 el dia 12 e IL-6 el dia 8 (Tabla 15).

Por ultimo, en la primoinfeccién con P. chabaudi AS el Unico dia que existi6 correlacion
positiva entre la expresién de INOS y la concentracion de nitritos totales en suero fue el
dia 22, pero la expresion de iINOS correlacion6 positivamente y de forma significativa (p <
0.05) con las citocinas proinflamatorias entre los dias 4, 6, 15y 22; mientras con las

citocinas inmunorreguladoras la correlacion se obtuvo entre los dias 4, 6, 8, 10, 15y 22



Tabla 16. La correlacidn positiva y significativa (p < 0.05) de la concentracidén de nitritos

con las citocinas proinflamatorias fue en los dias 6, 8, 12, 18 y 22; con las citocinas

inmunorreguladoras ésta se observo en los dias 4, 12 y 22 Tabla 17.

Citocinas Dias postinfeccién
4 6 8 10 12 15 18 22
Nitritos 0.820
IFN-y -0.685 -0.980
IL-12 -0.913
TNF-a 0.970 0.815 0.996 0.920
TGF-B 0.993 -0.842 0.967
IL-4 -0.890 -0.765 -0.875
IL-10 0.955 0.999
IL-6 -0.680
Coeficientes de correlacidon r para la expresion de iNOS y la expresion de

Tabla 14.
citocinas en ratones inmunes reinfectados con P. chabaudi AS. Todos los valores reportados

fueron significativos para p < 0.05.

L Dias postinfeccion
Citocinas
4 6 8 10 12 15 18 22
IFN-y 0.993 -0.904 -0.643 -0.880
IL-12 0.997 0.997
TNF-o
TGF-B -0.714 0.999
IL-4 -0.841
IL-10 0.713
IL-6 -0.931 0.981
Tabla 15. Coeficientes de correlacién r para la concentracion de nitritos y la expresiéon de
Los valores fueron

citocinas en ratones inmunes reinfectados con P. chabaudi AS.

significativos para p < 0.05.



Citocinas Dias postinfeccion

Nitritos
IFN-y
IL-12

TNF-a
TGF-B
IL-4 -0.973
IL-10 0.949
IL-6 0996 0980 0929  0.991

Tabla 16. Coeficientes de correlacion r para la expresion de iNOS y la expresion de
citocinas en ratones primoinfectados con P. chabaudi AS. Los valores reportados fueron
significativos para p < 0.05.

Citocinas Dias postinfeccion
4 6 8 10 12 15 18 22
IFN-y 0.967 -0.997 -0.999 0.987
IL-12 0.869
TNF-o 0.814 -0.813 -0.932 0.980 1.000 0.998
TGF-B -0.975 0.992
IL-4 0.988 -0.972 0.926 -0.983
IL-10 0.809
IL-6

Tabla 17. Coeficientes de correlaciéon r entre la concentracién de nitritos y la expresién de
citocinas en ratones primoinfectados con P. chabaudi AS. Los valores de la tabla fueron
significativos para p < 0.05.



8. DISCUSION DE RESULTADOS.

Ante la deficiencia en el entendimiento de los mecanismos involucrados para desarrollar
inmunidad permanente contra las cepas letales de Plasmodium, el presente trabajo se
realizd con la finalidad de analizar una posible correlacién entre la produccién de 6xido
nitrico y la expresion de citocinas como factores determinantes en la respuesta inmune
contra P. yoelli 17XL en ratones que habian sufrido una infeccién previa con P. chabaudi
AS.

De inicio, se apreci6 que la infeccién de los ratones con un pardsito no letal (P. chabaudi
AS) confirié proteccidon a una exposicidn subsiguiente con un Plasmodium letal (P. yoelii
17XL), lo anterior se detectdé como una disminucién del nimero de parasitos en sangre
que condujo a la sobrevida de los ratones, sin embargo los mecanismos de proteccién
son un debate ya que por un lado se ha citado la existencia de anticuerpos con
reactividad cruzada entre especies de Plasmodium (Holder et al. 1983; Ray et al. 1994)
sin embargo se requiere de la cuantificacion de anticuerpos especificos para cada cepa
para probarlo y por otra parte existen las células T de memoria reactivas contra malaria
que responden a un espectro amplio de antigenos (incluyendo otros parasitos) para
incrementar la respuesta proinflamatoria. Durante la primoinfeccion con P. yoelii 17XL no
hubo sobrevivientes, en tanto que los ratones inmunes reinfectados con el parasito
homologo tuvieron una proteccion del 100% dado que resolvieron las parasitemias en un
periodo corto y las parasitemias fueron significativamente menores al resto de los ratones
control (Grafica 2), esta proteccion se debié a una respuesta de memoria mediada por
anticuerpos que se generaron durante la primera infeccién. En los ratones infectados por
primera vez con P. chabaudi AS a pesar de que desarrollaron parasitemias mayores que
los ratones inmunes reinfectados con el parasito heterélogo, durante la fase tardia de la
infeccidn lograron eliminar al parasito al mismo tiempo, este incremento de la parasitemia
podria ser el resultado de que se requiere mayor tiempo para iniciar una respuesta en una
infeccién primaria puesto que se necesita la activacién de los mecanismos celulares para
el reconocimiento antigénico, mientras que en una segunda infeccién los mecanismos de
respuesta inmune ya estan acticados y se cuenta con una respuesta de memoria mas
eficiente comparado con la inmunidad innata que es con la que el parasito interactua al

principio.



Dado que los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL presentaron parasitemias
iguales a los ratones que perecieron, por lo menos hasta el dia 10 de la infeccion (Grafica
2) se considerd primordial evaluar los parametros de patogenicidad para detectar las
posibles diferencias que explicaran este suceso. En estudios previos enfocados en el
desarrollo de anemia severa por malaria (Hb < 5.0 g/dL) la correlacionaron fuertemente
con el porcentaje de parasitemia y la consideraron la complicacion mas comun en la
infeccion con P. falciparum, lo que conduce a un indice elevado de mortalidad en Africa
antecedido por malaria cerebral (Biemba et al. 2000; Newton et al. 1998; World Health
Organization 1990).

Sorprendentemente, la anemia que desarrollaron los ratones inmunes reinfectados con P.
yoelii 17XL fue igual a la de los ratones infectados por primera vez con P. yoelii 17XL o
con P. chabaudi AS hasta el dia 12 de la infeccion. Unicamente los ratones reinfectados
con el parasito homologo (P. chabaudi AS) no desarrollaron anemia (Grafica 3), de hecho
mantuvieron sus niveles basales de hemoglobina durante el curso de la infeccion.

Por lo menos hasta el dia en que sobrevivieron los ratones primoinfectados con P. yoelii
17XL la concentracion de hemoglobina fue baja al igual que en los ratones
primoinfectados con P. chabaudi AS, no obstante éstos ultimos lograron reestablecerse
de la anemia a medida que se recuperaron de la infeccion. Con estos resultados se
sugiere que la muerte de los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL pudo deberse a la
persistencia en los niveles bajos de hemoglobina y a los mecanismos propios del parasito
para evadir la respuesta inmune entre los cuales estan: la formacién de rosetas y la
citoadherencia al endotelio asi como a las reacciones de hemodlisis y fagocitosis de
eritrocitos parasitados y no parasitados por el sistema reticuloendotelial del bazo. La
concentraciéon de hemoglobina presentdé una estrecha correlacion negativa con la
concentracién de parasitos en sangre, es decir a medida que la parasitemia aumenta, los
niveles de hemoglobina disminuyen y es logico pues si aumenta el nimero de eritrocitos
parasitados también aumenta el niamero de eritrocitos destruidos. Si a lo anterior se
adiciona que el parésito digiere el 75% de hemoglobina del eritrocito (Allen & Kirk 2004;
Francis et al. 1997) el grado de anemia aun aumenta pues el producto de degradacion es

el pigmento hemozoina.



Inicialmente se planted que los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL disminuirian en
mayor porcentaje su peso corporal, pues Cross & Langhorne 1998 encontraron que al
existir susceptibilidad a un parésito de malaria, el peso corporal se ve notablemente
afectado aunque haya disminuido el pico de parasitemia. En el curso de la infeccién no
se observaron diferencias significativas en la pérdida de peso corporal entre los diferentes
grupos de ratones (Tabla 3) por lo menos hasta el dia 12; éstas se visualizaron a partir
del dia 15 y fue interesante detectar que los ratones infectados con P. yoelii 17XL
(inmunes y primoinfectados) perdieron peso en la misma magnitud, a pesar de que los
inmunes ya estaban controlando la parasitemia (Grafica 2) mientras que los ratones
infectados por primera vez, continuaron incrementado la parasitemia y perecieron. Por lo
tanto, es evidente que en el modelo experimental de malaria que utilizamos, la pérdida de
peso no estuvo asociado con la mortandad en los ratones, sin embargo, dependiendo de
las caracteristicas del reto en la segunda infeccion este pardmetro de patogenia puede
variar como se pudo apreciar en el caso del reto homologo donde la pérdida de peso no
se modifico, a diferencia de los ratones inmunes reinfectados con el parasito heterélogo
quienes perdieron peso de igual forma que los ratones infectados por primera vez con P.
yoelii 17XL o con P. chabaudi AS. Por lo tanto, en esta cepa de ratones la primera
infeccion con P. chabaudi AS, genero una proteccion solida para el reto homologo, puesto
que la parasitemia fue significativamente menor ademas de que al menos en los
pardmetros evaluados, la reinfeccion resulté practicamente asintomatica de forma similar
a lo que ocurre en los nifios y adultos que estan expuestos constantemente a malaria en
areas endémicas y desarrollan inmunidad soélida después de varias exposiciones lo que
se denomina “tolerancia” a malaria, que ha correlacionado con la presencia de
anticuerpos anti-GPI (glicosilfosfatidilinositol) (Boutlis et al. 2002) y al incremento en la
produccion de oxido nitrico (Boutlis et al. 2003); sin embargo existen reportes que
informan que la proteccién también se podria asociar a una respuesta de memoria
favorecida por la interaccion del TNF-a con su receptor p55 (p55R) durante la
primoinfeccién con P. chabaudi AS (Li & Langhorne, 2000). Aunque las correlaciones
existentes entre el peso corporal y las parasitemias no fueron significativas, se considera
que existe una correlacion inversa entre ambos factores dado que los valores de r

(coeficiente de correlacién) fueron negativos y elevados.



El bazo tiene un papel primordial en la eliminacion de patdogenos de la circulacion por su
capacidad de filtracion/aclaracion que presentan sus diferentes compartimentos (pulpa
blanca, zona marginal y pulpa roja) con células y microarquitectura especificas (Aichele et
al. 2003; Nolte et al. 2004; Yadava et al. 1996). En el caso de malaria se ha demostrado
que este Organo es esencial para resolver la infeccibn, pues los ratones con
esplenectomia son incapaces de controlar y eliminar el parasito de Plasmodium (Quinn &
Wyler, 1980; Sayles et al. 1993; Yap & Stevenson, 1994). Incluso se ha demostrado que
el bazo es importante en la eliminacién de eritrocitos con el Plasmodium muerto dado que
pacientes carentes de él mantienen en circulacion los eritrocitos con el parasito muerto
por meses aun después de recibir el tratamiento (Chotivanich et al. 2002). Por ello se
analizé el crecimiento del bazo durante la infeccién Plasmodium, de hecho las
determinaciones subsiguientes se realizaron en este érgano para comprender mejor los
posibles mecanismos de inmunidad que se activan tanto en la fase aguda o precrisis
(parasitemia en aumento) como en la fase cronica o crisis (caida de la parasitemia). Los
resultados indican que en los ratones inmunes a P. chabaudi AS que se reinfectaron con
P. yoelii 17XL hubo un crecimiento del bazo mayor que en el resto de los ratones (Gréafica
4), cabe destacar que a diferencia de los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL el
crecimiento del bazo comenzd a registrarse durante la fase aguda y tal vez por eso
lograron controlar las parasitemias; sin embargo este crecimiento pudiera considerarse
temprano o precoz ya que ni los ratones infectados con el parasito homologo ni los
ratones primoinfectados con el parasito no letal presentaron un crecimiento prominente
del bazo en esa fase y pudiera atribuirse a la previa exposicion al P. chabaudi AS que a
pesar de tener caracteristicas genéticas y antigénicas diferentes, tal vez ambos parasitos
presentan la molécula de anclaje GPI que estimula a macréfagos para producir citocinas
(Zhu et al. 2005), ademas la misma molécula se ha asociado con “tolerancia” a malaria en
regiones endémicas (Boutlis et al. 2002) y probablemente también estimula la
hipercelularidad constituida por macréfagos (Gross et a. 1988), activacién policlonal de
células B, células TCD4", células affTCR (Helmby et al. 2000) y células dendriticas
(Leisewitz et al. 2004).

Nuestros resultados sugieren que en la primoinfeccién con el Plasmodium yoelii 17XL no
se estimulé el crecimiento del bazo y debido a la insuficiencia de células de la respuesta
inmune (linfocitos T, linfocitos B, macrofagos, células dendriticas) los ratones fueron
incapaces de controlar la infeccion y perecieron (Gréfica 4). Como el tamafio del bazo en

los ratones primoinfectados con P. yoeli 17XL fue similar al de los ratones



primoinfectados con P. chabaudi AS, se propone que ademas de la hipercelularidad en el
bazo para resolver la infeccion se requieren mecanismos adicionales como la produccion
de anticuerpos, activaciéon del complemento y la funcionalidad eficiente de células
dendriticas y polimorfonucleares para que el sistema inmune actie de manera efectiva y

elimine al Plasmodium.

Los ratones inmunes reinfectados con el parasito homdélogo fueron los primeros en
reestablecer el tamafio del bazo, que en nuestros experimentos medimos como indice
esplénico (Grafica 4), al mismo tiempo que eliminaron completamente la parasitemia. Una
probable explicacion es que como el sistema inmune no puede permanecer activado
cuando ya se eliminé al estimulo antigénico, las células que ya no se requerian podrian

haberse eliminado por apoptosis, para de esta forma recuperar la homeostasis.

El bazo es un érgano importante durante la fase aguda de la infeccion en los ratones
inmunes a P. chabaudi AS y reinfectados con P. yoelii 17XL ya que los coeficientes de
correlacion entre el indice esplénico y la parasitemia fueron significativos en los dias 6 y 8,
aunque también se puede considerar el dia 10 porque tiene un coeficiente de correlacion
muy alto (r=0.91) a pesar de no ser significativo, estos resultados indican de que a medida
que la parasitemia aumentd se estimuld el crecimiento del bazo. Por ultimo, se detectd
una fuerte correlacidbn negativa entre la concentracion de hemoglobina y el indice
esplénico en los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL y en los ratones
primoinfectados con P. chabaudi AS (Tabla 5) este resultado es légico, puesto que a
medida que la parasitemia aumenta existe mayor actividad en el bazo para eliminar a los
eritrocitos infectados. Sin embargo en los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL la
parasitemia se increment6 sUbitamente, por lo que es probable que los mecanismos de
eliminacién del parasito no sean suficientes 0 no sean los mismos dado que no hubo
correlacion negativa entre la concentracion de hemoglobina y el indice esplénico vy
probablemente la anemia podria tener otras explicaciones posibles, por ejemplo podria
ser la consecuencia de que los antigenos solubles del parasito se fijan a las membranas
de eritrocitos sanos y al pasar por el sistema reticuloendotelial se eliminan de la misma

forma que los eritrocitos parasitados (Waitumbi et al. 2000).



El 6xido nitrico se ha asociado con la eliminacién de diversos patégenos entre los que se
incluyen bacterias, hongos, parasitos (Lowenstein et al. 1994, Nathan 1997) y virus (Reiss
& Komatsu 1998). El papel que juega el 6xido nitrico en malaria es una controversia,
existen reportes en donde no le atribuyen un efecto protector (Guillman et al. 2004, van
der Hiede et al. 2000) pero otras investigaciones lo consideran importante en la

eliminacion del Plasmodium (Taylor-Robinson et al. 1996, Taylor-Robinson & Smith 1999).

En pacientes semiinmunes o residentes en zonas endémicas de malaria se ha
demostrado que un aumento en la expresion de iINOS contribuye a la proteccion contra
Plasmodium falciparum (Boutlis et al. 2003, Chiwakata 2000, Kun et al. 2001). En este
trabajo se plante6é que el 6xido nitrico pudiera favorecer la eliminacion de P. yoelii 17XL
en ratones que ya habian sufrido una infeccién previa con Plasmodium chabaudi AS,
ademas de patrticipar en la regulacion de la respuesta inmune contra Plasmodium. Para
detectar la presencia de esta molécula se analiz6 la expresion del transcrito de iINOS por
RT-PCR y la expresion de la enzima por Western Blot en bazo, dado que es el érgano con
hiperactividad durante la infeccion asociado con la eliminacién del parasito (Alves et al.
1996, Leisewitz et al. 2004), ademas, como el oxido nitrico es una molécula inestable se
decidi6 determinar la concentracién de los metabolitos estables del 6xido nitrico (nitritos y

nitratos) en suero de los ratones infectados utilizando la reaccion de Griess.

En los ratones infectados con P. yoelii 17XL (inmunes o infectados por primera vez) la
expresion del transcrito de iINOS durante el curso de la infeccion no fue significativa, por el
contrario en los ratones infectados con P. chabaudi AS (inmunes o primoinfectados) se
observaron diferencias significativas el dia 12, precisamente cuando los ratones
primoinfectados con P. chabaudi AS presentaron el pico de parasitemia y la expresién de
iINOS fue mayor al resto de los demdas grupos de ratones (Gréfica 5). Este resultado,
sugiere que no existe un incremento de éxido nitrico en los ratones infectados con P.
yoelii 17XL, pero podria explicarse por lo siguiente: el 6xido nitrico es una molécula cuya
expresion estd sumamente controlada, ademas su concentracién no se mantiene elevada
durante largos periodos de tiempo dada su actividad tdxica y reguladora, por lo que existe
la posibilidad de que el intervalo de tiempo que utilizamos (dos dias) sea demasiado
espaciado, para ello seria importante evaluar la expresion diariamente y ademas en el dia
pico a diferentes horas, otra posibilidad es que el pardsito posea caracteristicas

especificas que pudieran favorecer la produccion de TGF-f para inhibir la expresion y



estabilidad del transcrito (Pellacani et al. 2001) puesto que la expresion de la enzima que
se evalu6 por Western Blot aumenté de igual forma para todos los ratones a partir del dia
6 post-infeccion Figura 3.

Considerando que probablemente el transcrito de iINOS fue inestable se decidio evaluar la
concentracién de nitritos totales en suero como productos finales del éxido nitrico Tabla 6.
La concentracion de éxido nitrico se incrementd Unicamente en dos grupos de ratones: en
el grupo infectado por primera vez con P. chabaudi AS y ese incremento coincidié con el
pico en la parasitemia y la posterior eliminacion del parasito. El otro grupo en donde se
detectaron incrementos en la concentracion de Oxido nitrico fue el de ratones que
sufrieron una infeccién con P. chabaudi AS y se reinfectaron con P. yoelii 17XL el
incremento de nitritos totales se presentd durante los dias 18 y 22 justo cuando se inicié el
control de la parasitemia. Este hallazgo sugiere que el éxido nitrico esta involucrado en la
eliminacidn de la infeccién con P. chabaudi AS y de la infeccion letal con P. yoelii I7XL en
aquellos ratones que ya habian sufrido una infeccion primaria con P. chabaudi AS, es
probable que desarrollaran inmunidad cruzada para P. yoelii 17XL y que por lo tanto
contaran con células de memoria u otros mecanismos de proteccion que permitieron
frenar al menos en parte la proliferacion del parasito lo que dio tiempo al sistema inmune
de montar mecanismos que eliminaron al Plasmodium y uno de ellos pudiera ser el 6xido
nitrico, dado que existen reportes en la literatura donde en la infeccion con P. chabaudi, el
Oxido nitrico esta involucrado en su eliminacion El resultado con P.yoelii 17XL esta de
acuerdo con lo descrito en la literatura en donde la elevada actividad de iINOS en
pacientes que ya habian resuelto la infeccion de malaria por P. falciparum (Perkins et al.
1999). El ligero incremento en la concentracion de 6xido nitrico durante los dias 8 y 10 de
la primoinfeccion con P. yoelii 17XL no contribuyé a controlar el parasito, de igual forma
que sucedio con la infeccién con P. berghei descrita en la literatura en donde se presenté
un incremento en la concentracién de nitritos antes de desarrollar parasitemias elevadas

para que finalmente los ratones murieran (Nahrevanian & Discombe 2001).

La produccion de 6xido nitrico durante la infeccion con malaria también se determiné con
la expresion de la proteina iINOS por medio de western blot para descartar asi la posible
procedencia endotelial del 6xido nitrico, se obtuvo que la enzima se expresé de igual
forma en todos los grupos de ratones, pero tal vez existan diferencias en la actividad de la
enzima, por ello la concentracion de nitritos increment6 en diferentes tiempos en todos los

grupos de ratones.



Probablemente la fase en la que el oxido nitrico ejerce su papel protector en malaria
depende de la letalidad del parasito, pues Dascombe & Nahrevanian 2003, encontraron
que los ratones infectados con P. berghei tratados con inductores de 6xido nitrico durante
la fase aguda no sobrevivieron, lo anterior sugiere que si bien es importante el 6xido
nitrico no es la Unica molécula involucrada en la eliminacion del parasito. Otros
investigadores le han atribuido al 6xido nitrico un papel inmunoregulador (Taylor-Robinson
& Smith 1999), por lo anterior decidimos analizar la correlacion entre la expresion del
transcrito de INOS y la expresion de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias 6
inmunorreguladoras por lo que se determind la expresion de estas citocinas en el bazo
por RT-PCR.

En todos los grupos de ratones hubo un incremento en la expresion de IFN-y, sin embargo
en los ratones que habian sufrido una infeccion con P. chabaudi AS y se reinfectaron con
P. yoelii 17XL la expresion fue significativamente mayor en los dias 4, 6 y 18 de la
infeccion (Grafica 6), este resultado corrobora los hallazgos descritos en la literatura en
donde asociaron la produccion temprana de IFN-y con la proteccidon contra malaria en
modelos murinos (Choudhury et al. 2000, de Souza et al. 1997). Como las células T y3 y
a las células NK se activan durante la respuesta innata, es probable que sean las
responsables de la produccion temprana de IFN-y. EIl papel del IFN-yen la proteccion
contra estadios sanguineos del Plasmodium se ha demostrado previamente en ratones
que recibieron tratamiento con anticuerpos anti-IFN-y (Meding et al. 1990), en ratones
deficientes en el receptor de IFN-y (Favre et al 1997) y en ratones knockout para el gen de
IFN-y (Su & Stevenson 2000). En este trabajo dado que la expresion de IFN-y en los
ratones que habian sufrido una infeccion previa con P. chabaudi y se reinfectaron con P.
yoelii 17XL fue mayor que en los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL se infiere que
la previa exposicion al parasito no letal favorecio la induccion del transcrito de IFN-y, este
hallazgo estd de acuerdo con lo que se observé en nifios de Africa expuestos a
reinfecciones con Plasmodium en donde se encontré un aumento en la sintesis de IFN-y
por células mononucleares de sangre periférica y el curso de la infeccion fue moderada, a
diferencia de las infecciones severas donde la produccion de IFN-y fue menor (Luty et al.

1999), es posible que esta citocina contribuya a eliminar el parasito indirectamente



mediante la activacion de macrofagos y neutrofilos para fagocitar merozoitos
(Kumaratilake & Ferrante 2000) o por la produccion de peréxido de hidrégeno, H,O;
(Shear et al. 1989). Es importante destacar que en los ratones primoinfectados con P.
yoelii 17XL y durante la infeccién primaria con P. chabaudi AS la expresion de IFN-y fue
igual en los dias 8, 10 y 12 Gréfica 6, incluso el dia 15 la expresién se mantuvo elevada
durante la infeccion con el parasito letal pero aun asi ningan ratén sobrevivio, tal vez
porque el parasito evade la fagocitosis mediante la adherencia de eritrocitos parasitados
al endotelio, fendmeno que posiblemente no ocurra en los ratones inmunes reinfectados
con el parasito no letal, ya que la expresion del transcrito de IFN-y fue significativamente
menor a la que presentaron los ratones infectados por primera vez con P. yoelii 17XL en
los dias 10, 12 y 15. Probablemente durante la infeccion con P. chabaudi AS no sea
relevante el fenomeno de citoadherencia y la produccién de IFN-y sea lo suficientemente
elevada como para activar los mecanismos de respuesta inmune necesarios en la
eliminacion del Plasmodium, ya que el ultimo dia en que se mantuvo elevada la expresion

del transcrito de IFN-y fue precisamente cuando se registré el pico de la parasitemia.

En relacién a la IL-12 la expresién del transcrito aumenté en la misma proporcién durante
el curso de la infeccién para todos los ratones, excepto el dia 18 puesto que los ratones
inmunes reinfectados con P. vyoelii 17XL presentaron la expresion de IL-12
significativamente mas elevada que el resto de los ratones (Tabla 7), quiza este aumento
evitd el desarrollo de malaria severa como se ha observado en los pacientes con malaria
moderada ocasionada por P. falciparum (Luty et al. 2000), dado que la IL-12 posee
diversas funciones entre las que estan: la capacidad de inducir la producciéon de IFN-y por
las células T y las células NK, ademas induce la proliferacion de células ThO, favorece la
diferenciacion de las células Thl, estimula la eritropoyesis (Stevenson et al.. 2001) y
facilita la produccion de anticuerpos especificos del parasito de las subclases IgG2a e
IgG3 (Su Z & Stevenson 2002), incluso se ha propuesto utilizar la combinacion de IL-12-

cloroquina como terapia para inducir inmunidad (Mohan et al. 1999).

Con respecto a la expresion de TNF-a fue significativamente mayor en los ratones
inmunes reinfectados con P. chabaudi AS a diferencia de los ratones infectados con P.

yoelii 17XL (inmunes o primoinfectados) (Grafica 7). Si bien es cierto que la produccion



de TNF-a se asocia con hipoglicemia, pérdida de peso, fiebre y deseritropoyesis
(Karunaweera et al. 1992, Manis et al. 2003, Tracey et al.1988) también tiene un papel
importante en la inmunidad innata: puesto que activa a los macréfagos para la produccion
de radicales de oxigeno y estimula a los monocitos para aumentar la expresion de
receptores para IgG (Mufiz-Junqueira et al. 2001); dltimamente se ha descrito que la
interaccion de TNF-o con su receptor p55 (p55R) es esencial para desarrollar una
respuesta de memoria (Li & Langhorne 2000). Por lo que es probable que la interaccion
temprana entre TNF-o. y p55R favorezca la activacion de las células B de memoria que se
desarrollaron en la primera infeccién y por ello los ratones inmunes reinfectados con el

parasito homaélogo expresaron TNF-a con mayor intensidad.

En relacién al transcrito de TGF-B nuestros resultados muestran que su expresion
aumento en la misma forma en todos los grupos de ratones Tabla 8, es probable que esa
sea la raz6n por la que no detectamos un incremento significativo en el transcrito de iINOS
durante la infeccién con P. yoelii 17XL, este posible efecto de TGF-§ sobre la expresion
de INOS correlaciona con los resultados de Tsutsui & Kamiyama 1999 quienes
encontraron que un incremento de TGF-f en la fase aguda de la infeccion inhibe la
produccion de Oxido nitrico determinado por la expresion de mRNA de iNOS y la
concentracién de nitritos en suero, aunque es importante recalcar que pueden existir
efectos diversos dependiendo del modelo de malaria tanto murino como del parasito, ya
gue ellos encontraron un incremento maximo en la expresion de TGF-B exactamente el
dia en que se registrd el pico de parasitemia, en cambio en este trabajo se encontré un
aumento desde la fase aguda de la infecciébn y este nivel de expresion se mantuvo

constante hasta que la infeccién se eliminé por completo.

La expresion de IL-4 aument6 en la misma proporcion en todos los grupos de ratones con
exclusion del dia 10 Tabla 9, donde la expresion del transcrito en los ratones que
sufrieron una infeccion con P. chabaudi AS y se reinfectaron con P. yoelii 17XL fue
significativamente menor que en los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS y en el
dia 15 este valor se invirtid, una probable explicacion es que quizas existié un control mas
eficiente en la inhibicién de IFN-y (Powrie et al. 1993), también es probable que se

produjeran anticuerpos de mayor afinidad pues la disminucion de la parasitemia en la fase



crénica se observo primero en los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS y no en los

ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL.

Unicamente en el dia 4 de la infeccion la expresion del mRNA de IL-10 fue
significativamente mayor en los ratones inmunes ya sea que hayan sido reinfectados con
el pardsito letal o con el parasito no letal (Gréfica 8), en los dias restantes de la infeccion
la expresion de IL-10 se incrementd de la misma forma en todos los grupos de ratones,
una probable explicacion podria ser que esta citocina regula al TNF-a para de esta forma
disminuir su efecto patolégico ademas de que la IL-10 también puede inhibir la produccién
de IFN-y (Li et al. 1999, Nussenblatt et al. 2001). Otra probable explicacién es que la
IL-10 también pudo haber bloqueado la expresion de iNOS por la inhibicion de NF-xB
(Wang et al. 1995). En el dia 15 postinfeccién los ratones infectados por primera vez con
P. yoelii 17XL expresaron mas IL-10 que los ratones inmunes reinfectados con el parasito
letal y que los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS, tal vez para regular la

expresion de IFN-y, que en el mismo dia estuvo significativamente elevada.

En relacion a la expresion de la IL-6, Unicamente los ratones infectados por primera vez
con P. chabaudi AS desarrollaron un incremento significativo en la expresién de esta
citocina antes del pico de parasitemia en los dias 8, 10 y 12 Graficas 2 y 9 con respecto a
esta citocina, los reportes de su asociacion con malaria son escasos, sin embargo este
incremento podria asociarse a la estimulacion temprana de las células B para que
maduraran a células plasméaticas productoras de inmunoglobulinas, como lo describi6
previamente Akanmori et al.1996 quien reporté que la administracion de IL-6
recombinante en ratones infectados con P. chabaudi chabaudi incremento el titulo de

anticuerpos IgG1, aunque para lgG2a e IgG2b también se observo un incremento.

Aunque en los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL la expresiéon del mRNA de
iINOS se correlacioné significativamente con la concentracién de nitritos totales en suero
unicamente los dias 4 y 10 de la infeccion (Tabla 10) es importante sefialar que en los
dias 15, 18 y 22 los valores de r fueron de 0.87, 0.77 y 0.96 respectivamente por lo que
biol6gicamente se pueden considerar importantes para inferir que la expresion del mRNA

de la enzima estéa relacionada con la concentracién de nitritos en suero durante la fase



cronica y dado que hubo una correlacion positiva con las citocinas proinflamatorias como
con las inmunorreguladoras durante la fase aguda es probable que a pesar de existir una
estimulaciéon de macréfagos para producir 6xido nitrico inducido por IFN-y, IL-12 y TNF-a
las citocinas inmunorreguladoras contrarrestan este efecto dafiando la expresién de iNOS
a nivel transcripcional y postranscripcional. En nuestros experimentos la concentracion de
nitritos presentd una correlacion positiva en la fase aguda de la infeccidén con la expresion
de las citocinas proinflamatorias e inmunorreguladoras (Tabla 11), sin embargo en la fase
cronica solo existio correlacion positiva el dia 15 con la expresion de IFN-y, una probable
explicacion a ello es que esta citocina tiene un efecto minimo en la expresion de iINOS
gue sinergiza con la actividad de GPI para inducir la produccion de 6xido nitrico (Zhu et al.
2005), ya que en el dia 22 (cuando la concentracion de nitritos se encontré elevada, Tabla
6) no hubo correlacion entre el transcrito de iNOS e IFN-y, como tampoco la hubo entre la

concentracién de nitritos e IFN-y.

Durante la primoinfeccion con P. yoelii 17XL hubo una correlacién positiva y significativa
entre la expresion del transcrito de iINOS y la concentracién de nitritos totales en el dia 15
(Tabla 12), en ese dia la expresion del mRNA de IFN-y, IL-12 e IL-4 también
correlacionaron significativamente tanto con la expresion de iINOS como con la
concentracion de nitritos (Tabla 13) por lo que se infiere que estas citocinas tienen un
efecto directo en la expresion del transcrito de iINOS ya sea en su induccién o en su
inhibicion. Como en las correlaciones: expresion del mRNA de iNOS - expresion del
MRNA de citocinas hubo relaciones inversas (coeficientes de correlacién negativos)
durante la fase aguda de la infeccion se propone que las caracteristicas de la correlacién
entre las variables en esta fase es critica para resolver la infeccion, ya que en los ratones

inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL no se observaron correlaciones inversas.

Como en los ratones inmunes reinfectados con P. chabaudi AS solo existio correlacion
positiva del mRNA de iNOS con la concentracién de nitritos el dia 6 (Tabla 14), pero la
concentracién de nitritos no correlacioné con alguna de las citocinas en ese dia una
probable explicacién podria ser que la produccién de oxido nitrico fue estimulada por el
antigeno soluble del parasito GPI o por la hemozoina. Es probable que en este grupo de
ratones existié una respuesta mediada por anticuerpos especificos, por ello la respuesta
innata mediada por citocinas proinflamatorias no correlacion6 con la produccion de éxido

nitrico. En la primoinfeccion con P. chabaudi AS la correlacion en el dia 10 entre la



expresion del mMRNA de iNOS vy la concentracion de nitritos no fue significativa, pero al
igual que en los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL el coeficiente de
correlacion (0.929) puede considerarse importante (Tabla 16), aunque cabe sefalar que
no hubo correlacion positiva con la expresion del mRNA de las citocinas proinflamatorias,
existe la posibilidad que la produccién de 6xido nitrico fue inducida por GPI. En el dia 12
(cuando existié el pico de parasitemia) la expresion de las citocinas proinflamatorias
correlacion6 significativamente con la concentracién de nitritos Tabla 17, mientras que la
expresion del mRNA de iNOS y la concentracién de nitritos tuvieron un coeficiente de
correlacion de 0.81 no significativo pero podria ser importante biolégicamente. Otro
hallazgo relevante fue la correlacion que existié entre la expresion del mRNA de iNOS y la
produccion de nitritos cuando la parasitemia se eliminé por completo (dia 22), pues se
obtuvo que la expresién del mRNA de las citocinas proinflamatorias que correlacioné con
la expresion del mMRNA de iNOS y con la concentraciéon de nitritos, aunque con algunas de
las citocinas los valores de r (cercanos a 0.9) no fueron significativos. Es posible que esta
correlacion al final de la primoinfeccion con P. chabaudi AS haya generado tolerancia en
los ratones que fueron reinfectados con el paréasito letal, ya que en la literatura existe un
trabajo en pacientes de Papua Nueva Guinea expuestos a reinfecciones multiples quienes
desarrollaron malaria moderada y un incremento en la actividad de iINOS, a diferencia de
los pacientes que desarrollaron malaria severa con una produccion baja de 6xido nitrico
(Boutlis et al. 2003).



9. CONCLUSIONES.

La previa resolucion de malaria no letal con P. chabaudi AS genera proteccion a

reinfecciones letales con P. yoelii 17XL en ratones.

La proteccion contra P. yoelii 17XL se refleja en la disminucion de eritrocitos infectados
pero los pardmetros de patogenia (anemia y pérdida de peso) no se maodifican

favorablemente.

El crecimiento del bazo esta asociado con la eliminacion de la infeccion con P. yoelii 17XL

en los ratones inmunes a P. chabaudi AS.

Como la produccion del 6xido nitrico disminuyé durante la fase aguda de la reinfeccién

con P. yoelii 17XL se descarta que contribuya en la eliminacién de este parasito.

De las citocinas proinflamatorias, unicamente el IFN-y pudiera contribuir en la resolucion
de la infeccién con P. yoelii 17XL en los ratones inmunes dado que su expresion aumento

significativamente durante la fase aguda de la infeccion.

A pesar de que la produccion de oxido nitrico (concentracion de nitritos) en los ratones
inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL disminuyé durante la fase aguda de la infeccion,

ésta correlacion6 con una mayor expresion de IFN-y.

En los ratones inmunes a P. chabaudi AS y reinfectados con P. yoelii 17XL el incremento
en la expresion de las citocinas IFN-y, IL-12, IL-10 e IL-4 se asoci6 con la baja produccion

de 6xido nitrico durante la fase aguda de la infeccion.



10. ANEXOS.

10.1 Soluciones para extraccion de RNA y RT-PCR.

Acril-biscarilamida al 30%

Acrilamida 29.0g
Bisacrilamida 1.0g
Agua bidestilada cbp 100mL

NOTA- | a acrilamida es neurotéxica, usar
guantes y cubrebocas para su

manipulacion.

Agua DEPC 0.1%.
Dietilpirocarbonato 19
Agua bidestilada 1000mL
NOTA- Distribuir en frascos de 250ml, dejar actuar
el DEPC durante 4-12 horas y remover el

DEPC por esterilizacion.

Amortiguador de carga 5X

Reactivo Concentracién final
TRIS, pH=8 50mM
EDTA, pH=8 75mM

SDS 0.5% P/V
Sacarosa 30.0% P/V
Ficoll 10.0% P/V
Azul de bromofenol 0.12% P/V
Xilencianol 0.12% P/V

NOTA- Guardar a temperatura ambiente.



Amortiguador de PCR 10X con Mg™*

Stock Reactivo
1M MgCl,
2.5M KCI
2.0M Tris pH=8.3
20M/.,.  Gelatina

Agua millipore

NOTA- Distribuir el amortiguador de PCR 10X en tubos eppendorf

de 650pl.

[Final] en el tubo
de Rx =PCR 1X

2mM
50mM
10mM
0.1mg/mL

10ml PCR 10X

0.2mL
2.0mL
0.5mL
0.5mL
6.8mL

[10X]

Gel de acrilamida al 5%

Agua bidestilada

TBE 10X

Acrilamida/Bisacrilamida 30%

APS 10%
TEMED

Mezcla de reacciéon para PCR.

Para un tubo de reccién realizar la mezcla de la siguiente forma:

72.2mL
10.0mL
16.8mL
950uL
100pL

500mM
100mM

20mM

Stock Reactivo g M
Amortiguador
10X de PCR 1X 2.0ul
5mM dNTP's 0.2mM 0.8ul
20uM Oligo p-actina 0.1uM 0.1l
20uM #*Qligos 0.1uM 0.1ul
5%, Taq DNA pol 0.5U 0.1ul
Agua para

PCR 11.9pul
Volumen final 15.0ul

***De acuerdo al gen que se amplifique, colocar

el oligonucleético correspondiente

100mL (2 geles 16X16)



Mezcla de reaccion para retrotranscripcion

En un tubo eppendorf realizar la mezcla para una reaccion:

1 Rx

g\)r?ortiguador de retrotrasncripcion 4.04
0.1IM dTT 2.0yl

5mM dNTP's 2.0ul

Enzima M-MLV RT 1.0ul

Inhibidor de RNAsa 0.1ul

Agua DEPC 1.0ul

Volumen final 10.1ul

PBS (solucion amortiguadora de fosfatos) para extracccion de RNA, libre de calcio y

magnesio.
NaCl 8.0g
KCI 0.2g
Na,HPO,4 1.44g
KH,PO, 0.24g

Agua millipore cbp 1000mL

NOTA-~ Alicuotar en frascos de 250mL y esterilizar.

Persulfato de amonio (APS) al 10%.
Persulfato de amonio 10.0g
Agua bidestilada 100mL

NOTA- Preparar alicuotas de 500uL y guardar en el congelador.



TBE (amortiguador Tris-Acido borico-EDTA) 10X.

Tris 1M 121.10g
Acido borico 1M 61.83g
EDTA 50mM 18.61g
Agua bidestilada cbp 1000mL

NOTA- Calentar la solucion para disolver mas

rapido los reactivos

10.2 Soluciones para extraccion de proteinas y Western-Blot.

1. Acrilamida/Bis-acrilamida 30% 0.8%

Acrilamida 30.0g
Bisacrilamida 0.8g
Agua milliQ cbp 100mL

Guardar en frasco ambar a 4°C

2. Amortiguador de carga 5X (Laemmli)

Tris-HCI 1M, pH 6.8 3.12mL
SDS 1.0g
Glicerol 5.0mL
B-mercaptoetanol 0.5mL
Azul de bromofenol 0.005¢g
Agua milliQ cbp  10mL

Disolver el SDS en el agua y posteriormente

Adicionar los reactivos restantes.

3. Amortiguador de corrimiento 10X, pH 8.3

Glicina 1449
Tris 30.55¢
SDS 10g
Agua bidestilada cbp 1000mL

Ajustar el pH con HCI antes de aforar, para obtener la solucion
de trabajo 1X, diluir 1:10.



4. Amortiguador de sonicacion, pH 7.5

Sacarosa 0.32M
Tris 1.0mM
EDTA 1mM
DTT 1mM

Agua milliQ

10.95¢g
0.121g
0.037g
0.0154g
cbp 100mL

Disolver en 70mL de agua milliQ,
ajustar el pH a 7.5 con HCly

aforar a 100mL. Almacenar a 4°C.

5. Amortiguador de sonicacion con inhibidores de proteasas

Aprotinina (10ug/pL)
Leupeptina (1ug/ul)
Soybean (1 pg/pL)
PMSF (200mM)

Amortiguador de sonicacion

Preparar en el momento de utilizar

6. Amortiguador de transferencia
TRIS 25mM
Glicina 192mM
SDS 0.05%
Metanol 20%
Agua milliQ

7. Gel concentrador 5.14%
Acrilamida 30% 0.8%
Tris 0.5M, pH 6.8
Agua milliQ
SDS 10%
TEMED
APS 10%

1ulL
10 uL
10 uL

0.5 uL
ImL

3.03¢g
14.4g
0.5¢g
200mL
cbp 1000mL

1.67mL
2.5mL
5.7mL
100pL
10 pL
40 uL



8. Gel separador 12%

Acrilamida 30% 0.8% 3.9mL
Tris 1.5M, pH 8.8 2.5mL
Agua milliQ 3.5mL
SDS 10% 100 pL
TEMED 13 uL
APS 10% 40 uL

9. SDS al 10%
SDS 10g
Agua milliQ 100mL

10. TBS (Amortiguador Tris-salino), pH 7.5

NaCl 150mM 8.769g
Tris 20mM 2.42¢g
Agua bidestilada cbp 1000mL

Ajustar el pH con HCI antes de aforar

11. TBS-Tween 0.1%
Tween 100 pL
TBS 100mL

Preparar en el momento de utilizar.

12. Tris 0.5M, pH 6.8
Tris 60.57g
Agua milliQ cbp 1000mL
Ajustar el pH con HCI



13. Tris 1.5M, pH 8.8
Tris 181.719g
Agua milliQ cbp 1000mL
Ajustar el pH con HCI

10.3 Soluciones para la deteminacién de nitritos

1. Acido tricloroacético al 10%
Acido tricloroacético 10g
Agua bidestilada 100mL

Guardar en frasco ambar y almacenar de 0-4°C

2. NADPH
NADPH 1.25¢g
PBS 1X ImL

Almacenar a —20°C

3. NED (Natftiletilendiamina) al 1%
NED 0.04g
Agua bidestilada 40mL

Conservar en frasco ambar de 0-4°C.

4. Nitrato reductasa (Aspergillus)
Nitrato reductasa 20U
PBS 1X 2mL

Preparar alicuotas de 0.25mL y almacenar a 4°C



5. Nitrito de sodio 0.7mM

NaNO, 1.932mg
Agua bidestilada cbp 40mL
6. PBS 10X
NacCl 87¢g
KH,PO, 49
Na,HPO, -H,O 67.82¢g
Agua bidestilada cbp 1000mL
Filtrar y esterilizar, para obener la soluciéon 1X
diluir 1:10

7. Sulfanilamida al 1% en acido fosforico al 5%
Sulfanilamida 0.4g
Acido fosforico al 5% 40mL

Guardar en frasco ambar y de 0-4°C
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