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RESUMEN 

 

En la actualidad la malaria sigue siendo un problema de salud pública en el mundo, 

anualmente se infectan 300 millones de personas y causa la muerte de más de un millón 

principalmente niños; en nuestro país el INDRE reporta el mayor número de casos de 

malaria por Plasmodium vivax en el Estado de Oaxaca siendo los grupos de alto riesgo 

los niños y las mujeres embarazadas.  Desafortunadamente es difícil lograr la erradicación 

de la malaria debido a diversos factores que involucran tanto al vector como al parásito, 

por ello las investigaciones de malaria se han enfocado al estudio y comprensión de los 

mecanismos de inmunidad desarrollados durante la infección con Plasmodium. 

 

En el presente trabajo se estudió la correlación entre la producción de óxido nítrico y la 

expresión de citocinas como un factor determinante en la resolución de una infección 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 reinfección 

se determinó la producción de óxido nítrico y la expresión de citocinas (proinflamatorias e 

inmunorreguladoras), los resultados indicaron que durante la fase aguda de la reinfección 

hubo una correlación positiva entre la baja producción de óxido nítrico y la expresión de 

citocinas IFN-γ, IL-12, IL10 e IL-4, lo que sugiere que el óxido nítrico quizá es uno de los 

factores que favorecen la eliminación del parásito letal y su producción está regulada 

estrictamente por las citocinas, además este efecto se induce con exposición previa al 

parásito 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. INTRODUCCIÓN 

 

 

La malaria es un problema de salud pública en el mundo, en el 2005 la OMS y la UNICEF 

reportaron que anualmente se infectan más de 300 millones de personas y mueren un 

millón principalmente niños, tan sólo en nuestro país el número de casos generados por 

Plasmodium vivax en el Estado de Oaxaca ha incrementado en los últimos cuatro años, 

los grupos de alto riesgo son los niños 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, además para que un individuo se torne 

inmune en zonas endémicas se requieren múltiples infecciones, aunque se han reportado 

casos en los que puede existir parasitemia sin que el paciente presente la sintomatología 

característica del paludismo. 

 

Los intentos por desarrollar una vacuna efectiva contra malaria no han tenido éxito por la 

diversidad de antígenos que el parásito presenta tanto en el estadio hepático como en el 

estadio eritrocítico, aunado a la variabilidad antigénica que desarrolla durante las 

recrudescencias y la recombinación genética; por ello las últimas 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 parásito. 

 

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 primoinfección con un parásito no letal confiere protección ante una 

reinfección con un parásito letal mediante mecanismos inespecíficos responsables de 

regular la patogenia de la infección, tales como óxido nítrico y producción de citocinas, 

planteando que una posible correlación entre ambos factores fuese la responsable de la 

protección ante una especie de Plasmodium letal.  Para ello, se utilizó 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 infección se evaluaron las curvas de parasitemia, 

la anemia, la pérdida de peso y el  índice esplénico, considerados parámetros de 

patogenia.   

La producción de óxido nítrico con efectos citotóxicos y citostáticos sobre el parásito, se 

analizó con la determinación de nitritos totales (reacción de Griess) en suero, dado que es 

el producto de degradación más estable; también se detectó la expresión de iNOS por 

RT-PCR y Western Blot, dado que el encontrar un incremento en la síntesis del mRNA no 

significa que suceda lo mismo con la proteína, además esta última técnica nos sirvió para 

descartar la posible procedencia endotelial del NO.  En tanto que la expresión de las 

citocinas proinflamatorias (IFN-γ, IL-12, TNF-α) y antiinflamatorias o inmunorreguladoras 

(TGF-β, IL-4, IL-10, IL-6) también se analizó en el bazo por RT-PCR cuya sensibilidad es 

mayor que el bioensayo o ELISA. 



 
2. OBJETIVOS. 

 

 

Objetivo General. 
 

 Determinar si existe correlación entre la producción de óxido nítrico y la expresión de 

citocinas en la protección contra Plasmodium yoelii 17XL en ratones inmunes a 

Plasmodium chabaudi AS. 
 

 

 

 

 

 

Objetivos Específicos 
 

 Determinar la cinética de la parasitemia en ratones CBA/Ca inmunes y reinfectados 

con P. yoelii 17XL 
 

 Evaluar los parámetros de patogenia: anemia, pérdida de peso e índice esplénico 

durante la infección. 
 

 Estimar la producción de óxido nítrico mediante la determinación de nitritos totales en 

suero con el reactivo de Griess. 

 

 Determinar la expresión de la óxido nítrico sintasa inducible por RT-PCR y Western 

Blot. 
 

 Analizar la expresión de citocinas proinflamatorias (IFN-γ, IL-12, TNF-α) y anti-

inflamatorias (TGF-β, 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 

parásitos protozoarios del género Plasmodium, que infectan al hospedero humano y al 

insecto alternativamente.  Se cree que el hombre prehistórico debió haber sufrido malaria, 

se considera que el paludismo tuvo su origen en África y que acompañó a las migraciones 

humanas a las orillas del Mediterráneo, a la India y al Sur Oriental de Asia.  En el pasado, 

la malaria era común en las áreas pantaneras de Roma y por lo tanto su nombre se deriva 

del italiano, (mal-aria) o "mal aire", también se conocía como fiebre romana (Tay et al. 

1995)

Es una de las enfermedades tropicales más graves del mundo, en su informe del 2005 la 

OMS reportó que afecta a más de 300 millones de personas al año y se estima que 

anualmente causa un millón de muertes, principalmente en niños; en África se ha 

reportado que cada 30 segundos muere un niño de malaria (OMS 2005, UNICEF 2004).  

Dado que los niños son más vulnerables,  la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

aconseja no llevar de vacaciones a bebés o niños pequeños a zonas afectadas por la 

malaria.  Las mujeres embarazadas también corren un riesgo mayor; en zonas de África 

en las que la malaria tiene una elevada incidencia la probabilidad de que las mujeres 

embarazadas sufran ataques clínicos de malaria es cuatro veces mayor que en cualquier 

otro momento; pero las probabilidades de sobrevivir a accesos de esta fatal enfermedad 

son sólo 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 último es el más virulento. 

 

3.2 Ciclo biológico. 
La infección inicia con la picadura de la hembra del mosquito Anopheles infectada, la cual 

antes de alimentarse con sangre inyecta el material de sus glándulas salivales que 

contiene las formas infectivas del parásito, 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 exoeritrocítico o esquizogonia preeritrocítica, donde el parásito 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 sólo de 

800-1000 en otras especies.  Al romperse el hepatocito, los criptomerozoitos infectan 

otros hepatocitos (excepto los constituidos por P. falciparum) además de invadir a los 

eritrocitos, inician el ciclo eritrocítico y la fase sintomática de la infección (Brown y Neva 

1985, Cohen 1984, Tay et al. 1995). 

Durante la invasión del eritrocito el criptomerozoito pasa por los estadios de anillo, 

trofozoito y esquizonte en este último la cromatina presenta múltiples fragmentaciones 

que dan lugar  a los merozoitos eritrocíticos (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 invasión se favorece por enzimas 

proteolíticas del merozoito y por ligandos que se unen a receptores (sialoglicoproteínas) 

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, únicamente se ha 

descrito que la adhesión 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 PvRBP (P. vivax reticulocyte binding protein) y la proteína de unión al 

antígeno Duffy , DBP (Duffy binding protein) (Baum et al. 2003, Chitnis & Blackman 2000) 

Después de varios ciclos eritrocíticos 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 

estómago.  El microgameto sufre exflagelación 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 glándulas 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 número 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 biológico 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 Diagnóstico y Referencias 

Epidemiológicas) ha reportado con mayor incidencia de malaria por P. vivax (Gráfica 1), 

sin embargo no es la única 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, según Gonzalez et al. el Centro de Control y Ecología de enfermedades 

por vectores de la Marina ha reportado que los vectores Anopheles aztecus y Anopheles 

darlingi  también contribuyen a la transmisión 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 0 0 0  

Oaxaca 1 0 0 0 0  

Total 124 70 16 43 47 22 

 
 

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 acción de anticuerpos anti-GPI 

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

inmunogenicidad, Figura 2 (Naik et al. 2000a). 

Los síntomas de la infección se presentan durante el estadio sanguíneo, cuando los 

parásitos presentan ciclos de crecimiento y replicación dentro de los eritrocitos.  Los 

pacientes presentan dolor de cabeza, fiebre, escalofríos, 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. 

3.4 Síntomas y patogenia. 
 

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



La síntesis de GPI es crucial para el desarrollo y sobrevivencia del parásito, es exclusiva 

del estadio eritrocítico y la utiliza para anclar proteínas transmembranales como la MSP-1 

(del Inglés merozoite surface protein-1) y MSP-2, estimula la producción de TNF-α (factor 

de necrosis tumoral-α) en macrófagos mediante su residuo de manosa teminal (Figura 2), 

esta inducción de TNF-α 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-α a su vez estimula la síntesis de IL-1 (interleucina-1), así 

ambos pirógenos probablemente incrementen la temperatura corporal mediante un 

aumento en la síntesis hipotalámica de la prostaglandina PGE2 (Dinarello et al. 1986, 

Tracey et al. 1988). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Estructura de la toxina de malaria GPI, con línea punteada se muestra 

la región inmunogénica y con el recuadro la manosa que induce la producción de 

TNF-α (modificada de Naik et al. 2000a). 

 

La sobrevivencia del parásito en el eritrocito se debe a su capacidad de sintetizar 

proteasas aspárticas y proteasas de cisteína para obtener aminoácidos de la molécula de 

hemoglobina, durante la digestión de ésta también existe la formación del subproducto 

hematina el cual se polimeriza por acción de proteínas ricas en histidina para generar el 

pigmento palúdico o hemozoína (Olliaro & Yuthavong 1999, Sullivan et al. 1996, Zeigler 

 



2001).  La hemozoína contribuye en gran parte a la patogenia dado que en los eritrocitos 

infectados induce lipoperoxidación y los productos finales (hidroxiácidos grasos) inhiben la 

actividad de monocitos, in vitro induce la producción de TNF-α e IL-1 por macrófagos, su 

concentración en neutrófilos y monocitos de pacientes con malaria severa es mayor que 

en pacientes con malaria no complicada, su ingestión por macrófagos genera radicales 

libres de oxígeno que reducen la producción de citocinas, en monocitos inhibe la 

expresión de las moléculas MCH clase II, CD54 (refuerza la señal del receptor de células 

T) y CD11c (integrina que se une a CD54), esenciales en la presentación de antígeno y 

adhesión 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 áreas de alta 

endemicidad (Bojang et al. 1997, Schellenberg et al. 1999).  Los mecanismos que 

contribuyen a su desarrollo son el incremento en la destrucción de eritrocitos y la 

supresión de médula ósea.  La destrucción 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, además existe lisis de 

eritrocitos no parasitados por una disminución de las proteínas 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 supresión en médula ósea son: la 

reticulocitosis retardada, la inhibición 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 síntesis defectuosa del grupo hemo, en algunos casos disminución de la 

síntesis de eritropoyetina y la deseritropoyesis caracterizada por mitosis incompleta, 

disgregación de cromatina, cariorrexis, puentes intercitoplásmicos (Menéndez et al. 2000, 

Phillips & Pasvol 1992, Srichaikul 1999).  La inhibición de la eritropoyesis es multifactorial, 

la producción de las citocinas TNF-α, IL-1β e IFN-γ se ha implicado en la deseritropoyesis, 

sin embargo la deficiencia de IL-12 también contribuye a esta alteración (Clark & Chaudhri 

1988, Mohan & Stevenson 1998, Yap & Stevenson 1994).  Recientemente Martiney et al. 

2000 describieron que la producción de MIF (migration inhibitory factor) por macrófagos 

que ingieren hemozoína suprime el desarrollo de los precursores eritroides BFU-E y CFU-

GEM dependientes de eritropoyetina. 

 



La infección con P. falciparum  puede complicarse y conducir a malaria cerebral causando 

acidosis metabólica, hipoglicemia, hipertensión 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).  El principal hallazgo que conlleva al 

desarrollo de hipoxia local cerebral es la obstrucción 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 jóvenes y síntomas neurológicos reducidos en animales 

viejos (Clark & Schofield 2000, Heran et al. 2000).  Clark et al. 2003 describieron 

diferentes categorías de malaria cerebral de acuerdo a la histopatología observada en 

cerebro, la categoría A se caracteriza por no presentar cambios histológicos discernibles 

con pigmento palúdico y parásitos dentro de vasos ocasionales; en la categoría B a 

diferencia de la anterior existe un incremento en el número de eritrocitos parasitados 

secuestrados y, en la categoría C se observan microhemorragias con acumulación de 

células mononucleares productoras de hemooxigenasa y eritrocitos parasitados.  La 

obstrucción de vénulas y capilares por eritrocitos parasitados es consecuencia de su 

citoadherencia y de la formación de rosetas.  Durante la maduración del estadio 

eritrocítico, el parásito sintetiza la molécula adhesiva PfEMP-1 (Plasmodium falciparum 

erythrocyte membrane protein-1) y la ancla a la membrana del eritrocito, por ello sólo 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 unión al antígeno Duffy (DBL), 1-2 regiones entre los dominios DBL 

ricos en cisteína, una región transmembranal y un segmento de carácter ácido intracelular 

(Chen et al. 2000).  La adhesión de PfEMP se favorece por el incremento de TNF-α pues 

esta citocina aumenta la expresión de los receptores endoteliales ICAM-1 (Intercellular 

adhesión molecule 1), CD36, VCAM-1 (vascular cell adhesión molecule 1), selectina E, 

PECAM-1 (platelet/endotelial cell adhesión molecule 1) y trombospondina.  ICAM-1, 

VCAM-1 y selectina P regulan la rotación del eritrocito parasitado sobre el endotelio y los 

demás receptores son responsables de la estabilidad de la unión (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 formación 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 antígenos de los grupos sanguíneos A y B (Chen et al. 2000).  

Aunado al secuestro de eritrocitos se ha descrito que en malaria cerebral existe la 

acumulación de plaquetas en vénulas y capilares, probablemente unidas a PfEMP-1 por 

medio de CD36 (Grau et al. 2003).  A pesar de que los neutrófilos no se secuestran, su 

aumento correlaciona con el desarrollo de malaria cerebral murina e incrementa el 

desarrollo de microhemorragias y expresión de citocinas Th1 en cerebro (Chen et al. 

2000).  Cabe destacar que la obstrucción de vénulas y capilares no es exclusiva del 

cerebro, también existe en corazón, pulmón, riñón, hígado e intestino delgado. 

 

3.5 Respuesta inmune en malaria. 
Durante la infección con malaria se desarrollan diferentes mecanismos de inmunidad que 

incluyen la participación de células T, células B, macrófagos, neutrófilos, células 

dendríticas, células NK, complemento y producción de anticuerpos (Artavanis-Tsakonas et 

al. 2003, Langhorne 1994).  Sin embargo el desarrollo de una respuesta antiparásito 

efectiva está limitada por la complejidad del ciclo biológico (estadio hepático y estadio 

eritrocítico), la diversidad antigénica entre las especies de Plasmodium y el polimorfismo 

de las proteínas de superficie del esporozoito (estadio hepático) o del merozoito (estadio 

eritrocítico).  Si bien es cierto que los habitantes de zonas endémicas de malaria generan 

inmunidad natural contra el Plasmodium después de múltiples exposiciones, ésta es 

parcial pues presentan sintomatología moderada o son asintómaticos con parásitos en 

sangre (Branch et al. 2005, Modiano et al. 1996). 

El estadio eritrocítico está asociado directamente con la patogenia, por ello se hará 

énfasis en la respuesta inmune de esta fase.  Los linfocitos T son esenciales en la 

inmunidad contra el Plasmodium por su efecto en la activación de células efectoras 

(macrófagos y neutrófilos) y por su colaboración en la producción de anticuerpos 

(Hirunpetcharat & Good 1998, Riley 1999).  En la respuesta temprana contra malaria las 

células Tγδ y las células NK (natural killer) actúan como la primera línea de defensa contra 

el estadio sanguíneo de la infección ya que son la principal fuente de IFN-γ y TNF-α 

(Artavanis-Tsakonas & Riley 2002, Choudhury et al. 2000, Seixas & Langhorne 1999) 

necesarios para activar macrófagos, 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 Th1; 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 

colaboración en la respuesta inflamatoria y en la producción de anticuerpos, rearreglan las 

cadenas α/β en su receptor TCR (T cell receptor) (Constant & Bottomly 1997).  Existen 

dos subtipos de linfocitos T CD4+, los linfocitos Th1 que producen IL-2, IFN-γ, TNF-β y 

regulan la respuesta de hipersensibilidad retardada; los linfocitos Th2 en cambio sintetizan 

IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e inducen la maduración de las células B a células plasmáticas 

productoras de IgG1 e IgE (Kourilsky & Trufa-Bachi 2001).  La polarización de Th1/Th2 

depende del ambiente en que se encuentren los linfocitos TCD4+αβ, así la IL-12 y el IFN-γ 

producidos por las células dendríticas y las células NK respectivamente inducen la 

diferenciación de Th1 mientras que la IL-4 proveniente de basófilos y células cebadas 

conduce a la diferenciación de Th2 (Avni & RaO 2000, Constant & Bottomly 1997).  

Durante la infección con malaria los subtipos de linfocitos TCD4+ se activan en tiempos 

diferentes, en la infección con P. chabaudi chabaudi las células Th1 predominan en la 

fase temprana o aguda (antes del pico de parasitemia) y las células Th2 abundan durante 

la fase tardía (Taylor-Robinson & Phillips 1993).  En pacientes con malaria producida por 

P. falciparum no complicada se ha observado que la producción temprana de citocinas 

Th1 es crucial para obtener una respuesta efectiva y para resolver la infección (Torre et al. 

2002), sin embargo las citocinas proinflamatorias deben ser altamente reguladas pues el 

incremento de TNF-α e IL-6 está asociado con la severidad de la enfermedad  por ser 

agentes pirógenos (Lyke et al. 2004)..El TNF-α también induce la expresión de moléculas 

de adhesión 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 

dendríticas, a los macrófagos y a los neutrófilos para producir IL-12 (Chen et al. 1999, 

Perry et al. 2004, Su & Stevenson 2002).  Las funciones principales de IL-12 en el estadio 

eritrocítico del Plasmodium son: la activación de células T y células NK para producir IFN-

γ y TNF-α, el aumento de la citotoxicidad de las células NK, la inducción de la proliferación 

de las células T CD4+, la inducción de la diferenciación de células Th1, la estimulación de 

la eritropoyesis (Chaisavaneeyakorn et al. 2003, Mohan & Stevenson 1998, Stevenson et 

al. 2001) y favorecer la producción de anticuerpos IgG1, IgG2a, IgG2b (Su & Stevenson 

2002), se ha observado que la combinación de IL-12 con cloroquina protege ante retos 

letales (Mohan et al. 1999). 

El IFN-γ y el TNF-α contribuyen a resolver la infección de malaria activando macrófagos 

que aumentan su actividad fagocítica, favorecen la producción de IL-6 y TNF-α, 

 



incrementan su actividad parasiticida a través de mecanismos citotóxicos que involucran 

reactivos intermediarios del oxígeno (H2O2, radicales superóxido O2
-), e inducen la 

producción de óxido nítrico por la activación de iNOS (óxido nítrico sintasa inducible) 

(Clark et al. 2003, Jacobs et al. 1996) con la subsecuente formación de moléculas tóxicas 

como radicales hidroxilo (OH-), ácido hipocloroso (HClO) y peroxinitrito (ONOO-) 

(Beckman et al. 1990, Su & Stevenson 2000, Torre et al. 2002). 

La sobreproducción de citocinas inflamatorias y la activación prolongada de macrófagos 

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-β y las citocinas inflamatorias IFN-γ/TNF-α es crítico en la 

resolución de infección pues se favorece una respuesta antienfermedad (disminución de 

citocinas inflamatorias) y una respuesta antiparásito (producción de anticuerpos) (Li et al. 

2003, Li et al. 1999, Tsutsui & Kamiyama 1999). La  IL-10 además de inhibir la producción 

de TNF-α y de IL-6 en macrófagos, estimula la eritropoyesis, inhibe la actividad 

parasiticida de macrófagos activados por IFN-γ, suprime la producción de IFN-γ por 

células NK (Nussenblatt et al. 2001).  El TGF-β por su parte suprime la producción de 

TNF-α y óxido nítrico en macrófagos e inhibe la producción de TNF-α e IFN-γ en células 

NK y células Th1 , disminuye la expresión de moléculas de adhesión (ICAM-1 y VCAM-1) 

reduciendo el riesgo de malaria cerebral (Fakhereldin et al. 1998).  Otra citocina 

inmunorreguladora es la IL-4, cuya función más que controlar la respuesta inflamatoria es 

favorecer el crecimiento de células Th2 e inducir la maduración de células B a células 

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

 

 

 



4. IMPORTANCIA DEL ÓXIDO NÍTRICO. 
 

4.1 Biosíntesis del óxido nítrico. 
El óxido nítrico (NO) se identificó inicialmente en el endotelio vascular como factor de 

relajación derivado del endotelio (EDRF) (Ignaro et al. 1987).  El NO presenta un electrón 

desapareado en su órbita externa que le confiere propiedades de radical libre, es 

moderadamente soluble en agua, debido a su bajo peso molecular (30Da) y a su 

naturaleza lipofílica difunde rápidamente a través de las membranas lipídicas, en las 

células de mamíferos tiene una vida media de 2-30 segundos (Lowenstein et al. 1994). 

El óxido nítrico se sintetiza por una familia de enzimas denominadas óxido nítrico sintasas 

(NOS) a partir de la L-arginina, oxígeno molecular y NADPH, además requiere de los 

cofactores flavín mononucleótido (FMN), flavín adenín dinucleótido (FAD), 

tetrahidrobiopterina (BH4), protoporfirina IX (grupo hemo) y calmodulina (Ferrer et 

al.1998). 

Las NOS activas son homodímeros, cada monómero 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 unión para los cofactores NADPH, FMN, 

FAD y calmodulina; en el dominio oxidasa existe la unión de BH4 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 BH4 favorece la unión del sustrato L-arginina, colabora estabilizando la 

estructura dimérica de las NOS y la conformación 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 macrófagos), en la Tabla 
2 se resumen las características de cada enzima (Ferrer et al. 1998).  La activación 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 

activación es independiente de los cambios en la concentración de Ca2+, su regulación es 

a nivel transcripcional y se ve favorecida por las citocinas IL-1, TNF-α, IFN-γ y el 

lipopolisacárido, LPS (Korhonen 2002, Lowenstein et al. 1994). 

Para la transcripción del gen iNOS se han identificado tres sitios de unión en la región 

promotora, el elemento NF-κB (activado por TNF−α, IL-1 y LPS), el factor-1 regulador de 

IFN-γ (IFR-1) y el sitio activado por IFN-γ (GAS) (Blanchette et al. 2003, Taylor et al. 

1998). 

 



 

El factor de transcripción NF-κB (factor nuclear kappa B) reside en el citoplasma y existe 

como un heterodímero p50/p65 inactivo, unido a sus proteínas inhibidoras IκBα e IκBβ 

(Baldwin 1996).  La activación del receptor TNF-α conduce a la activación subsecuente 

del factor-2 asociado al receptor de TNF-α (TRAF-2), la activación del receptor IL-1 activa 

al factor-6 asociado al receptor de TNF-α (TRAF-6), el reconocimiento de LPS por 

receptores tipo Toll (RLT) conduce a la activación de TRAF-6. Ambos TRAF-2 y TRAF-6 

activan a la cinasa inductora de NF-κB (NIK), la cual fosforila y activa la cinasa IκB (IKK).  

IKK es capaz de fosforilar IκB lo que conduce a la ubiquitinación y degradación de IκB de 

esta forma se libera NF-κB el cual se transloca en el núcleo y se une al elemento NF-κB 

de la región promotora de iNOS (Korhonen 2002).  Se ha observado que el IFN-γ 

sinergiza con TNF-α para activar NF-κB, aumentando la fosforilación de IκBα e IκBβ a 

través de la cinasa IκB activada por PTK (proteina cinasa de tirosina) Cheshire & Baldwin 

1997. 

La unión de IFN-γ a su receptor conduce a la activación de las cinasas de tirosina de la 

familia Janus (Jak1 y Jak2) las cuales a su vez activan el factor de transcripción STAT1-α 

el cual transloca en el núcleo para unirse a GAS, se ha reportado que IFN-γ también 

activa a las Erk1/Erk2 (cinasas reguladas por señales extracelulares) que fosforilan a 

STAT1-α en un residuo de serina (Blanchette et al. 2003).  STAT1-α también induce la 

transcripción del gen IRF-1, que genera la proteína IRF-1 la cual funciona como otro factor 

de transcripción promovido por IFN-γ para incrementar la expresión de iNOS (Faure et al. 

1999). 

La supresión de iNOS puede suceder a nivel transcripcional o postranscripcional, la IL-10 

y la IL-4 inhiben la transcripción de iNOS disminuyendo la producción tanto de TNF-α 

como de IFN-γ, a nivel postranscripcional.  La IL-10 y el TGF-β desestabilizan el transcrito 

de iNOS (mRNA de iNOS) Korhonen 2002, MacMicking et al. 1997. 

 

 



Isoforma 
Otros 

nombres 

Comosoma 

humano 

Características 

del gen 

Tamaño de 

la proteína 

 

Regulación 

Expresión en 

células 

Neuronal 

Tipo I 

NOS1 

nNOS 

ncNOS 

bNOS 

12 
160Kb 

29 exones 

Células 
neuronales, 

1433 aa 

160 kDa 

Expresada 

constitutivamente, 

dependiente de 

calcio 

Músculo 

esquelético 

Endotelial 

Tipo III 

NOS3 

eNOS 

ecNOS 

7 
21-22Kb 

26 exones 

1203 aa 

134 kDa 

Expresada 

constitutivamente. 

Dependiente de 

calcio 

Células 

endoteliales, 

Células 

epiteliales, 

Cardiomiocitos

Inducible 

Tipo II 

NOS2 

INOS 

macNOS 

17 
37Kb 

26 exones 

1153 aa 

130 kDa 

Independiente de 

calcio, inducida 

por estímulos 

inflamatorios 

(citocinas, LPS) 

Macrófagos, 

Hepatocitos, 

Astrositos, 

Fibroblastos, 

Eosinófilos 

Tabla 2. Características de las óxido nítrico sintasas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
4.2 Efectos del óxido nítrico. 
En condiciones fisiológicas el NO puede difundir hacia las células subyacentes donde 

activa a la enzima guanilato ciclasa por medio de la nitrosilación del grupo hemo lo que 

aumenta  los niveles de cGMP (monofosfato de guanosina cíclico), que es un mediador de 

la dilatación de los vasos sanguíneos, también está asociado con la desagregación 

plaquetaria y con la apertura y cierre de algunos canales iónicos (Ferrer et al. 1998).  La 

sobreproducción de NO tiene efectos patológicos que están mediados por los reactivos 

intermediarios del nitrógeno (RNI), ocasionan daño en el DNA, inician la peroxidación de 

lípidos e inactivan un sin número de enzimas entre las que cabe señalar las involucradas 

en la respiración mitocondrial, el NO está involucrado en la producción de energía y en la 

replicación celular (Beckman & Koppenol 1996,).  La inactivación de enzimas le confiere 

propiedades protectoras al NO durante diversas infecciones ocasionadas tanto por 

parásitos, bacterias, virus y hongos. 

El NO reacciona con los metales de transición, compite con el oxígeno para ocupar el sitio 

de unión en la citocromo c oxidasa (Brown 1995), probablemente actúe de manera similar 

en las hemoproteínas: 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 trióxido de dinitrógeno (N2O3) y el peroxinitrito 

(ONOO-), pero los metabolitos finales y estables son los nitritos (NO2
-) y los nitratos   

(NO3
-).  El N2O3 es el producto de la reacción entre el NO y el O2, es una especie 

altamente reactiva que genera nitrosilación mediante la transferencia de iones nitrosonio 

[NO+] a nucleófilos que contienen nitrógeno y azufre (Grisham et al. 1994). La reacción de 

[NO+] con aminas produce nitrosaminas, la nitrosilación de aminas heterocíclicas 

primarias como las purinas y pirimidinas del DNA genera desaminación hidrolítica 

(Görsdorf et al. 1990).  La nitrosilación de átomos de azufre produce s-nitrosotioles: 

  RSH  +  [NO+]                     RSNO  +  H+

La s-nitrosoalbúmina es el nitrosotiol más abundante en el citoplasma, la hemoglobina 

también se nitrosila en un residuo de cisteína de la subunidad β (Grisham et al. 1999) 

El ONOO- es un oxidante muy potente, oxida a: las  proteínas, los lípidos, los ácidos 

nucleicos, y a los tioles, también induce la nitración de las proteínas con residuos de 

tirosina, y  fragmenta al DNA (Murphy 1999). 

 

 

 



4.3 Papel del óxido nítrico en malaria 

Diversos estudios in vitro han mostrado que el óxido nítrico, sus metabolitos estables 

(NO2
-, NO3

-) y los derivados S-nitrosotioles tales como S-nitrosocisteina y                          

S-nitrosoglutatión inhiben el crecimiento del Plasmodium falciparum (Rockett et al. 1991).  

El óxido nítrico tiene un efecto parasiticida in vivo, cuando se inhibe su síntesis durante la 

infección con Plasmodium se incrementa la parasitemia (Taylor-Robinson & Smith 1999) y 

cuando los ratones infectados con P. berghei (letal) reciben tratamiento para aumentar la 

producción de óxido nítrico son capaces de recuperarse (Dascombe & Nahrevanian, 

2003). 

La síntesis de óxido nítrico durante la infección con Plasmodium es a través de la óxido 

nítrico sintasa inducible (iNOS, NOS2) en macrófagos y monocitos.  Los factores que 

inducen la expresión del transcrito de iNOS son la hemozoina (pigmento de malaria), la 

molécula de anclaje GPI y las citocinas inflamatorias IFN-γ y TNF-α (Jacobs et al.1996, 

Keller et al. 2004, Zhu et al. 2005). 

Durante la infección con P. falciparum el óxido nítrico tiene un papel protector, su 

producción está relacionada inversamente con la severidad de la infección (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 expresión del transcrito de iNOS en 

células totales de sangre periférica, predominantemente en monocitos aunque los 

linfocitos, neutrófilos y plaquetas también expresan el mRNA de iNOS (Chiwakata et al. 

2000). 

El óxido nítrico además de tener un efecto tóxico sobre el Plasmodium inhibe la 

proliferación de las células Th1 y por consiguiente bloquea la producción de IL-2, IFN-γ y 

del pirógeno TNF-α (Taylor-Robinson & Smith 1999), también inhibe la adhesión de 

leucocitos y plaquetas al endotelio disminuyendo la expresión de las moléculas de 

adhesión ICAM-1 y VCAM-1 (Serirom et al. 2003) quizá estos efectos generen la 

tolerancia a malaria inducida por óxido nítrico en pacientes asintomáticos de las zonas 

endémicas (Boutlis et al. 2003). 

La sobreproducción de óxido nítrico contribuye a la patogenia de malaria, oxida las 

lipoproteínas de baja densidad (LDL) las cuales a su vez incrementan la expresión de 

moléculas de adhesión en células endoteliales promoviendo la citoadherencia y secuestro 

de eritrocitos parasitados generando complicaciones en malaria cerebral (Sibmooh et al. 

2004), en altas concentraciones el óxido nítrico inhibe el crecimiento de las colonias 

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

 



5. MATERIAL. 
 

5.1 Material biológico. 
1. Ratones CBA/Ca hembras de 8-12 semanas de edad, mantenidos bajo condiciones 

libres de patógenos específicos y alimentados con Harlan TD9936. 

2. Eritrocitos parasitados (EP) con Plasmodium chabaudi AS, criopreservados en 

nitrógeno líquido. 

3. EP con Plasmodium yoelii 17XL criopreservados. 

4. Suero normal de ratón CBA/Ca. 

 

5.2 Material de laboratorio. 
1. Algodón. 

2. Cajas Petri de 10cm de diámetro, de plástico, nuevas y estériles. 

3. Cubrebocas. 

4. Gorros y botas para trabajar en áreas limpias. 

5. Gradillas para tubos eppendorf. 

6. Gradillas para tubos falcon. 

7. Guantes de hule latex 

8. Jeringa Hamilton, Daigger. 

9. Jeringas de insulina nuevas y estériles. 

10. Jeringas de 5mL nuevas y estériles. 

11. Malla de acero inoxidable nueva y estéril. 

12. Membrana de transferencia PVDF, Millipore. 

13. Papel filtro. 

14. Película para diagnóstico Kodak, X-OmatMR 

15. Pinzas de disección. 

16. Pipetas Pasteur de vidrio. 

17. Pipeta de Sahli. 

18. Pipetas serológicas: 5mL, 10mL. 

19. Placas de ELISA. 

20. Portaobjetos. 

21. Puntas para micropipetas: 2.5μL, 10μL, 250μL, 1000μL nuevas y estériles. 

22. Tijeras de disección. 

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



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

 

5.3 Equipo. 
1. Agitador, Hoefer. 

2. Autoclave, Tuttnauer Brinkmann 2540M. 

3. Balanza analítica, SCIENTECH. 

4. Balanza granataria, Ohaus. 

5. Cámara de electroforesis BIO-RAD, PROTEAN II xi Cell, 16cm. 

6. Cámara de transferencia/electroforesis, BIO-RAD, Mini Trans-Blot®. 

7. Campana de flujo laminar, Veco. 

8. Centrífuga refrigerada, Eppendorf. 

9. Congelador, Nieto. 

10. Equipo analizador de geles: Gel Doc 1000, BIO-RAD. 

11. Espectrofotómetro UV, WPA. 

12. Fuente de voltaje, BIO-RAD 

13. Lector de ELISA, Stat fax-2100, Awareness Technology Inc. 

14. Microcentrífuga, Eppendorf 5415C. 

15. Micropipetas Eppendorf: 2.5μL, 10μL, 20μL, 100μL, 1000μL. 

16. Micropipeta Eppendorf 8 X 200μL. 

17. Microscopio óptico, Carl Zeiss estándar 25. 

18. Placa de agitación, Corning. 

19. Potenciometro, Consort. 

20. Refrigerador, MayTag. 

21. Sonicador VC505, Vibra-Cell 

22. Tanque de nitrógeno líquido, 34XT, Taylor-Wharton. 

23. Termociclador, Eppendorf. 

24. Termociclador, MJ Research. 

25. Ultracongelador, REVCO, Legaci Refrigeration System. 

26. Vortex Genie 2, Daigger. 

 

5.4 Reactivos. 
1. Aceite mineral, Sigma. 

2. Acetato de sodio, Sigma. 

3. Acido acético, Sigma. 



4. Acido bórico, Sigma. 

5. Acido fosfórico, Sigma. 

6. Acido tricloroacético, Droguería Cosmopolita. 

7. Acrilamida, USB/Amersham. 

8. Agua bidestilada, Hidropura. 

9. Albúmina sérica bovina, Sigma. 

10. Amortiguador para retrotranscripción 5X (5X first strand buffer), Invitrogen. 

11. Anticuerpo anti-iNOS de ratón (isotipo IgG2a), Becton Dickinson. 

12. Anticuerpo secundario anti-IgG de conejo, conjugado con HRP, Sigma. 

13. Aprotinina, Sigma. 

14. Azul de bromofenol, Sigma. 

15. Azul de Comassie R-250, Gibco BRL. 

16. Bicarbonato de sodio, Sigma. 

17. Bis acrilamida, Sigma. 

18. Bromuro de etidio, Sigma. 

19. Cianometahemoglobina (Estándar de hemoglobina), Hycel de México. 

20. Cianuro de potasio, Sigma. 

21. Citrato de sodio, Sigma. 

22. Cloroformo, Burdick-Jackson. 

23. Cloruro de magnesio, Sigma 

24. Cloruro de potasio, USB/Amersham. 

25. Cloruro de sodio, USB/Amersham. 

26. Colorante de Giemsa, Sigma. 

27. Dietilpirocarbonato, Sigma. 

28. dNTP’s (desoxirribonucleótidos de trifosfato), Invitrogen. 

29. Ditiotreitol (dTT) Gibco BRL. 

30. EDTA, Sigma. 

31. Etanol absoluto, Merck. 

32. Eter, JT Backer 

33. Fenol ácido, Sigma. 

34. Ferricianuro de potasio, Sigma. 

35. Fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF),Sigma 

36. Fosfato de potasio monobásico, Aldrich. 

37. Fosfato de sodio monobásico, Sigma. 



38. Gelatina, Sigma. 

39. Glicina, Sigma. 

40. Glicol, Sigma. 

41. Hemisulfato de aminoguanidina, Sigma. 

42. Estándar de hemoglobina,  

43. Heparina de sodio, Sigma. 

44. Inhibidor de RNA’sa, Invitrogen. 

45. Inhibidor de tripsina Soybean, Sigma. 

46. Leche en polvo, Svelty. 

47. Leupeptina, Sigma. 

48. Marcador de peso molecular 29-285KDa, Sigma. 

49. Marcador de peso molecular 120pb, Sigma. 

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

51. 2-mercaptoetanol, Sigma. 

52. Metanol absoluto, Tecsiquim. 

53. NADPH (sal tetrasódica), Roche. 

54. NED (Hidrocloruro de N-1-naftiletilendiamina), Baker. 

55. Nitrato reductasa 20 U, Roche. 

56. Oligo (dT)12-18, Invitrogen. 

57. Persulfato de amonio, Sigma. 

58. PMSF (fluoruo de fenilmetilsulfonilo) 

59. Primers u oligos para los genes: β-actina, IFN-γ, IL-12, TNF-α, TGF-β, IL-4, IL-10, IL-6, 

iNOS, Gibco BRL. 

 

β-actina 

3’ CTC TTT GAT GTC ACG CAC GAT TTC 

5’ GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA 

 

IFN-γ 

3’ TGG ACC TGT GGG TTG TTG ACC TCA TTG GC 

5’ TGC ATC TTG GCT TTG CAG CTC TTC CTC ATG 

 

 

IL-12 



3’ CGA AAG CTA ACC ATC TCC TGG TTT G 

5’ TCC GGA GTA ATT TGG TGC TCC ACA C 

 

TNF-α 

3’ CCA AAG TAG ACC TGC CCG GAC TC 

5’ ATG AGC ACA GAA AGC ATG ATC CGC 

 

TGF-β 

3’ GAC CGC AAC AAC GCC ATC TA 

5’ GGC GTA TCA GTG GGG GTC AG 

 

IL-4 
3’ CAG TGA TGT 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 AAA CGA GGT TGT T 

5’ ATC CAG GAC TTT AAG GGT TAC TTG GGT T 

 

IL-6  
3’ ATG AAG TTC CTC TCT GCA AGA GAC T 

5’ CAC TAG GTT TGC CGA GTA GAT CTC  

 

iNOS 

3’ CAG GAT GCT CTG AAC GTA GAC CTT G 

5’ CAG CTC CAC AAG CTG GCT CG  

 

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

38. Sacarosa, Sigma. 

39. Sarcosil, Sigma. 

40. SDS (Dodecilsulfato de sodio), Sigma. 

41. Solución fijadora, Kodak GBX. 

42. Solución reveladora, Kodak GBX. 

43. Sulfanilamida, Sigma. 



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

Pierce. 

45. Taq polimerasa (AmpliTaq DNA polimerase), Perkin Elmer. 

46. TEMED, Sigma. 

47. Tiocianato de guanidinio, Sigma. 

48. Tris base, Sigma. 

49. TrizolTM,, Invitrogen. 

50. Tween 20, Sigma. 

51. Xilencianol, Sigma. 

 



6. MÉTODOS. 
 

6.1 Primoinfección de ratones. 
Para que los ratones CBA/Ca generaran inmunidad al parásito no letal, se inocularon 

intravenosamente (iv) con 5X104 eritrocitos parasitados (EP) de P. chabaudi AS, 

obtenidos de un ratón donador inoculado previamente con EP criopreservados.  El 

desarrollo de la infección se corroboró con el monitoreo de las parasitemias. 

 

6.2 Monitoreo de las parasitemias. 
1. Se realizaron frotis con sangre de la cola y se tiñeron con el colorante de Giemsa. 

2. La lectura de las parasitemias se efectuó con un microscopio óptico utilizando el 

objetivo 100X y de acuerdo a los siguientes criterios: 

a) Cuando existían menos de 2 EP por campo, se leyeron 50 campos. 

b) Cuando existían 2 ó más EP por campo, se contaron 200 eritrocitos (incluyendo en 

este número los EP). 

3. De acuerdo al número de EP se calculó la parasitemia y se elaboraron gráficas en 

escala logarítmica. 

 

6.3 Reinfección de ratones. 
Ocho semanas después de la primoinfección los ratones se reinfectaron iv con 5X104 EP 

de P. yoelii  17XL, simultáneamente se trabajó con ratones inmunes reinfectados con P. 

chabaudi AS y ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL ó Plasmodium chabaudi AS 

para analizar las diferencias en la respuesta inmune. 

 

6.4 Evaluación de la pérdida de peso. 
Los ratones se pesaron antes y durante el curso de la infección para realizar gráficas de 

pérdida de peso corporal, para ello se consideró que el peso registrado en el día cero 

correspondía al 100%. 

 

6.5 Determinación de hemoglobina (Hb). 
Para conocer la concentración de Hb en sangre se empleó el reactivo de Drabkin y un 

estándar de Hb. La dilución de la muestra fue de 1:251 (1μL de sangre se adicionó en 

250 μL de reactivo), se agitó vigorosamente y se leyó la absorbancia a 540nm. 

 



6.6 Determinación de índice esplénico. 
El índice esplénico se obtuvo de la relación entre el peso del bazo y el peso del ratón. 

 

6.7 Análisis de nitritos en suero. 
Las muestras de sangre para la obtención de suero se centrifugaron a 14,000rpm durante 

10 minutos después de que la coagulación fue completa.  Los sueros se almacenaron a   

–70°C hasta que se procesaron. 

 

 Técnica de Griess (curva patrón). 
La curva se realizó en la campana de flujo laminar con material nuevo y estéril.  

1. En una placa de ELISA se colocaron 100μL de las diluciones seriadas del 

estándar de nitritos (700μM, 350μM, 175μM, 87.5μM, 43.75μM, 21.87μM, 

10.9μM). 

2. Se adicionaron 50μL de sulfanilamida al 1% en ácido fosfórico al 5% y se incubó 

por dos minutos a temperatura ambiente protegido de la luz. 

3. Se adicionaron 50μL de NED (hidrocloruro de N-1-naftiletilendiamina) al 1% y se 

incubó por dos minutos a temperatura ambiente protegido de la luz. 

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

 
 Procesamiento de las muestras. 

1. En un tubo eppendorf se colocaron 15μL de suero, 15μL de NADPH 

(1.25mg/mL) y 5μL de nitrato reductasa (5U/mL). 

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

3. Se adicionaron 50μL de sulfanilamida y se incubó por 2 minutos a temperatura 

ambiente protegido de la luz. 

4. Se adicionaron 50μL de NED y se incubó por 2 minutos a temperatura ambiente 

protegido de la luz. 

5. Se adicionaron 100μL de ácido tricloroacético al 10%. 

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

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

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

 
 



6.8 Determinación de iNOS por Western Blot. 
La determinación de iNOS se realizó en bazo, por lo que este órgano se extrajo y se 

almacenó a   –70°C hasta que se procesó. 

 

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

2. Los bazos se disgregaron con dos volúmenes del amortiguador de sonicación 

con inhibidores de proteasas. 

3. Se sonicó en condiciones frías 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 proteínas. 

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

5. Se recuperó el sobrenadante y se guardó –20°C. 

 

 Cuantificación de proteína. 

1. La curva patrón se realizó con albúmina estándar (1 μg/ μL): 

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 μL de agua millipore en los tubos etiquetados. 

c) Se adicionaron 2 μg, 4 μg, 8 μg y 16 μg de albúmina estándar a los tubos 2, 4, 

8, 16 respectivamente, el tubo B correspondió al blanco. 

d) A cada tubo se le agregaron 200 μL del reactivo para cuantificar proteínas  

(Bio-Rad Protein Assay, BIO-RAD) y se agitó. 

e) Se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. 

f) Se midió la absorbancia a 595nm. 

 

2. Cuantificación de proteínas en los extractos de la enzima. 

a) En un tubo eppendor se colocaron 800 μL de agua, 1 μL de la muestra y 

200 μL del reactivo de Bio-Rad. 

b) Se agitó e incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. 

c) Se midió la absorbancia a 595nm. 

 

 

 



 Electroforesis. 

1. Se mezclaron 50 μg de proteína total con 4 μL del amortiguador de carga 

Laemmli 5X y se hirvió durante 5 minutos. 

2. Inmediatamente se colocó en hielo. 

3. Se centrifugó a 14,000rpm durante 5 segundos. 

4. Para la electroforesis se utilizó un gel concentrador al 5.14% y un gel separador 

al 12%. 

5. 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. 

6. Se corrió la electroforesis en amortiguador de corrimiento 1X, para la 

concentración de las muestras se sometió a un voltaje de 60 volts/1 hora y la 

separación 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 tamaño del gel. 

2. El gel concentrador se desechó y el gel separador se recortó para transferir 

únicamente la región de interés, que se encontró entre 74KDa y 146KDa de 

acuerdo al marcador de PM. 

3. Se realizó un corte en el extremo superior derecho del gel separador y de la 

membrana para no perder la orientación de las muestras. 

4. El gel se colocó sobre un trozo de papel filtro prehumedecido en el amortiguador 

de transferencia. 

5. La membrana se humedeció en el amortiguador de transferencia y se colocó 

sobre el gel, las burbujas atrapadas se eliminaron rotando un tubo de ensayo. 

6. Sobre la membrana se colocó otro trozo de papel filtro previamente humedecido 

con el amortiguador de transferencia. 

7. El sandwich formado se colocó en el casete de la cámara de transferencia con la 

membrana hacia el ánodo. 

8. La transferencia se realizó en una cámara húmeda con un voltaje de 100volts 

durante 1.5hrs y a 4°C. 

 

 



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

con agitación constante y a temperatura ambiente. 

2. Se retiró la leche. 

3. Se lavó la membrana con TBS-Tween. 

4. Se colocó el anticuerpo primario (anti-iNOS) diluido 1:1000 en albúmina al 1% 

en TBS-Tween. 

5. Se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente y con agitación constante. 

6. Se retiró el anticuerpo 

7. Se lavó la membrana con leche al 5%: 

a) Dos lavados de 10 minutos cada uno. 

b) Tres lavados de 5 minutos cada uno. 

8. Se enjuagó con TBS-Tween. 

9. Se incubó 1 hora con el anticuerpo secundario diluido 1:10000 en albúmina al 

1% en TBS-Tween. 

10. Se lavó con leche al 5%: 

a) 2 veces durante 10 minutos. 

b) 1 vez durante 5 minutos. 

11. Se lavó dos veces con TBS-Tween, 

12. Se lavó tres veces con TBS. 

13. Se colocó el sustrato en una dilución 1:1 (peróxido:luminol), durante 10 minutos 

y se mantuvo con agitación constante. 

14. En un cuarto oscuro, la membrana se colocó sobre película kodak dentro de un 

casete con un tiempo de exposición de 15min y se reveló para apreciar la 

intensidad de la banda de iNOS. 

 

 

6.9 Extracción y cuantificación de RNA. 
Dado que en la extracción de RNA se manipularon más de dos muestras, éstas se 

mantuvieron en hielo para evitar la degradación de RNA por RNA’sas, además todas las 

soluciones empleadas estuvieron en condiciones frías. 

1. El RNA se obtuvo del bazo, éste se maceró con el émbolo de una jeringa y se 

pasó a través de una malla de acero inoxidable, se utilizó PBS libre de calcio y 

magnesio. 



2. Se centrifugó a 1000rpm durante 15 minutos a 4°C y se desechó el 

sobrenadante. 

3. El botón formado se desprendió con agitación vigorosa y se adicionaron 500 μL 

de TriZolTM , nuevamente se agitó hasta que la lisis fue completa. 

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

isoamílico y se agitó durante 15 minutos. 

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

6. Se recuperó la fase acuosa, evitando la interfase. 

7. Se adicionaron 500 μL de isopropanol, se homogeneizó y se guardó a –70°C 

hasta su uso. 

8. Para recuperar el RNA precipitado con isopropanol  se centrifugó a 14,000rpm 

durante 15 minutos a 4°C. 

9. El sobrenadante se eliminó con una micropipeta. 

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

11. Se guardó a –70°C durante 24 horas. 

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

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

el botón. 

14. Se destaparon los tubos y se cubrieron con parafilm, posteriormente se 

realizaron pequeños orificios con una aguja (limpia y estéril). 

15. Los tubos se colocaron en un lugar limpio y a temperatura ambiente, permitiendo 

que se secaran durante 24 horas. 

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

17. Se agitó durante 5 minutos.  Como la hidratación fue incompleta se refrigeró de 

1-2 horas, agitando en vortex cada 30 minutos. 

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

19. Para determinar la concentración de RNA se realizó una dilución 1:400 y se 

midió la absorbancia a 260nm.  399 μL de agua DEPC estéril + 1 μL de la 

solución de RNA. 

20. Se calculó la concentración de RNA en μg/ μL de acuerdo a la siguiente fórmula: 

 

[RNA]= Abs 260nm   X       40μg      X   400   =  μg/ μL 

                                     1000 μL 

 



Donde:  

 Abs 260nm = Absorbancia de la dilución a 260nm 

    40μg    = Concentración de RNA cuando la absorbancia a 260nm es 1 

             1000 μL 

 

 400 = Factor de dilución 

 

6.10 Retrotranscripción. 

1. Para realizar la retrotranscripción se utilizaron 1.5μg de RNA.  La 

desnaturalización se llevó a cabo en un volumen de 10 μL con los siguientes 

componentes: 

 

Agua DEPC    +    1.5 μL oligo dT (0.5μg/ μL)    +    1.5μg RNA    =  10 μL 

 

2. Se incubó a 65°C por 10 minutos utilizando el teromociclador e inmediatamente 

se colocó en hielo durante 5 minutos. 

3. Se centrifugó a 14,000rpm durante 5 segundos y se volvió a colocar en hielo. 

4. Se adicionaron 10μL de la mezcla de retrotranscripción. 

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

6. Se incubó a 95°C por 5 minutos. 

7. Se colocó en hielo durante 5 minutos y se centrifugó a 14,000rpm durante 5 

segundos. 

8. Se adicionaron 70μL de agua DEPC y se guardó a –70°C hasta su uso.  

 

6.11 Amplificación de los genes para citocinas por PCR. 
Durante la amplificación de los genes para citocinas también se amplificó el gen que 

codifica para β-actina como control interno.  Todos los reactivos y mezcla de reacción se 

mantuvieron en hielo. 

1. En un tubo eppendorf se colocaron 15μL de la mezcla de reacción para PCR. 

2. Se adicionaron 50 μL de aceite mineral. 

3. Se depositaron 5 μL de cDNA o retrotranscrito, atravesando la capa de aceite y 

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



4. Los tubos se colocaron en el termociclador cuando éste alcanzó la temperatura 

de 94°C y se corrió el siguiente programa: 

1. 94°C por 6 minutos 

2. 55°C por 2 minutos 

3. 72°C por 2 minutos 

4. 94°C por 45 segundos 

5. Se repitió 30 veces del paso 2-4 

6. 55°C por 2 minutos 

7. 72°C por 7 minutos 

8. 20°C por una hora 

9. Fin 

5. Los productos de PCR se guardaron en refrigeración hasta su uso. 

 
6.12 Electroforesis de los productos de PCR. 

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

2. Al producto de PCR se adicionaron 10μL del amortiguador de carga y se mezcló 

la fase acuosa sin hacer emulsiones con el aceite. 

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

4. En un pozo de los extremos se colocaron 10 μL del marcador de PM de 123 

pares de bases. 

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

6. Se procedió a teñir los geles con bromuro de etidio, utilizando 20 μL de una 

solución de 100mg/mL en 200mL de TBE 1X y se agitó suavemente durante 5 

minutos. 

7. Se destiñó con agua destilada durante 5 minutos. 

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

resultados. 

9. Se determinó la absorbancia de los productos de PCR y se realizaron gráficos 

para la expresión de cada citocina. 

 
 
 
 
 



6.13 Análisis estadístico. 
El análisis estadístico se realizó con el programa JMP, versión 3.1.6.2.  Los resultados se 

analizaron con ANOVA y las diferencias significativas se determinaron con la prueba de 

Tukey HSD (honest significant difference) para p<0.05. 

La significancia estadística para los coeficientes de correlación se determinó con la 

prueba de correlación de Spearman. 



7. RESULTADOS. 
 

Curso de la infección. 
Los ratones infectados por primera vez (primoinfectados) con P. yoelii 17XL (letal) 

desarrollaron parasitemias significativamente más 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 día 12 postinfección se detectaron parasitemias de 31.66% y 13.38% 

respectivamente (p< 0.05).  El día 15, el primer grupo de ratones incrementó el número de 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Gráfica 2. Curso de la infección con Plasmodium.  Ratones CBA/Ca se inocularon i.v.  con 
5x104 EP, se realizaron frotis sanguíneos y se tiñeron con Giemsa. Los resultados muestran la 
parasitemia promedio de 10 ratones + 1 desviación estándar, el * indica diferencias significativas 
p<0.05.             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. 
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Pese a que los ratones inmunes se recuperaron de la infección con el parásito letal (P. 

yoelii 17XL), el control de éste fue significativamente más lento que el observado en los 

ratones primoinfectados con P. chabaudi AS, pues en el día 18 éstos últimos 

disminuyeron su % de eritrocitos parasitados significativamente (p < 0.05).  Sin embargo, 

en el día 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) Gráfica 2.  En el curso de la 

infección de los ratones inmunes a P. chabaudi AS retados con el mismo parasito 

(homólogo) 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 Gráfica 2. 

 

 

Control de los parámetros de patogenia. 
Como se observaron diferencias significativas durante el curso de la infección entre los 

diversos grupos de ratones, se decidió evaluar los parámetros de patogenia: anemia, 

pérdida de peso e índice esplénico.  También se analizó si éstos factores se afectaban 

por un aumento en la parasitemia, determinando los coeficientes de correlación entre las 

variables. 

Durante el curso de la infección el único grupo de ratones que no desarrolló anemia 

significativa fue el inmune a P. chabaudi AS reinfectado con el parásito homólogo 

(Gráfica 3).  A partir del día 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 días 10 y 12 se siguió la misma 

tendencia; no obstante, para el día 15 los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL 

comenzaron a recuperarse significativamente de la anemia (p < 0.05), no así los ratones 

primoinfectados con el parásito letal y los ratones primoinfectados con el parásito 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 

día 15, en el día 18 la recuperación de los niveles de hemoglobina se igualó en ambos 

grupos (p > 0.05). 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gráfica 3. Determinación de hemoglobina en la infección con Plasmodium. Ratones 
CBA/Ca se infectaron i.v. con 5x104 EP, en los días señalados se obtuvo sangre de la cola 
para determinar la concentración de hemoglobina con el reactivo de Drabkin.  Cada punto 
representa la Hb promedio de 10 ratones + 1 desviación estándar, * indica diferencias 
significativas con los ratones inmunes reinfectados con P. chabaudi AS y ** señala diferencias 
significativas con los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL para  ( p < 0.05). 

 

 

La pérdida de peso durante el curso de la infección en los ratones inmunizados no fue 

significativa  (p > 0.05), cuando se retaron con el parásito homólogo o con el parásito 

heterólogo (Tabla 3).  En contraste a los ratones inmunizados, los ratones 

primoinfectados con el parásito letal o con el parásito no letal presentaron una pérdida de 

peso corporal significativa el día 15 (p < 0.05), en la primoinfección con P. yoelii 17XL la 

pérdida de peso fue de 22.24% mientras que en la primoinfección con P. chabaudi AS fue 

de 19.45%, no se detectó diferencia entre ambos grupos (p > 0.05) atribuida a la letalidad 

del parásito Tabla 3. 
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Tabla 3. Pérdida de peso durante la infección con Plasmodium.  Ratones CBA/Ca se inocularon 
i.v. con 5x104 EP, en los días señalados se registró el peso corporal en (%) considerando que el día 
cero tenían el 100% y se reportó como el peso promedio de 10 ratones + 1 desviación estándar.  El * 
señala el día 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 parásito letal 

fueron notables a partir  del día 8 y alcanzó un crecimiento máximo el día 18, justo antes 

de la eliminación completa del parásito; 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 días 10, 12 y 18 Gráfica 4, a excepción del día 15, pues el crecimiento del bazo fue 

igual para todos los grupos de ratones infectados (p > 0.05).  En el día 18 los ratones 

inmunes retados con el parásito homólogo tendieron a reestablecer el tamaño del bazo 

significativamente (p < 0.05), mientras que en los ratones inmunes reinfectados con P. 

yoelii 17XL el bazo aún registró crecimiento significativo (p < 0.05); también se observó 

que los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS tardaron en restaurar el tamaño del 

bazo sin desarrollar crecimiento en el órgano (p < 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

Día 
postinfección 

Inmunes, 
P. yoelii 17XL 

No inmunes, 
P. yoelii 17XL 

Inmunes, 
P. chabaudi AS 

No inmunes, 
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 
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Gráfica 4. Desarrollo de esplenomegalia durante la infección con Plasmodium.  Ratones 
CBA/Ca se infectaron con 5x104 EP i.v. se sacrificaron en los días señalados y se determinó 
el índice esplénico (peso del bazo / peso del ratón).  Cada punto representa el promedio de 3 
ratones + 1 desviación estándar.    * marca diferencias significativas con (p < 0.05). 

 

 
 
Correlación entre las parasitemias y los parámetros de patogenia. 
Las correlaciones obtenidas entre las parasitemias y los parámetros de patogenia durante 

el curso de la infección se resumen en la Tabla 4, únicamente se reportaron los factores 

de correlación en los días 6, 8, 10 y 12 postinfección 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 

correlación negativa entre las parasitemias y la anemia el día 8 de la infección; entre la 

parasitemia y la pérdida de peso se detectó correlación negativa el día 12 y las 

parasitemias con el aumento del índice esplénico se detectó correlación positiva en los 

días 6 y 8.   



En los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL sólo se detectó correlación negativa con 

la concentración de Hb el día 10 de la infección. 

El análisis de las parasitemias en ratones inmunes reinfectados con P. chabaudi AS 

detectó las siguientes correlaciones: negativa para la concentración de hemoglobina y 

positiva para el índice esplénico en el día 8. 

Por último, en los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS no se detectó correlación 

entre las parasitemias y los parámetros evaluados, no obstante el día 12 el coeficiente de 

correlación con el peso tuvo un valor de –0.9874 a pesar de no ser significante.   

 

 

Días postinfección Parámetro de 
patogenia 6 8 10 12 

A 0.630 * -0.9821 -0.9793 -0.3911 
B 0.3794 0.2288 * -0.9813 -0.3449 
C ---- * -0.8759 0.8736 -0.7858 H

b 

D 0.9648 0.8778 -0.4424 0.0951 

A 0.9976 -0.3779 -0.5761 * -0.8576 
B 0.5424 -0.1428 -0.5719 -0.7468 
C --- 0.64 -0.646 0.2738 Pe

so
 

D 0.6511 -0.9998 -0.011 -0.9874 

A * 0.9657 * 0.765 0.9125 -0.1367 
B 0.3771 -0.2104 0.7304 -0.7772 
C --- * 0.9225 -0.0536 -0.2441 In

di
ce

 
es

pl
én

ic
o 

D -0.3223 -0.7136 -0.8946 0.1976 
Tabla 4.  Coeficientes de correlación r entre las parasitemias y los 
parámetros de patogenia durante la infección 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 

 

 

 

Además se realizó un análisis de la correlación entre los parámetros de patogenia para 

determinar la afección entre ellos, la Tabla 5 únicamente muestra las correlaciones 

significantes con una p < 0.05, en ella se aprecia una marcada correlación negativa entre 

la concentración de hemoglobina y el índice esplénico en los ratones primoinfectados con 

P. chabaudi AS. 

 

 



 

 

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

 

Producción de óxido nítrico en la infección con Plasmodium. 

Dado que el óxido nítrico tiene una función destacada en la eliminación de parásitos 

intracelulares se decidió evaluar su producción durante la infección con Plasmodium, 

partiendo de la premisa que ésta molécula es esencial en la resolución de la infección.  

Para ello se determinó la expresión de la enzima sintetizadora de óxido nítrico inducible 

(iNOS) por RT-PCR, Gráfica 5 .   
Los resultados mostraron que únicamente los ratones inmunes reinfectados con P. 

chabaudi AS y los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS incrementaron 

significativamente la expresión de iNOS a partir del día 4.  Ahora bien, en los ratones 

citados tan sólo se obtuvieron diferencias significantes el día 12 de la infección, donde los 

ratones primoinfectados con P. chabaudi AS expresaron más iNOS que los ratones 

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

Días 
postinfección 

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) IE- Peso (-0.8434) 

6 Peso-Hb (0.6826) 
Peso-HB (-0.5716) 
IE-Hb (1) 
IE-Peso (-0.5736) 

----- Peso-Hb (0.8278) 

8 IE-Hb (-0.6301) IE-Hb (0.9998) IE-Hb (-0.6217) IE-Hb (-0.962) 

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

----- ----- IE-Hb (0.7966) 

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

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

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

18 Peso-Hb (-0.8669)  
Peso-Hb (-0.9582) 
IE-Hb (0.9958) 
IE-Peso (-0.9281) 

----- 

22 IE-Hb (-0.9995)  
Peso-Hb (0.8822) 
IE-Hb (-0.8589) 
IE-Peso (-0.9989) 

----- 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gráfica 5.  Expresión de iNOS en la infección con Plasmodium.  La infección se realizó con 
5x104 EP, en los días señalados se extrajo el RNA total de bazo y por RT-PCR se analizó la 
expresión de iNOS en relación a la expresión de β-actina. Cada punto representa el promedio de 
tres determinaciones + 1 desviación estándar.  * señala las diferencias significativas para p< 0.05. 

 

 

Tomando en consideración que la expresión de iNOS determinada por RT-PCR pudiera 

no representar la producción de la enzima debido a los mecanismos que regulan la 

traducción de mRNA y a la supervivencia del mismo en el citoplasma, se procedió a 

evaluar la producción de óxido nítrico por cuantificación de la concentración de nitritos 

totales en suero, recordando que los subproductos de degradación estables de esta 

molécula son los nitritos y los nitratos. 

Los ratones que mostraron el mayor incremento en la producción de nitritos al principio de 

la infección fueron los primoinfectados con P. chabaudi AS, en éstos se observó un 

aumento significante a partir del día 6 (p< 0.05) y desarrollaron una concentración máxima 

el día 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 concentración de nitritos el día 6 

pero en los días posteriores disminuyeron los niveles, hasta que el día 12 nuevamente 

aumentaron la generación del metabolito sin que se alcanzará una concentración 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 concentración de nitritos fue 
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significativamente mayor (p< 0.05) en los días 18 y 22, prácticamente al final de la 

infección.  Por último, en los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL la concentración 

de nitritos como subproducto del óxido nítrico no fue relevante puesto que únicamente en 

los días 8 y 10 se presentó un aumento significante (p< 0.05) y en los días posteriores se  

registró una caída en su producción. 

 

 

Días 
postinfección 

Inmunes,          
P. yoelii 17XL 

Primoinfección con 
P.  yoelii 17XL 

Inmunes,          
P. chabaudi AS 

Primoinfección con 
P. chabaudi AS 

++++ 

0 50.47 +  4.70 50.47 +  4.70 50.47 +  4.70 50.47 +  4.70 

4 54.25 +  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 

*8 41.19 +  6.72 59.84 + 2.12 54.55 +  0.59 67.99 +  4.97 

*10 41.75 +  2.4 61.17 + 2.21 55.07 +  2.54 69.68 +  1.20 

*12 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.  Concentración de nitritos totales en suero durante la infección con Plasmodium.  Ratones 
CBA/Ca se inocularon i.v. con 5x104 EP del Plasmodium indicado y en los días señalados se determinó la 
concentración de nitritos totales en suero con el reactivo de Griess.  Los resultados representan el promedio 
de tres determinaciones +1 desviación estándar, * Indica diferencias significativas para p< 0.05 en losratones 
inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL con respecto a los otros ratones   ++++  Ratones con incremento 
significativo a partir del día 6. 
 

 

 

 

 



 
 

DETERMINACIÓN DE INOS POR WESTERN BLOT 

 

Para descartar el posible origen endotelial de los nitritos obtenidos se analizó la expresión 

de la enzima iNOS por medio de la técnica de Western Blot en bazo. Los resultados 

muestran diferencias únicamente en el día 4 postinfección, en el que la presencia de la 

enzima sintasa del óxido nítrico fue ligeramente menor, a los demás días de la infección, 

además la enzima iNOS se expresó de igual forma en todos los grupos de ratones, dado 

que no se detectaron diferencias entre ellos. 
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 D 
 
                      +              4           6            8           10         12          15          18         22 
                                                      Días postinfección  
 

Figura 3. Expresión de iNOS durante la infección con Plasmodium.  
Grupos de 3 ratones CBA/Ca se inocularon i.v. con 5x104 EP, en los días 
señalados se sacrificaron a los ratones y se evaluó la presencia de la proteína 
en el bazo, utilizando la técnica de Western Blot como se describe en 
materiales y métodos. La electroforesis para el análisis de iNOS se llevó a 
cabo con 50µg de proteína 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  

 
 
 



Expresión de citocinas proinflamatorias. 

Durante el curso de la infección con Plasmodium la expresión de IFN-γ tuvo notables 

diferencias significativas (p< 0.05) en todos los grupos de ratones.  En los días 4, 6 y 18 

postinfección la expresión de esta citocina fue significativamente mayor (p< 0.05) en los 

ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL.  En el día 8 postinfección la expresión 

de IFN-γ fue significativamente menor (p< 0.05) en los ratones inmunes reinfectados con 

P. chabaudi AS.  En los días 10 y 12 postinfección, los ratones que sufrieron por primera 

vez la infección con Plasmodium expresaron significativamente más IFN-γ (p< 0.05) que 

los ratones inmunes.  En el día 15 los ratones que mantuvieron significativamente elevada 

la expresión de IFN-γ (p< 0.05) fueron aquellos infectados con P. yoelii 17XL (inmunes y 

primoinfectados) y para el día 18 esta tendencia se repitió, con excepción de los ratones 

primoinfectados con P. yoelii 17XL porque todos perecieron el día 15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gráfica 6. Expresión de IFN-γ en la infección con Plasmodium.  Ratones CBA/Ca se inocularon i.v. 
con 5x104 EP, se realizó la extracción de RNA a partir de bazo y se determinó la expresión de IFN-γ 
por RT-PCR en relación a la expresión de β-actina.  Los resultados representan el promedio de tres 
determinaciones +1 desviación estándar.  * indica diferencias significativas para p< 0.05. 
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En el curso de la infección, la expresión de IL-12 aumentó de igual forma en todos los 

grupos de ratones, excepto el día 8, donde los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 

17XL expresaron más IL-12 que los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL ó los 

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

 

 

 

 
Tabla 7. Expresión de IL-12 en la infección con Plasmodium.  La infección se efectuó con 5x104 EP, en los 
días marcados se realizó la extracción de RNA a partir de bazo y se analizó la expresión de IL-12 por RT-PCR 
en relación a la expresión de β-actina.  Los resultados se presentan como el promedio de tres 
determinaciones + 1 desviación estándar,  * señala diferencias significantes para p< 0.05. 
 

 

 

El incremento en la expresión del TNF-α durante el curso de la infección 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 relación a la 

expresión del TNF-α  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 días 4, 10, 18 y 22 (p< 0.05) Gráfica 7. 

 

Días 
postinfección 

Inmunes, 
P. yoelii 17XL 

Primoinfección con 
P. yoelii 17XL 

Inmunes, 
P. chabaudi AS 

Primoinfección 
con 

P. chabaudi 

AS 

0 0.052 +  0.002 0.052 +  0.002 0.052 +  0.002 0.052 +  0.002 

4 0.093 +  0.074 0.133 +  0.032 0.063 +  0.018 0.091 +  0.037 

6 0.158 +  0.075 0.194 +  0.077 0.061 +  0.079 0.102 +  0.043 

*8  0.205 +  0.060 0.114 +  0.028 0.115 +  0.024 0.130 +  0.027 

10 0.151 +  0.072 0.174 +  0.043 0.107 +  0.055 0.144 +  0.015 

12 0.136 +  0.037 0.124 +  0.122 0.082 +  0.070 0.167 +  0.030 

15 0.162 +  0.078 0.129 +  0.034 0.114 +  0.094 0.066 +  0.020 

18 0.095 +  0.052  0.112 +  0.082 0.056 +  0.024 

22 0.121 +  0.030   0.192 +  0.089 0.128 +  0.038 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Expresión de citocinas inmunorreguladoras. 

La expresión para TGF-β incrementó en la misma magnitud en todos los grupos de 

ratones (p> 0.05), Tabla 8. 

 

En todos los grupos de ratones se incrementó la expresión de IL-4, pero ésta fue 

significativamente mayor en los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS el día 10, sin 

embargo el día 15 éstos últimos expresaron menos IL-4 que los ratones inmunes 

reinfectados con P. yoelii 17XL (p< 0.05) Tabla 9. 
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Gráfica 7.  Expresión de TNF-α en la infección con Plasmodium.  Ratones CBA/Ca se 
inocularon i.v. con 5x104 EP, se realizó la extracción de RNA a partir de bazo y se determinó la 
expresión de TNF-α por RT-PCR en relación a la expresión de β-actina.  Los resultados se 
presentaron como el promedio de tres determinaciones +1 desviación estándar.  * indica 
diferencias significativas para p< 0.05 entre los ratones inmunes.



 

Días 
postinfección 

Inmunes, 
P. yoelii 17XL P. yoelii 17XL Inmunes, 

P. chabaudi AS P. chabaudi 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. Expresión de TGF-β en la infección con Plasmodium.  Ratones CBA/Ca se inocularon con 5x104 
EP, en los días marcados se realizó la extracción de RNA a partir de bazo y se analizó la expresión de TGF-β 
por RT-PCR en relación a la expresión de β-actina.  Los resultados se representan el promedio de tres 
determinaciones + 1 desviación estándar, no hubo diferencias significativas en el aumento de la expresión. 
 
 
 

 
Tabla 9. Expresión de IL-4 en la infección con Plasmodium.  Ratones CBA/Ca se inocularon con 5x104 

EP, se realizó la extracción de RNA a partir de bazo y se analizó la expresión de IL-4 por RT-PCR en relación 

a la expresión de β-actina.  Los resultados representan el promedio de tres determinaciones + 1 desviación 

estándar.  Las diferencias significativas son señaladas con * 

Días 
postinfección 

Inmunes, 
P. yoelii 17XL P. yoelii 17XL Inmunes, 

P. chabaudi AS P.chabaudi AS 

0 0.070 + 0.006 0.070 + 0.006 0.070 + 0.006 0.070 + 0.006 

4 0.043 + 0.001 0.038 + 0.001 0.052 + 0.024 0.076 + 0.015 

6 0.121 + 0.120 0.085 + 0.029 0.076 + 0.106 0.102 + 0.009 

8 0.163 + 0.043 0.056 + 0.060 0.125 + 0.002 0.124 + 0.118 

*10 0.122 + 0.047 0.129 + 0.137 0.215 + 0.061 0.327 + 0.031 

12 0.088 + 0.037 0.181 + 0.045 0.128 + 0.115 0.195 + 0.083 

*15 0.142 + 0.018 0.126 + 0.070 0.102 + 0.103 0.049 + 0.018 

18 0.112 + 0.028  0.121 + 0.060 0.096 + 0.025 

22 0.132 + 0.049  0.181 + 0.152 0.128 + 0.038 



En relación a la IL-10 los ratones inmunes registraron una expresión significativamente 

mayor (p < 0.05) que los ratones infectados por primera vez en el día 4 (Gráfica 8).  En el 

día 8 los ratones inmunes reinfectados con el parásito homólogo expresaron 

significativamente menos IL-10 (p < 0.05) que los ratones primoinfectados con P. 

chabaudi AS.  En el día 15 la expresión 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gráfica 8.  Expresión de IL-10 en la infección con Plasmodium.  Ratones CBA/Ca se infectaron i.v. 
con 5x104 EP, se realizó la extracción de RNA a partir de bazo y se determinó la expresión de IL-10 por 
RT-PCR en relación a la expresión de β-actina.  Los resultados muestran el promedio de tres 
determinaciones +1 desviación estándar.  * indica diferencias significativas para p< 0.05. 

 

 

 

La expresión de IL-6 fue significativamente más elevada en los ratones primoinfectados 

con P. chabaudi AS en los días 10 y 12 (Gráfica 9).  En los días 8 y 15 la expresión de IL-

6 en estos ratones sólo fue significativamente mayor a la obtenida en los ratones 

primoinfectados con P. yoelii 17XL.  Es importante destacar que la expresión de IL-6 en 

los ratones inmunes reinfectados con el parásito homólogo no tuvo un aumento relevante, 
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dado que no se obtuvieron diferencias significantes con la expresión basal, es decir en 

ratones sin infección. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gráfica 9.  Expresión de IL-6 en la infección con Plasmodium.  Ratones CBA/Ca se inocularon con 
5x104 EP y en el curso de la infección se realizó la extracción de RNA a partir del bazo para analizar la 
expresión de IL-6 por RT-PCR.  Los resultados muestran el promedio de tres determinaciones +1 
desviación estándar.  Las diferencias significativas son señaladas con *. 

 

 

 

Correlación entre la producción de óxido nítrico y la expresión de citocinas. 
 

En los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL la expresión de iNOS correlacionó 

significativamente (p < 0.05) con la determinación de nitritos totales en suero los días 4 y 

10, con este hallazgo se podría especular que la expresión de iNOS tiene un efecto en la 

producción de NO en los días citados, sin embargo al analizar los coeficientes de 

correlación entre la concentración de nitritos y la expresión de citocinas en los días 4 y 10 

se encontró que con algunas de ellas no hubo diferencia significativa, por lo que se 

analizaron las correlaciones en el curso de la infección de forma independiente, es decir: 

expresión de iNOS – expresión de citocinas y concentración de nitritos – expresión de 

citocinas; con ello se obtuvo que los días para los cuales las citocinas se correlacionaron 
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significativamente (p < 0.05) con iNOS difirieron cuando la correlación fue significativa (p < 

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

 

 

Días postinfección 
Citocinas 

4 6 8 10 12 15 18 22 

Nitritos 0.920   1.000     
IFN-γ 0.971   0.984 -0.911  0.989 -0.638 
IL-12 0.999 0.950    0.989 0.998  

TNF-α  0.969    -0.991   
TGF-β   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 correlación r entre la expresión de iNOS y la expresión 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 correlación significativa (p < 0.05) para iNOS con IFN-γ fue en los días 4, 10, 12, 18 y 

22; con IL-12 se detectó en los días 4, 6, 15, y 18; con TNF-α se destacó los días 6 y 15.  

Con las citocinas inmunorreguladoras TGF-β, IL-4, IL-10 e IL-6 se obtuvo una correlación 

positiva que concuerda con los días en que la expresión de iNOS se correlacionó con las 

citocinas proinflamatorias (Tabla 10).  Es importante mencionar que la correlación positiva 

de iNOS con IL-10 se registró en los días 4, 6, 10 y 15 a diferencia de la obtenida con 

TNF-α, que tan sólo fue el día 6 y cuya correlación se esperaría fuese en mayor tiempo 

pues es uno de los factores influyentes para la producción de óxido nítrico por iNOS.  La 

correlación significativa (p < 0.05) entre la concentración de nitritos e IFN-γ correspondió a 

los días 4, 6, 8, 10 y 15; con IL-12 se distinguió los días 4, 8 y 22; con TNF-α tan sólo el 

día 12 y la correlación fue negativa.  Al parecer con las citocinas inmunorreguladoras 

hubo mayor correlación significativa (p < 0.05) que con las citocinas proinflamatorias 

Tabla 11, pues con TGF-β se detectó en los días 6, 12 y 15; con IL-4 en los días 4, 8, 10 y 

15; con IL-10 los días 4, 8, 10 y 18; con IL-6 el día 10. 

 

 



Días postinfección 
 Citocinas 

4 6 8 10 12 15 18 22 
IFN-γ 0.799 -0.975 0.985 0.989  0.767   
IL-12 0.899  0.875     -0.934 
TNF-α     -0.980    

TGF-β  0.958   0.751 0.994   
IL-4 0.982 -0.689 0.956 0.983 -1.000 0.984   
IL-10 0.886  0.900 0.989 -0.999  0.850  
IL-6    0.933     
Tabla 11.  Coeficientes de correlación r entre la concentración de nitritos y la expresión de 
citocinas en ratones inmunes con P. chabaudi AS reinfectados con P. yoelii 17XL.  Sólo se 
reportaron los valores de r significativos para p < 0.05. 
 

En los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL la correlación entre la expresión de 

iNOS y la concentración de nitritos sólo fue significativa (p < 0.05) y positiva el día 15 de la 

infección, Tabla 12.  Sin embargo la correlación significativa (p < 0.05) de iNOS con las 

citocinas proinflamatorias se observó en los días 4, 8, 10 y 15; con las citocinas 

inmunorreguladoras hubo correlación significativa (p < 0.05) en los días 4, 8, 10, 12 y 15 

pero se detectó una mayor correlación significativa (p < 0.05) y negativa que en los 

ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL Tabla 12.  La concentración de nitritos y 

las citocinas proinflamatorias tuvieron correlación significativa (p < 0.05) los días 8 y 15 

Tabla 13, con las citocinas inmunorreguladoras existió correlación positiva y significativa 

(p < 0.05) en los días 4, 6, 8 y 15 Tabla 13. 

 

Días postinfección Citocinas 
4 6 8 10 12 15 

Nitritos -0.834 -0.996    0.670 
IFN-γ   1.000 1.000  1.000 
IL-12    0.976  0.691 

TNF-α 0.799      
TGF-β -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 correlación r para la expresión de iNOS y la expresión de citocinas 
durante la primoinfección con P. yoelii 17XL.  Los valores que se reportaron fueron 
significativos para p < 0.05. 
 

 



Días postinfección Citocinas 
4 6 8 10 12 15 

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

TNF-α -0.998  0.987    
TGF-β 0.890 0.946   -0.999  

IL-4      0.702 
IL-10 -0.996      
IL-6   0.991    

Tabla 13.  Coeficientes de correlación r para la concentración de nitritos y la expresión de 
citocinas en ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL.  Únicamente se reportaron los valores 
significativos para p < 0.05. 
 

 

Durante la reinfección con P. chabaudi AS la única correlación significativa (p < 0.05) de la 

expresión de iNOS con la concentración de nitritos se obtuvo el día 6 de la infección 

Tabla 14, pero no existió correlación significativa (p < 0.05) entre la concentración de 

nitritos y la expresión de citocinas en este día (Tabla 15), de hecho la expresión de iNOS 

tampoco se correlacionó significativamente (p < 0.05) con alguna de las citocinas (Tabla 

14). 

En relación a las citocinas proinflamatorias la expresión de iNOS tuvo una correlación 

significativa (p < 0.05) y positiva únicamente con TNF-α en los días 10, 15, 18 y 22; 

mientras que con las citocinas inmunorreguladoras se encontró que TGF-β e IL-10 

correlacionaron significativamente (p < 0.05) con la expresión de iNOS de manera positiva 

en los días 10, 18 y 4, 15 respectivamente (Tabla 14). 

La concentración de nitritos presentó correlación significativa (p < 0.05) positiva con IFN-γ 

el día 4, con IL-12 los días 8 y 15; en cambio con TNF-α no hubo correlación significativa 

(p > 0.05); con las citocinas inmunorreguladoras las correlaciones significativas (p < 0.05) 

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

 

 

Por último, en la primoinfección con P. chabaudi AS el único día que existió correlación 

positiva entre la expresión de iNOS y la concentración de nitritos totales en suero fue el 

día 22, pero la expresión de iNOS correlacionó positivamente y de forma significativa (p < 

0.05) con las citocinas proinflamatorias entre los días 4, 6, 15 y 22; mientras con las 

citocinas inmunorreguladoras la correlación se obtuvo entre los días 4, 6, 8, 10, 15 y 22 



Tabla 16.  La correlación positiva y significativa (p < 0.05) de la concentración de nitritos 

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

inmunorreguladoras ésta se observó en los días 4, 12 y 22 Tabla 17. 

 

 

 

Días postinfección 
Citocinas 

4 6 8 10 12 15 18 22 
Nitritos  0.820       
IFN-γ     -0.685  -0.980  
IL-12       -0.913  

TNF-α    0.970  0.815 0.996 0.920 
TGF-β    0.993  -0.842 0.967  

IL-4    -0.890 -0.765  -0.875  
IL-10 0.955     0.999   
IL-6     -0.680    

Tabla 14.  Coeficientes de correlación r para la expresión de iNOS y la expresión de 
citocinas en ratones inmunes reinfectados con P. chabaudi AS.  Todos los valores reportados 
fueron significativos para p < 0.05. 
 

 

 

 

Días postinfección 
Citocinas 

4 6 8 10 12 15 18 22 

IFN-γ 0.993   -0.904  -0.643  -0.880 
IL-12   0.997   0.997   

TNF-α         
TGF-β     -0.714   0.999 

IL-4 -0.841        
IL-10     0.713    
IL-6 -0.931  0.981      

Tabla 15.  Coeficientes de correlación r para la concentración de nitritos y la expresión de 
citocinas en ratones inmunes reinfectados con P. chabaudi AS.  Los valores fueron 
significativos para p < 0.05. 
 

 

 

 

 



 

 

 

Días postinfección Citocinas 
4 6 8 10 12 15 18 22 

Nitritos       -0.796 0.996 
IFN-γ 0.830     0.965   
IL-12 0.999 0.925  -0.994  1.000   

TNF-α -0.944     0.949 -0.815 1.000 
TGF-β 0.861     -0.975  0.976 

IL-4  -0.973      -0.963 
IL-10    0.949  0.982   
IL-6 0.996 0.980 0.929 0.991  0.954  0.753 

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

 

 

 

Días postinfección Citocinas 
4 6 8 10 12 15 18 22 

IFN-γ  0.967 -0.997 -0.999 0.987    
IL-12   0.869      

TNF-α  0.814 -0.813 -0.932 0.980  1.000 0.998 
TGF-β     -0.975   0.992 

IL-4 0.988  -0.972  0.926   -0.983 
IL-10        0.809 
IL-6         

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

 

 

 

 

 

 



8. DISCUSIÓN 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 

realizó con la finalidad de analizar una posible correlación entre la producción de óxido 

nítrico y la expresión de citocinas como factores determinantes en la respuesta inmune 

contra P. yoelli 17XL en ratones que habían sufrido una infección previa con P. chabaudi 

AS. 

 

De inicio, se apreció que la infección de los ratones con un parásito no letal (P. chabaudi 

AS) confirió protección a una exposición subsiguiente con un Plasmodium letal (P. yoelii 

17XL), lo anterior se detectó como una disminución del número de parásitos en sangre 

que condujo a la sobrevida de los ratones, sin embargo los mecanismos de protección 

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 cuantificación de anticuerpos específicos 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 antígenos (incluyendo otros parásitos) para 

incrementar la respuesta proinflamatoria.  Durante la primoinfección con P. yoelii 17XL no 

hubo sobrevivientes, en tanto que los ratones inmunes reinfectados con el parásito 

homólogo tuvieron una protección del 100% dado que resolvieron las parasitemias en un 

periodo corto y las parasitemias fueron significativamente menores al resto de los ratones 

control (Gráfica 2), esta protección se debió a una respuesta de memoria mediada por 

anticuerpos que se generaron durante la primera infección.  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 parásito heterólogo, durante la fase tardía de la 

infección lograron eliminar al parásito al mismo tiempo, este incremento de la parasitemia 

podría ser el resultado de que se requiere mayor tiempo para iniciar una respuesta en una 

infección primaria puesto que se necesita la activación de los mecanismos celulares para 

el reconocimiento antigénico, mientras que en una segunda infección los mecanismos de 

respuesta inmune ya están acticados y se cuenta con una respuesta de memoria más 

eficiente comparado con la inmunidad innata que es con la que el parásito interactúa 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 día 10 de la infección (Gráfica 
2) se consideró primordial evaluar los parámetros 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 complicación más común en la 

infección con P. falciparum, lo que conduce a un índice elevado de mortalidad en África 

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 día 12 de la infección. Únicamente los ratones reinfectados 

con el parásito homólogo (P. chabaudi AS) no desarrollaron anemia (Gráfica 3), de hecho 

mantuvieron sus niveles basales de hemoglobina durante el curso de la infección.   

Por lo menos hasta el día en que sobrevivieron los ratones primoinfectados con P. yoelii 

17XL la concentración de hemoglobina fue baja al igual que en los ratones 

primoinfectados con P. chabaudi AS, no obstante éstos últimos lograron reestablecerse 

de la anemia a medida que se recuperaron de la infección.  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 parásito 

para evadir la respuesta inmune entre los cuales están: la formación de rosetas y la 

citoadherencia al endotelio así como a las reacciones de hemólisis y fagocitosis de 

eritrocitos parasitados y no parasitados por el sistema reticuloendotelial del bazo.  La 

concentración de hemoglobina presentó una estrecha correlación negativa con la 

concentración de parásitos en sangre, es decir a medida que la parasitemia aumenta, los 

niveles de hemoglobina disminuyen y es lógico pues si aumenta el número de eritrocitos 

parasitados también aumenta el número de eritrocitos destruidos.  Si a lo anterior se 

adiciona que el parásito digiere el 75% de hemoglobina del eritrocito (Allen & Kirk 2004; 

Francis et al. 1997) el grado de anemia aún aumenta pues el producto de degradación es 

el pigmento hemozoína. 

 



Inicialmente se planteó que los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL disminuirían en 

mayor porcentaje su peso corporal, pues Cross & Langhorne 1998 encontraron que al 

existir susceptibilidad a un parásito de malaria, el peso corporal se ve notablemente 

afectado aunque haya disminuido el pico de parasitemia.  En el curso de la infección no 

se observaron diferencias significativas en la pérdida de peso corporal entre los diferentes 

grupos de ratones (Tabla 3) por lo menos hasta el día 12; éstas se visualizaron a partir 

del día 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 (Gráfica 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 características del reto en la segunda infección este parámetro de patogenia puede 

variar como se pudo apreciar en el caso del reto homólogo donde la pérdida de peso no 

se modificó, a diferencia de los ratones inmunes reinfectados con el parásito heterólogo 

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 

infección con P. chabaudi AS, generó una protección sólida para el reto homólogo, puesto 

que la parasitemia fue significativamente menor además de que al menos en los 

parámetros evaluados, la reinfección resultó prácticamente asintomática de forma similar 

a lo que ocurre en los niños y adultos que están expuestos constantemente a malaria en 

áreas endémicas y desarrollan inmunidad sólida 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 

producción de óxido nítrico (Boutlis et al. 2003); sin embargo existen reportes que 

informan que la protección también se podría asociar a una respuesta de memoria 

favorecida por la interacción del TNF-α con su receptor p55 (p55R) durante la 

primoinfección 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 correlación inversa entre ambos factores dado que los valores de r 

(coeficiente de correlación) fueron negativos y elevados. 

 

 

 



El bazo tiene un papel primordial en la eliminación de patógenos de la circulación por su 

capacidad de filtración/aclaración que presentan sus diferentes compartimentos (pulpa 

blanca, zona marginal y pulpa roja) con células y microarquitectura específicas (Aichele et 

al. 2003; Nolte et al. 2004; Yadava et al. 1996).  En el caso de malaria se ha demostrado 

que este órgano es esencial para resolver la infección, pues los ratones con 

esplenectomía son incapaces de controlar y eliminar el parásito de Plasmodium (Quinn & 

Wyler, 1980; Sayles et al. 1993; Yap & Stevenson, 1994).  Incluso se ha demostrado que 

el bazo es importante en la eliminación de eritrocitos con el Plasmodium muerto dado que 

pacientes carentes de él mantienen en circulación los eritrocitos con el parásito muerto 

por meses aún después de recibir el tratamiento (Chotivanich et al. 2002).  Por ello se 

analizó el crecimiento del bazo durante la infección Plasmodium, de hecho las 

determinaciones subsiguientes se realizaron en este órgano 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 crónica o crisis (caída 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 (Gráfica 
4), cabe destacar que a diferencia de los ratones primoinfectados con P. yoelii 17XL el 

crecimiento del bazo comenzó 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 parásito homólogo ni los 

ratones primoinfectados con el parásito no letal presentaron un crecimiento prominente 

del bazo en esa fase y pudiera atribuirse a la previa exposición al P. chabaudi AS que a 

pesar de tener características genéticas y antigénicas diferentes, tal vez ambos parásitos 

presentan la molécula de anclaje GPI que estimula a macrófagos para producir citocinas 

(Zhu et al. 2005), además 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 macrófagos (Gross et a. 1988), activación policlonal de 

células B, células TCD4+, células αβTCR (Helmby et al. 2000) y células dendríticas 

(Leisewitz et al. 2004). 

Nuestros resultados sugieren que en la primoinfección con el Plasmodium yoelii 17XL no 

se estimuló el crecimiento del bazo y debido a la insuficiencia de células de la respuesta 

inmune (linfocitos T, linfocitos B, macrófagos, células dendríticas) los ratones fueron 

incapaces de controlar la infección y perecieron (Gráfica 4).  Como el tamaño del bazo en 

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



primoinfectados con P. chabaudi AS, se propone que además de la hipercelularidad en el 

bazo para resolver la infección se requieren mecanismos adicionales como la producción 

de anticuerpos, activación del complemento y la funcionalidad eficiente de células 

dendríticas y polimorfonucleares para que el sistema inmune actúe de manera efectiva y 

elimine al Plasmodium.  

 

Los ratones inmunes reinfectados con el parásito homólogo fueron los primeros en 

reestablecer el tamaño del bazo, que en nuestros experimentos medimos como índice 

esplénico (Gráfica 4), al mismo tiempo que eliminaron completamente la parasitemia. Una 

probable explicación es que como el sistema inmune no puede permanecer activado 

cuando ya se eliminó al estímulo antigénico, las células que ya no se requerían podrían 

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

 

El bazo es un órgano importante durante la fase aguda de la infección en los ratones 

inmunes a P. chabaudi AS y reinfectados con P. yoelii 17XL ya que los coeficientes de 

correlación entre el índice esplénico y la parasitemia fueron significativos en los días 6 y 8, 

aunque también se puede considerar el día 10 porque tiene un coeficiente de correlación 

muy alto (r=0.91) a pesar de no ser significativo, estos resultados indican de que a medida 

que la parasitemia aumentó se estimuló el crecimiento del bazo.  Por último, se detectó 

una fuerte correlación negativa entre la concentración de hemoglobina y el índice 

esplénico en los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL y en los ratones 

primoinfectados con P. chabaudi AS (Tabla 5) este resultado es lógico, 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 incrementó súbitamente, por lo que es probable que los mecanismos de 

eliminación del parásito no sean suficientes o no sean los mismos dado que no hubo 

correlación negativa entre la concentración de hemoglobina y el índice esplénico y 

probablemente la anemia podría tener otras explicaciones posibles, por ejemplo podría 

ser la consecuencia de que los antígenos solubles del parásito 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 óxido nítrico se ha asociado con la eliminación de diversos patógenos entre los que se 

incluyen bacterias, hongos, parásitos (Lowenstein et al. 1994, Nathan 1997) y virus (Reiss 

& Komatsu 1998). El papel que juega el óxido nítrico 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 

eliminación 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 expresión de iNOS contribuye a la protección contra 

Plasmodium falciparum (Boutlis et al. 2003, Chiwakata 2000, Kun et al. 2001).  En este 

trabajo se planteó que el óxido nítrico pudiera favorecer la eliminación de P. yoelii 17XL 

en ratones que ya habían sufrido una infección previa con Plasmodium chabaudi AS, 

además de participar en la regulación de la respuesta inmune contra Plasmodium. Para 

detectar la presencia de esta molécula se analizó la expresión del transcrito de iNOS por 

RT-PCR y la expresión de la enzima por Western Blot en bazo, dado que es el órgano con 

hiperactividad durante la infección asociado con la eliminación del parásito (Alves et al. 

1996, Leisewitz et al. 2004), además, como el óxido nítrico es una molécula inestable se 

decidió determinar la concentración de los metabolitos estables del óxido nítrico (nitritos y 

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

 

En los ratones infectados con P. yoelii 17XL (inmunes o infectados por primera vez) la 

expresión del transcrito de iNOS durante el curso de la infección no fue significativa, por el 

contrario en los ratones infectados con P. chabaudi AS (inmunes o primoinfectados) se 

observaron diferencias significativas el día 12, precisamente cuando los ratones 

primoinfectados con P. chabaudi AS presentaron el pico de parasitemia y la expresión de 

iNOS fue mayor al resto de los demás grupos de ratones (Gráfica 5).  Este resultado, 

sugiere que no existe un incremento de óxido nítrico en los ratones infectados con P. 

yoelii 17XL, pero podría explicarse por lo siguiente: el óxido nítrico es una molécula cuya 

expresión está sumamente controlada, además su concentración no se mantiene elevada 

durante largos periodos de tiempo dada su actividad tóxica y reguladora, por lo que existe 

la posibilidad de que el intervalo de tiempo que utilizamos (dos días) sea demasiado 

espaciado, para ello sería importante evaluar la expresión diariamente y además en el día 

pico a diferentes horas, otra posibilidad es que el parásito posea características 

específicas que pudieran favorecer la producción de TGF-β para inhibir la expresión y 



estabilidad del transcrito (Pellacani et al. 2001) puesto que la expresión de la enzima que 

se evaluó por Western Blot aumentó de igual forma para todos los ratones a partir del día 

6 post-infección Figura 3. 

Considerando que probablemente el transcrito de iNOS fue inestable se decidió evaluar la 

concentración de nitritos totales en suero como productos finales del óxido nítrico Tabla 6. 

La concentración de óxido nítrico se incrementó únicamente en dos grupos de ratones: en 

el grupo infectado por primera vez con P. chabaudi AS y ese incremento coincidió con el 

pico en la parasitemia y la posterior eliminación del parásito. El otro grupo en donde se 

detectaron incrementos en la concentración de óxido nítrico fue el de ratones que 

sufrieron una infección con P. chabaudi AS y se reinfectaron con P. yoelii 17XL el 

incremento de nitritos totales se presentó durante los días 18 y 22 justo cuando se inició el 

control de la parasitemia.  Este hallazgo sugiere que el óxido nítrico está involucrado en la 

eliminación de la infección con P. chabaudi AS y de la infección letal con P. yoelii l7XL en 

aquellos ratones que ya habían sufrido una infección 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 protección que permitieron 

frenar al menos en parte la proliferación del parásito lo que dio tiempo al sistema inmune 

de montar mecanismos que eliminaron al Plasmodium y uno de ellos pudiera ser el óxido 

nítrico, dado que existen reportes en la literatura donde en la infección con P. chabaudi, el 

óxido nítrico esta involucrado en su eliminación  El resultado con P.yoelii 17XL está de 

acuerdo con lo descrito en la literatura en donde la elevada actividad de iNOS en 

pacientes que ya habían resuelto la infección de malaria por P. falciparum (Perkins et al. 

1999).  El ligero incremento en la concentración de óxido nítrico durante los días 8 y 10 de 

la primoinfección con P. yoelii 17XL no contribuyó a controlar el parásito, de igual forma 

que sucedió con la infección con P. berghei descrita en la literatura en donde se presentó 

un incremento en la concentración de nitritos antes de desarrollar parasitemias elevadas 

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

 

La producción de óxido nítrico durante la infección con malaria también se determinó con 

la expresión de la proteína iNOS por medio de western blot para descartar así la posible 

procedencia endotelial del óxido nítrico, se obtuvo que la enzima se expresó de igual 

forma en todos los grupos de ratones, pero tal vez existan diferencias en la actividad de la 

enzima, por ello la concentración de nitritos incrementó en diferentes tiempos en todos los 

grupos de ratones. 



 

Probablemente la fase en la que el óxido nítrico ejerce su papel protector en malaria 

depende de la letalidad del parásito, pues Dascombe & Nahrevanian 2003, encontraron 

que los ratones infectados con P. berghei tratados con inductores de óxido nítrico durante 

la fase aguda no sobrevivieron, lo anterior sugiere que si bien es importante el óxido 

nítrico no es la única molécula involucrada en la eliminación del parásito. Otros 

investigadores le han atribuido al óxido nítrico un papel inmunoregulador (Taylor-Robinson 

& Smith 1999), por lo anterior decidimos analizar la correlación entre la expresión del 

transcrito de iNOS y la expresión de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias ó 

inmunorreguladoras por lo que se determinó la expresión de estas citocinas en el bazo 

por RT-PCR. 

 

 

En todos los grupos de ratones hubo un incremento en la expresión de IFN-γ, sin embargo 

en los ratones que habían sufrido una infección con P. chabaudi AS y se reinfectaron con 

P. yoelii 17XL la expresión fue significativamente mayor en los días 4, 6 y 18 de la 

infección (Gráfica 6), este resultado corrobora los hallazgos descritos en la literatura en 

donde asociaron la producción temprana de IFN-γ con la protección contra malaria en 

modelos murinos (Choudhury et al. 2000, de Souza et al. 1997).  Como las células T γδ y 

a las células NK se activan durante la respuesta innata, es probable que sean las 

responsables de la producción temprana de IFN-γ.  El papel del IFN- γ en la protección 

contra estadios sanguíneos del Plasmodium se ha demostrado previamente en ratones 

que recibieron tratamiento con anticuerpos anti-IFN-γ (Meding et al. 1990), en ratones 

deficientes en el receptor de IFN-γ (Favre et al 1997) y en ratones knockout para el gen de 

IFN-γ (Su & Stevenson 2000). En este trabajo dado que la expresión de IFN-γ en los 

ratones que habían sufrido una infección 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 exposición al parásito no letal favoreció la inducción del transcrito de IFN-γ, este 

hallazgo está de acuerdo con lo que se observó en niños de África expuestos a 

reinfecciones con Plasmodium en donde se encontró un aumento en la síntesis de IFN-γ 

por células mononucleares de sangre periférica y el curso de la infección fue moderada, a 

diferencia de las infecciones severas donde la producción de IFN-γ fue menor (Luty et al. 

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



mediante la activación de macrófagos y neutrófilos para fagocitar merozoitos 

(Kumaratilake & Ferrante 2000) o por la producción de peróxido de hidrógeno, H2O2 

(Shear et al. 1989).  Es importante destacar que en los ratones primoinfectados con P. 

yoelii 17XL y durante la infección primaria con P. chabaudi AS la expresión de IFN-γ fue 

igual en los días 8, 10 y 12 Gráfica 6, incluso el día 15 la expresión se mantuvo elevada 

durante la infección con el parásito letal pero aún así ningún ratón sobrevivió, tal vez 

porque el parásito evade la fagocitosis mediante la adherencia de eritrocitos parasitados 

al endotelio, fenómeno que posiblemente no ocurra en los ratones inmunes reinfectados 

con el parásito no letal, ya que la expresión del transcrito de IFN-γ fue significativamente 

menor a la que presentaron los ratones infectados por primera vez con P. yoelii 17XL en 

los días 10, 12 y 15.  Probablemente durante la infección con P. chabaudi AS no sea 

relevante el fenómeno de citoadherencia y la producción de IFN-γ sea lo suficientemente 

elevada como para activar los mecanismos de respuesta inmune necesarios en la 

eliminación del Plasmodium, ya que el último día en que se mantuvo elevada la expresión 

del transcrito de IFN-γ fue precisamente cuando se registró el pico de la parasitemia. 

 

 

En relación a la IL-12 la expresión del transcrito aumentó en la misma proporción durante 

el curso de la infección para todos los ratones, excepto el día 18 puesto que los ratones 

inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL presentaron la expresión de IL-12 

significativamente más elevada que el resto de los ratones (Tabla 7), quizá este aumento 

evitó 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 están: la capacidad de inducir la producción de IFN-γ por 

las células T y las células NK, además induce la proliferación de células Th0, favorece la 

diferenciación de las células Th1, estimula la eritropoyesis (Stevenson et al.. 2001) y 

facilita la producción de anticuerpos específicos del parásito de las subclases IgG2a e 

IgG3 (Su Z & Stevenson 2002), incluso se ha propuesto utilizar la combinación de IL-12-

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

 

 

Con respecto a la expresión de TNF-α 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) (Gráfica 7).  Si bien es cierto que la producción 



de TNF-α 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  macrófagos para la producción 

de radicales de oxígeno y estimula a los monocitos para aumentar la expresión de 

receptores para IgG (Muñiz-Junqueira et al. 2001); últimamente se ha descrito que la 

interacción de TNF-α con su receptor p55 (p55R) es esencial para desarrollar una 

respuesta de memoria (Li & Langhorne 2000).  Por lo que es probable que la interacción 

temprana entre TNF-α y p55R favorezca la activación de las células B de memoria que se 

desarrollaron en la primera infección y por ello los ratones inmunes reinfectados con el 

parásito homólogo expresaron TNF-α con mayor intensidad. 

 

 

En relación al transcrito de TGF-β nuestros resultados muestran que su expresión 

aumentó en la misma forma en todos los grupos de ratones Tabla 8, es probable que esa 

sea la razón por la que no detectamos un incremento significativo en el transcrito de iNOS 

durante la infección con P. yoelii 17XL, este posible efecto de TGF-β sobre la expresión 

de iNOS correlaciona con los resultados de Tsutsui & Kamiyama 1999 quienes 

encontraron que un incremento de TGF-β en la fase aguda de la infección inhibe la 

producción de óxido nítrico determinado por la expresión de mRNA de iNOS y la 

concentración de nitritos en suero, aunque es importante recalcar que pueden existir 

efectos diversos dependiendo del modelo de malaria tanto murino como del parásito, ya 

que ellos encontraron un incremento máximo en la expresión de TGF-β exactamente el 

día en que se registró el pico de parasitemia, en cambio en este trabajo se encontró un 

aumento desde la fase aguda de la infección y este nivel de expresión se mantuvo 

constante hasta que la infección se eliminó por completo. 

 

 

La expresión de IL-4 aumentó en la misma proporción en todos los grupos de ratones con 

exclusión del día 10 Tabla 9, donde la expresión del transcrito en los ratones que 

sufrieron una infección 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 

día 15 este valor se invirtió, una probable explicación es que quizás existió un control más 

eficiente en la inhibición de IFN-γ (Powrie et al. 1993), también es probable que se 

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



crónica se observó primero en los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS y no en los 

ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL. 

 

Únicamente en el día 4 de la infección la expresión del mRNA de IL-10 fue 

significativamente mayor en los ratones inmunes ya sea que hayan sido reinfectados con 

el parásito letal o con el parásito no letal (Gráfica 8), en los días restantes de la infección 

la expresión de IL-10 se incrementó de la misma forma en todos los grupos de ratones, 

una probable explicación podría ser que esta citocina regula al TNF-α para de esta forma 

disminuir su efecto patológico además de que la IL-10 también puede inhibir la producción 

de IFN-γ (Li et al. 1999, Nussenblatt et al. 2001).  Otra probable explicación es que la     

IL-10 también pudo haber bloqueado la expresión de iNOS por la inhibición de NF-κB 

(Wang et al. 1995).  En el día 15 postinfección los ratones infectados por primera vez con 

P. yoelii 17XL expresaron más IL-10 que los ratones inmunes reinfectados con el parásito 

letal y que los ratones primoinfectados con P. chabaudi AS, tal vez para regular la 

expresión de IFN-γ, que en el mismo día estuvo significativamente elevada. 

 

 

En relación a la expresión de la IL-6, únicamente los ratones infectados por primera vez 

con P. chabaudi AS desarrollaron un incremento significativo en la expresión de esta 

citocina antes del pico de parasitemia en los días 8, 10 y 12 Gráficas 2 y 9 con respecto a 

esta citocina, los reportes de su asociación con malaria son escasos, sin embargo este 

incremento podría asociarse a la estimulación temprana de las células B para que 

maduraran a células plasmáticas productoras de inmunoglobulinas, como lo describió 

previamente Akanmori et al.1996 quien reportó que la administración de IL-6 

recombinante en ratones infectados con P. chabaudi chabaudi incrementó el título de 

anticuerpos IgG1, aunque para IgG2a e IgG2b también se observó un incremento. 

 

 

Aunque en los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL la expresión del mRNA de 

iNOS se correlacionó significativamente con la concentración de nitritos totales en suero 

únicamente los días 4 y 10 de la infección (Tabla 10) es importante señalar que en los 

días 15, 18 y 22 los valores de r fueron de 0.87, 0.77 y 0.96 respectivamente por lo que 

biológicamente se pueden considerar importantes para inferir que la expresión del mRNA 

de la enzima está relacionada con la concentración de nitritos en suero durante la fase 



crónica y dado que hubo una correlación positiva con las citocinas proinflamatorias como 

con las inmunorreguladoras durante la fase aguda es probable que a pesar de existir una 

estimulación de macrófagos para producir óxido nítrico inducido por IFN-γ, IL-12 y TNF-α 

las citocinas inmunorreguladoras contrarrestan este efecto dañando la expresión de iNOS 

a nivel transcripcional y postranscripcional.  En nuestros experimentos la concentración de 

nitritos presentó una correlación positiva en la fase aguda de la infección con la expresión 

de las citocinas proinflamatorias e inmunorreguladoras (Tabla 11), sin embargo en la fase 

crónica sólo existió correlación positiva el día 15 con la expresión de IFN-γ, una probable 

explicación a ello es que esta citocina tiene un efecto mínimo en la expresión de iNOS 

que sinergiza con la actividad de GPI para inducir la producción de óxido nítrico (Zhu et al. 

2005), ya que en el día 22 (cuando la concentración de nitritos se encontró elevada, Tabla 

6) no hubo correlación entre el transcrito de iNOS e IFN-γ, como tampoco la hubo entre la 

concentración de nitritos e IFN-γ. 

 

Durante la primoinfección con P. yoelii 17XL hubo una correlación positiva y significativa 

entre la expresión del transcrito de iNOS y la concentración de nitritos totales en el día 15 

(Tabla 12), en ese día la expresión del mRNA de IFN-γ, IL-12 e IL-4 también 

correlacionaron significativamente tanto con la expresión de iNOS como con la 

concentración de nitritos (Tabla 13) por lo que se infiere que estas citocinas tienen un 

efecto directo en la expresión del transcrito de iNOS ya sea en su inducción o en su 

inhibición.  Como en las correlaciones: expresión del mRNA de iNOS - expresión del 

mRNA de citocinas hubo relaciones inversas (coeficientes de correlación negativos) 

durante la fase aguda de la infección se propone que las características de la correlación 

entre las variables en esta fase es crítica para resolver la infección, 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 sólo existió correlación 

positiva del mRNA de iNOS con la concentración de nitritos el día 6 (Tabla 14), pero la 

concentración de nitritos no correlacionó con alguna de las citocinas en ese día una 

probable explicación podría ser que la producción de óxido nítrico fue estimulada por el 

antígeno soluble del parasito GPI o por la hemozoina.  Es probable que en este grupo de 

ratones existió una respuesta mediada por anticuerpos específicos, por ello la respuesta 

innata mediada por citocinas proinflamatorias no correlacionó con la producción de óxido 

nítrico.  En la primoinfección con P. chabaudi AS la correlación en el día 10 entre la 



expresión del mRNA de iNOS y la concentración de nitritos no fue significativa, pero al 

igual que en los ratones inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL el coeficiente de 

correlación (0.929) puede considerarse importante (Tabla 16), aunque cabe señalar que 

no hubo correlación positiva con la expresión del mRNA de las citocinas proinflamatorias, 

existe la posibilidad que la producción de óxido nítrico fue inducida por GPI.  En el día 12 

(cuando existió el pico de parasitemia) la expresión de las citocinas proinflamatorias 

correlacionó significativamente con la concentración de nitritos Tabla 17, mientras que la 

expresión del mRNA de iNOS y la concentración de nitritos tuvieron un coeficiente de 

correlación de 0.81 no significativo pero podría ser importante biológicamente.  Otro 

hallazgo relevante fue la correlación que existió entre la expresión del mRNA de iNOS y la 

producción de nitritos cuando la parasitemia se eliminó por completo (día 22), pues se 

obtuvo que la expresión del mRNA de las citocinas proinflamatorias que correlacionó con 

la expresión del mRNA de iNOS y con la concentración de nitritos, aunque con algunas de 

las citocinas los valores de r (cercanos a 0.9) no fueron significativos.  Es posible que esta 

correlación al final de la primoinfección con P. chabaudi AS haya generado tolerancia en 

los ratones que fueron reinfectados con el parásito letal, ya que  en la literatura existe un 

trabajo en pacientes de Papua Nueva Guinea expuestos a reinfecciones múltiples quienes  

desarrollaron malaria moderada y un incremento en la actividad de iNOS, a diferencia de 

los pacientes que desarrollaron malaria severa con una producción baja de óxido nítrico 

(Boutlis et al. 2003). 

 

 

 



 

9. CONCLUSIONES. 
 

 

La previa resolución de malaria no letal con P. chabaudi AS genera protección a 

reinfecciones letales con P. yoelii 17XL en ratones. 

 

La protección contra P. yoelii 17XL se refleja en la disminución de eritrocitos infectados 

pero los parámetros de patogenia (anemia y pérdida de peso) no se modifican 

favorablemente. 

 

El crecimiento del bazo está asociado con la eliminación de la infección con P. yoelii 17XL 

en los ratones inmunes a P. chabaudi AS. 

 

Como la producción del óxido nítrico disminuyó durante la fase aguda de la reinfección 

con P. yoelii 17XL se descarta que contribuya en la eliminación de este parásito. 

 

De las citocinas proinflamatorias, únicamente el IFN-γ pudiera contribuir en la resolución 

de la infección con P. yoelii 17XL en los ratones inmunes dado que su expresión aumentó 

significativamente durante la fase aguda de la infección. 

 

A pesar de que la producción de óxido nítrico (concentración de nitritos) en los ratones 

inmunes reinfectados con P. yoelii 17XL disminuyó durante la fase aguda de la infección, 

ésta correlacionó con una mayor expresión de IFN-γ. 

 

En los ratones inmunes a P. chabaudi AS y reinfectados con P. yoelii 17XL el incremento 

en la expresión de las citocinas IFN-γ, IL-12, IL-10 e IL-4 se asoció con la baja producción 

de óxido nítrico durante la fase aguda de la infección. 



10. ANEXOS. 
 

10.1 Soluciones para extracción de RNA y RT-PCR. 
 
 
Acril-biscarilamida al 30% 

Acrilamida                                             29.0g 

Bisacrilamida                                           1.0g 

Agua bidestilada                cbp               100mL 

  NOTA.  La acrilamida es neurotóxica, usar 

     guantes y cubrebocas para su 

    manipulación. 

 

 

Agua DEPC 0.1%. 

Dietilpirocarbonato                                     1g 

Agua bidestilada                                        1000mL 

  NOTA.  Distribuir en frascos de 250ml, dejar actuar 
   el DEPC durante 4-12 horas y remover el 

   DEPC por esterilización. 

 

 

 

Amortiguador de carga 5X 

Reactivo    Concentración 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        [Final] en el tubo      10ml PCR 10X            [10X] 

                                        de Rx = PCR 1X 

1M  MgCl2    2mM   0.2mL   20mM 

2.5M               KCl                       50mM                       2.0mL                     500mM 

2.0M         Tris pH=8.3                10mM                       0.5mL                     100mM 

20mg/mL      Gelatina                      0.1mg/mL                0.5mL                         1 mg/mL 

                Agua millipore                                              6.8mL 
 NOTA.  Distribuir el amortiguador de PCR 10X en tubos eppendorf 

  de 650μl. 

 

 

Gel de acrilamida al 5%     100mL (2 geles 16X16) 

Agua bidestilada       72.2mL 

TBE 10X        10.0mL 

Acrilamida/Bisacrilamida 30%     16.8mL 

APS  10%        950μL 

TEMED        100μL 

 

Mezcla de reacción para PCR. 

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

Stock  Reactivo [ ]/Rx
μl/Rx

10X Amortiguador 
de PCR 1X 2.0μl 

5mM dNTP's 0.2mM 0.8μl 

20μM Oligo β−actina 0.1μM 0.1μl 

20μM ***Oligos 0.1μM 0.1μl 

5U/μl Taq DNA pol 0.5U 0.1μl 

 Agua para 
PCR  11.9μl 

 
 Volumen final 15.0μl 

 ***De acuerdo al gen que se amplifique, colocar 
el oligonucleótico correspondiente  



Mezcla de reacción para retrotranscripción 

En un tubo eppendorf realizar la mezcla para una reacción: 

 

    
                         1 Rx 

Amortiguador de retrotrasncripción 
5X 4.0μl 

0.1M  dTT 2.0μl 

5mM  dNTP's 2.0μl 

Enzima M-MLV RT 1.0μl 

Inhibidor de RNAsa 0.1μl 

Agua DEPC 1.0μl 

Volumen final 10.1μl 
 

 

 

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

magnesio. 

NaCl    8.0g 

KCl    0.2g 

Na2HPO4   1.44g 

KH2PO4   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 alícuotas de 500μL y guardar en el congelador. 

 

 

 

 



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

Tris 1M    121.10g 

Acido bórico 1M     61.83g 

EDTA 50mM      18.61g 

Agua bidestilada     cbp      1000mL 
NOTA.  Calentar la solución para disolver más 
 rápido los reactivos 

 

 

10.2 Soluciones para extracción de proteínas y Western-Blot. 
 
1. Acrilamida/Bis-acrilamida 30% 0.8% 

Acrilamida    30.0g 

Bisacrilamida      0.8g 

Agua milliQ     cbp     100mL 
Guardar en frasco ámbar a 4°C 

 

2. Amortiguador de carga 5X (Laemmli) 

Tris-HCl 1M, pH 6.8    3.12mL 

SDS     1.0g 

Glicerol    5.0mL 

β-mercaptoetanol   0.5mL 

Azul de bromofenol   0.005g 

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     144g 

Tris     30.55g 

SDS     10g 

Agua bidestilada  cbp     1000mL 
Ajustar el pH con HCl antes de aforar, para obtener la solución 

de trabajo 1X, diluir 1:10. 

 



 

 

4. Amortiguador de sonicación, pH 7.5 

Sacarosa 0.32M    10.95g 

Tris 10mM                  0.121g 

EDTA 1mM                  0.037g 

DTT 1mM                  0.0154g 

Agua milliQ    cbp          100mL 
Disolver en 70mL de agua milliQ, 

ajustar el pH a 7.5 con HCl y  

aforar a 100mL.  Almacenar a 4°C. 

 

5. Amortiguador de sonicación con inhibidores de proteasas  

Aprotinina (10μg/μL)      1μL 

Leupeptina (1μg/μL)    10 μL 

Soybean (1 μg/μL)    10 μL 

PMSF (200mM)      0.5 μL 

Amortiguador de sonicación   1mL 
Preparar en el momento de utilizar 

 

6. Amortiguador de transferencia 

TRIS 25mM      3.03g 

Glicina 192mM   14.4g 

SDS 0.05%      0.5g 

Metanol 20%    200mL 

Agua milliQ    cbp   1000mL 

 

7. Gel concentrador 5.14% 

Acrilamida 30% 0.8%   1.67mL 

Tris 0.5M, pH 6.8   2.5mL 

Agua milliQ    5.7mL 

SDS 10%    100μL 

TEMED    10 μL 

APS 10%    40 μL 



 

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 μL 

TEMED    13 μL 

APS 10%    40 μL 

 

 

9. SDS al 10% 

SDS     10g 

Agua milliQ    100mL 

 

 

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

NaCl 150mM    8.76g 

Tris 20mM    2.42g 

Agua bidestilada  cbp     1000mL 
Ajustar el pH con HCl antes de aforar 

 

 

11. TBS-Tween 0.1% 

Tween     100 μL 

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 HCl 

 

 



 

13. Tris 1.5M, pH 8.8 

Tris     181.71g 

Agua milliQ   cbp    1000mL 
Ajustar el pH con HCl 

 

 

 

10.3 Soluciones para la deteminación de nitritos 
 

1. Acido tricloroacético al 10% 

Acido tricloroacético   10g 

Agua bidestilada   100mL 
Guardar en frasco ámbar y almacenar de 0-4°C 

 

 

2. NADPH  

NADPH    1.25g 

PBS 1X    1mL 
Almacenar a –20°C 

 

 

3. NED (Naftiletilendiamina) al 1% 

NED     0.04g 

Agua bidestilada   40mL 
Conservar en frasco ámbar de 0-4°C. 

 

 

4. Nitrato reductasa (Aspergillus) 

Nitrato reductasa    20U 

PBS 1X     2mL 
Preparar alícuotas de 0.25mL y almacenar a 4°C 

 

 

 



 

5. Nitrito de sodio 0.7mM 

NaNO2     1.932mg 

Agua bidestilada  cbp           40mL 

 

 

6. PBS 10X 

NaCl     87g 

KH2PO4      4g 

Na2HPO4 ·H2O   67.82g 

Agua bidestilada  cbp     1000mL 
  Filtrar y esterilizar, para obener la solución 1X 

  diluir 1:10 

 

 

7. Sulfanilamida al 1% en ácido fosfórico al 5% 

Sulfanilamida    0.4g 

Acido fosfórico al 5%   40mL 
  Guardar en frasco ámbar y de 0-4°C 
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