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ABREVIATURAS
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1. RESUMEN

La malaria es la enfermedad infecciosa con la mayor morbilidad y mortalidad en todo el

mundo, afecta principalmente a paises tropicales y subtropicales.

En el presente trabajo se evaluo la participacion del 6xido nitrico en la respuesta inmune
celular durante la infeccion con Plasmodium en un modelo experimental de malaria murina.
En particular se analizo si estd relacionado con la expresion de citocinas asociadas con el
control de la parasitemia. Se evalu6 la expresion de citocinas en relacion a la expresion de
B-actina como gen constitutivo, en las subpoblaciones celulares de bazo: CD3+, CD4+,
CD8+ y NK+. Se indujo la sobreexpresion de la enzima iNOS con LPS y por otro lado se
bloqueo la sintesis de 6xido nitrico inhibiendo a la enzima con aminoguanidina. Para lo
anterior se tomo6 en cuenta un estudio previo realizado en nuestro grupo de investigacion, la
expresion mas alta de RNA mensajero que codifica para las citocinas IFN-y y de IL-10 se
detect6 en el dia 11 y para TNF-a en el dia 4 postinfeccion, por lo que se eligieron esos
dias para hacer el analisis por RT-PCR en tiempo real. El tratamiento con aminoguanidina
(AG), gener6 un decremento en la expresion de IFN-y, TNF-a e IL-10 en todas las
subpoblaciones celulares, sin embargo, el tratamiento con LPS no modifico
significativamente el patron de expresion con relacion al grupo tratado con PBS,
probablemente este hallazgo se deba a un mecanismo de regulacion por retroalimentacion.
Nuestros resultados sugieren que los niveles del 6xido nitrico regulan la expresion de IFN-

v, TNF-a e IL-10 en los ratones infectados con P. chabadi AS.



2. INTRODUCCION

La malaria o paludismo es una enfermedad infecciosa con manifestaciones paroxisticas y
periodicas, transmisible por mosquitos anofelinos, principalmente ubicada en los tropicos y
subtropicos (Tay, 1995). Los parésitos que causan el paludismo, son miembros del género
Plasmodium y su ciclo de vida involucra una fase asexual (en el humano o huésped
intermediadiario) y una fase sexual (en el mosquito anofeles hembra como huéspedes

definitivos) (Joklik, 1998).

De las especies de Plasmodium que causan malaria, s6lo cuatro infectan al hombre:
Plasmodium vivax, P. malarie, P. ovale y P. falciparum. En México mas del 95% de los

casos de malaria se originan por P. vivax (Tay, 1995).

Durante la infeccion con Plasmodium se activan mecanismos responsables de regular la
patogenia de la infeccion tales como: 6xido nitrico y produccion de citocinas (Roitt, 2002).

Las citocinas tienen una gran variedad de funciones y resultan importantes tanto en la
respuesta inmune natural o innata como en la adquirida, se trata de proteinas de bajo peso
molecular que estimulan o inhiben la proliferacion, la diferenciacion o la funcion de las
células inmunitarias que suelen actuar de dos formas diferentes: autdcrina (sobre la misma

célula productora) o paracrina (sobre células cercanas) (Ramos-Avila, 2005).

El 6xido nitrico (NO), es un gas inestable (radical libre), resulta de la desaminacion
oxidativa de L-arginina para producir L- citrulina por una reaccion catalizada por la enzima
Oxido Nitrico Sintasa (NOS). Entre las diferentes isoformas de NOS, la inducible (iNOS,
NOS tipo II) es responsable de la alta produccion en la sintesis de NO en macrofagos y esto
se induce por las citocinas proinflamatorias, tal como IFN-y e IL-1. Como es un mensajero
intracelular, el NO se ha implicado en diversos procesos fisiologicos por ej: homeostasis
vascular, neurotransmision (Jaramillo, 2003), modulacién de la respuesta inflamatoria y
defensa contra microorganismos (Van der Heyde, 2000). Como los metabolitos reactivos

del oxigeno, el NO es una sustancia toxica para los microorganismos intracelulares y es en



gran medida responsable de su destruccion por macrofagos activados (Rojas-Espinosa,

2001).

La iNOS incrementa la producciéon de NO endogeno durante el estadio sanguineo de
malaria, estd demostrado que el NO esta relacionado con la proteccion en contra de
Plasmodium chabaudi (Robinson & Smith, 1999). En este trabajo se evalu6 el efecto del
NO (6xido nitrico) sobre la expresion de IFN-y, TNF-a e IL-10 en ratones infectados con

malaria, por medio de la técnica de PCR en tiempo real.



3. MARCO TEORICO

3.1 Malaria (generalidades)

La malaria humana es una enfermedad causada por un parasito del género Plasmodium, que
se transmite al humano a través de la picadura del mosquito Anopheles hembra. Las
caracteristicas de esta enfermedad, son su naturaleza ciclica y los paroxismos febriles

aumentan y disminuyen de intensidad con una periodicidad predecible (Stuart, 2000).

Diversas especies de Plasmodium causan infecciones en animales, pero solo cuatro de ellas
infectan a los humanos: P. falciparum, P malariae, P. ovale y P. vivax. Todas ellas son
transmisibles de una persona a otra por la hembra del mosquito Anopheles infectada. La
forma grave de paludismo que sigue un ciclo febril de 48 horas (con paroxismos en los dias
1 y 3 de cada ciclo) la ocasiona P. falciparum y se conoce como paludismo terciano
maligno o paludismo falciparo, la forma mas leve con ciclo semejante y que se debe a P.
vivax, se llama paludismo terciano benigno o paludismo vivax. La enfermedad con ciclo
febril de 72 horas que produce P. malariae se llama paludismo cuartano o paludismo
paludico. En 1922 se descubrio que P. ovale es el causante del paludismo oval, aunque no

hace referencia a su forma ciclica (Stuart, 2000).

3.1.1 Ciclo de vida del parasito

El ciclo biolégico del parasito es muy complejo. Se presenta en dos fases: la fase sexual
conocida como esporogonia que ocurre en el tracto gastrointestinal del mosquito y la fase

asexual conocida como esquizogonia que se lleva a cabo en el hombre (Koneman, 1999).

El primer encuentro del huésped con la malaria comienza cuando los esporozoitos presentes
en las gldndulas salivales de la hembra del mosquito Anopheles infectada, entran al torrente
sanguineo del humano por medio de la picadura del insecto quien al introducir su proboscis

hasta ubicarla en la luz de los vasos, inocula saliva, depositando asi los esporozoitos en el



torrente sanguineo, en los primeros 30 minutos de la inoculacién estos esporozoitos
invaden a los hepatocitos, en los cuales experimentan el ciclo de desarrollo asexual llamado
esquizogonia hepatica, dentro de cada hepatocito infectado crece una forma polinucleada de
gran tamafio llamado esquizonte, que a continuacion se divide y da lugar a los merozoitos.
Los merozoitos salen de las células hepaticas hacia el torrente sanguineo donde invaden a
los eritrocitos, fijandose a las terminales glucosidicas presentes en la membrana de las
glicoforinas A, B y C de los eritrocitos, para penetrar en ellos por medio de un fenémeno
que ocurre a manera de una endocitosis, inducido por proteinas secretadas por el parasito

que lo internalizan en un saco formado por la membrana del mismo eritrocito (Tay, 1995).

Una vez dentro del eritrocito el plasmodio inicia su fase de equizogonia eritrocitica en la
que se alimenta del contenido citoplasmico del eritrocito, que en mas de un 30% es
hemoglobina, de cuya molécula utiliza la globina como fuente de aminoacidos, dejando la
porfirina como una molécula modificada e insoluble, que se denomina hemozoina y que
constituye el pigmento malarico. En la primera parte de esta etapa, el trofozoito almacena
una gran cantidad de nutrientes en una vacuola que ocupa casi toda la totalidad de su
citoplasma, y una mancha de cromatina, la cual le confiere la apariencia de un anillo con un
rubi. Por esas caracteristicas, a esta primera fase se le llama fase anular. El parasito crece,
pierde su caracter vacuolado, el citoplasma se vuelve mas abundante y aparecen

granulaciones rojizas en el citoplasma de los eritrocitos infectados (Stuart, 2000).

Luego su nucleo se divide repetidamente produciendo un esquizonte que tiene de 6 a 24
nucleos. El esquizonte se divide y produce merozoitos uninucleados, que salen al lisarse la
membrana de la célula madre y a su vez éstos lisan la membrana del eritrocito huésped y
quedan asi libres en el plasma armados para invadir otros eritrocitos. La rapida elevacion de
la temperatura y los fuertes escalofrios que son caracteristicos de la malaria se producen en
el momento en que los eritrocitos se lisan. Los merozoitos liberados infectan rapidamente a
una nueva poblacion de eritrocitos, iniciando el siguiente ciclo de fiebre y escaloftio.
Dentro de algunos eritrocitos, los merozoitos se diferencian dando gametos masculinos y
femeninos llamados microgametocitos y macrogametocitos respectivamente, que no

rompen la célula hospedera. Estos son ingeridos por el mosquito al alimentarse de sangre.



En el intestino del insecto, los eritrocitos se lisan y los gametocitos maduran y se combinan
para producir un cigoto, este ultimo se implanta en el epitelio intestinal y da lugar al
oocisto, que a su vez madura convirtiéndose en esporozoitos. Finalmente éstos emigran a la
glandula salival del mosquito en espera de ser inyectados a la piel humana cuando el

mosquito pica (Stuart, 2000) (Fig. 1).

9 o
. > QO
' wazo Blguros merpzn'r!::us T desam:ul_lan
i sanguinen al torverite deritro del errocito en gametocitos
H Ezquizonte zanguine nl-
| exoertrociico k Loz exporozoitos ehtran al higado
i
[]

1
1
1
|
|
|
: '{m‘.ﬁ
| S
! / ‘\
Intestiveg del mozguitc | . :
Lo A !
Se fusionan / \ : @ O
[ Se romper a3 !
o
f
1
1
1
1
1
1
1
1

loz | i
@ CEUEE el hlnado Ezquizonte Loz merozoios
- ammetos \ 0zt
u 4 \ e etitrocitico penetran el ertrocito

- e f =0n libetadoz
: .—'/ dezarmlla v ) l/ k
el ocizty S @
Se likeran oz exporozoitos 7 J,.f' Cﬁm
Feproduccion azexual en el

¥ vigjar por la glandula salival hasta | /»" |I Loz Hamem':ftlﬂs 0N I_rrgngﬂdDS
la hemmolinta L | por el mosgu etitrocitn

Figura 1. CICLO DE VIDA DEL Plasmodium (Tomado y modificado de Stevenson MM
& Riley EM, 2004)

3.2 Respuesta celular en malaria

Cuando las células T cooperadoras de tipo 1 (Thl) se estimulan simultaneamente con:
antigenos, citocinas de las células presentadoras de antigeno (APC) y por moléculas
coestimuladoras de las APC, proliferan y producen otras citocinas que sostienen y
expanden la respuesta inmunitaria. Algunas de las moléculas producidas por las células

Thl, como las quimiocinas, atraen a otras células linfoides al sitio de la reaccion



inmunitaria; otras citocinas como la interleucina-2 (IL-2), estimulan la proliferacion de las
células reclutadas; algunas como el interferon gamma (IFN-y), activa macrofagos, y otras
mas como el factor de necrosis tumoral beta (TNF-f), son citoliticas (la respuesta inmune

celular puede causar dafio al tejido normal) (Rojas-Espinosa, 2001).

Simultdneamente a la activacion de las células Thl mediadoras de la inmunidad celular,
ocurre la activacion de las células T cooperadoras de tipo 2 (Th2). Las células Th2
responden a la estimulacion antigénica y a las sefales derivadas de las células
presentadoras de antigeno, proliferando y produciendo nuevas citocinas, como IL-10

(Rojas-Espinosa, 2001).

La infeccidn por Plasmodium es capaz de estimular a las células T CD4+ como las CD8+,
¢éstas ejercen efectos protectores en diferentes fases de la infeccion por Plasmodium: las
células T CD4+ intervienen en la respuesta inmunitaria frente a la fase sanguinea de P.
yoelii, mientras que en la fase hepatica de la infeccion por P. berghei son las células T
CDS8+ las que ejercen el efecto protector. El efecto de las células CD8+ es doble: por una
parte secretan IFN-y y por otra destruyen a los hepatocitos infectados. Los hepatocitos
expresan moléculas MHC de clase I, pero no de clase II, por lo que las células CD4+ no los
pueden reconocer y no se estimulan para que produzcan IFN-y. De la misma forma, las
células CD8+ no afectan a los parasitos durante la fase sanguinea porque los eritrocitos no

expresan moléculas MHC de clase II (Roitt, 2002).

Los monocitos/ macroéfagos son células de importancia para la eliminacion del parasito y el
IFN-y es un potente activador de esas células (Philips, 1994). Cuando se activan los
macrofagos son capaces de destruir la fase eritrocitaria del parasito y de secretar citocinas
como TNF-a e IL-1 en respuesta a la presencia de los antigenos fosfolipidicos del parésito-

(Roitt, 2002).

Durante una infeccion primaria con P. chabaudi en ratones, se han logrado identificar
patrones de citocinas que permiten caracterizar a la respuesta inmune durante los primeros

10 dias como predominantemente Thl, también se ha observado la capacidad de activar



macrofagos y de producir una respuesta inmune inflamatoria. Sin embargo, para que el
parasito se pueda eliminar completamente se requiere la participacion de la subpoblacion de

células T CD4+ tipo Th2 (Langhorne, 1994).

3.3 Citocinas en malaria

Se denomina genéricamente citocinas al conjunto de proteinas de bajo peso molecular, a
menudo glicosiladas y generalmente monoméricas (Gonzalez-Regueira, 2003) producidas
por una variedad de células tanto linfoides como no linfoides, y tienen varios efectos,

también sobre muchas células (Rojas-Espinoza, 2001).

Las fuentes celulares de las citocinas incluyen a los monocitos/macrofagos y a las células
dendriticas, ademas de las células T, B, fibroblastos, neutrdfilos, células endoteliales,
células cebadas y otras. Los blancos celulares de las diversas citocinas incluyen, entre otros,
a los monocitos, macréfagos, a las células T, a las células B, a los neutrodfilos, a las células
hematopoyéticas de las series linfoide y mieloide, a los fibroblastos, a las células cebadas

y a los eosinodfilos (Regueira, 2003).

Los efectos de las citocinas incluyen la diferenciacion, proliferacion y activacion de las
“células blanco”, la expresion de receptores celulares para un sin numero de ligandos y la
induccién y secrecion de una diversidad de otros mediadores que incluyen prostaglandinas,
interleucinas, factores de crecimiento y de diferenciacion, factores estimulantes de colonias,
inmunoglobulinas y otros, asi como la liberacion de los mismos receptores solubles. En
conjunto, las citocinas participan en la induccidn, expresion y modulacion de las respuestas
inmunitarias y en el desarrollo y regulacion de las respuestas inflamatorias (Rojas-

Espinoza, 2001).

Algunos estudios sugieren que el balance entre citocinas proinflamatorias (TNF-co., IFN-y,
IL-6, IL8) y antiinflamatorias (IL-4, IL-10) determina el grado de parasitemia en malaria

(Jason, 2001).



3.3.1 Interferon gamma

El interferon gamma (IFN-y) participa en la regulacion de casi todas las fases de las
respuestas inmunes ¢ inflamatorias, incluyendo la activacion y diferenciacion de las células

T, B, NK, macrofagos y otras. Se considera por tanto, una citocina inmunorreguladora

(Parslow, 2002).

La secrecion de IFN-y representa un rasgo caracteristico de los linfocitos Thl: también se
secreta en casi todas las células CDS, algunas ThO y en las células NK. La produccion de
IFN-y se inhibe por la IL-4, la IL-10, TGF-B, glucocorticoides, ciclosporina A y FK506. El
IFN-y incrementa la expresion de proteinas clase II del MHC en las APC (células
presentadoras de antigeno) profesionales y de esta manera, promueve la presentacion de
antigenos a células T cooperadoras (Parslow, 2002). El IFN-y, es un potente activador de
los macrofagos. La exposicion a IFN-y aumenta significativamente la actividad microbicida
(en menor grado la citotoxica) de macrofagos y los estimula para secretar 6xido nitrico y
citocinas como la IL-1, la IL-6, la IL-8 y el TNF-a. También activa a los neutrofilos, a las
células NK y a las células endoteliales vasculares. El IFN-y actia de manera sinérgica para

promover los efectos citotoxicos del TNF-a (Rojas-Espinoza, 2001).

Se sabe que el principal blanco de IFN-y durante la infecciébn con malaria son los
monocitos-macrofagos y los neutrofilos ya que estan asociados a la respuesta principal
durante una primera infeccion por Plasmodium (Philips et al., 1994). Ademads, en modelos
murinos, se ha demostrado que para controlar la infeccidon se requiere de la produccion

temprana de IFN-y (Jason, 2001).

3.3.2 Factor de Necrosis Tumoral alfa



El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) puede promover directamente el crecimiento y
la diferenciacion de las células B, activar a los neutréfilos y macrofagos, estimular la
hematopoyesis y producir diversos efectos sobre células no hematopoyéticas. También
induce la expresion de muchas otras citocinas y mediadores que promueven la inflamacion,
por lo tanto, se le conoce como citocina proinflamatoria; no obstante, su importancia
principal en la inmunidad, se basa en su capacidad para inducir la activacion de linfocitos
Th por medio de células presentadoras de antigeno. Los macrofagos activados secretan esta
citocina. El TNF-a actiia también sobre la célula Th aumentando la secrecion de la IL-2 y
la expresion de receptores de superficie para IL-2 e IFN-y; contribuye al inicio de las

respuestas inmunes tanto humorales como celulares (Parslow, 2002).

En malaria esta citocina se produce en la fase pre-eritrocitica estimulada por antigenos
parasitarios en el tiempo de ruptura del esquizonte, y en la fase eritrocitica durante la
liberacion de los merozoitos de los gldbulos rojos infectados. Este factor junto con las
citocinas IL-1, IL-6, IL-12 ¢ IFN-y estan involucrados en la disminucion de la parasitemia
en malaria, induciendo la produccion de intermediarios reactivos del nitrogeno (RNI)

(Long, 1993).

En combinacion con IFN-y induce altas cantidades de NO, controlando el pico de la
parasitemia, mientras el tratamiento con IFN-y, TNF-o y el LPS exhibe un fuerte

sinergismo para la expresion de iNOS en macrofagos murinos (Nahrevanian, 2006).

3.3.3 Interleucina 10

La interleucina 10 (IL-10) induce la proliferaciéon de linfocitos B, la diferenciacion de
células plasmaticas y la produccion de inmunoglobulinas, es esencial para la maduracion de
anticuerpos antimalariales. Estos efectos son esperados de una citocina de tipo 2 (Jason,

2001).

La IL-10 es un inhibidor potente de las respuestas inflamatorias e inmunes, debido en parte
a que inhibe la funcion de las APC al suprimir la expresion de moléculas clase 11 del MHC

en células dendriticas y los macrofagos. Es un producto de las células: T CDS8 y de las Th2



activadas, de las células B, monocitos y de los queratinocitos. Inhibe la produccion de 1L-2
e IFN-y en las células Thl, favoreciendo asi las respuestas dependientes de Th2; también
inhibe la produccion de citocinas en las células NK, y de especies oxigeno-reactivas, 6xido
nitrico y proteinas de adhesion en macrofagos (Parslow, 2002).

La IL-10, es una citocina que suprime o regula la respuesta inflamatoria, se ha demostrado
que controla la inmunopatologia en la infeccion severa de la enfermedad. En malaria, la IL-
10 protege a los ratones infectados con P. berghei para desarrollar malaria cerebral por una
regulacion de IFN-y y TNF-a. En las infecciones por P. chabaudi los ratones hembras que
tienen el gen IL-10 inactivado, tienen aumentados los niveles de TNF-a e IFN-y (Li C, et

al., 2003).
3.4 Oxido Nitrico

3.4.1 Sintesis

El monoxido de nitrogeno, mas comunmente llamado 6xido nitrico o simplemente NO,
presenta un electron despareado en su orbita externa que le confiere propiedades de radical

libre (Lowestein et al, 1994).

Es una pequefia molécula (30 Da) difusible en liquidos y tejidos corporales, con una vida
media muy corta (de pocos segundos a algin minuto), se genera en los tejidos por sintasas
especificas del 0xido nitrico (NOS), que metabolizan a la arginina y al oxigeno molecular
en citrulina y 6xido nitrico (Fig. 2). Para esta reaccion es esencial la presencia de los
cofactores NADPH, mononucleétido de flavina, dinucleotido de flavina y adenina, el grupo
hemo de la protoporfirina IX, tetrahidrobiopterina (BH4) y dependiendo del tipo de NOS,
la calmodulina (Moncada & Higgs, 1993).
NO>,

N>O;
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L-citrulina

Existen tres diferentes isoenzimas de la NOS (Tabla 1), la neuronal (nNOS), la endotelial
(eNOS) y la inflamatoria o inducible (iNOS) las cuales poseen diferentes propiedades

(Titherage, 1998).

La nNOS se produce principalmente en el cerebro, la iNOS se expresa en células del
sistema inmune principalmente macrofagos y neutrofilos; esta enzima juega un papel
importante en la defensa antimicrobiana y por tltimo la eNOS que se expresa por células
del endotelio vascular. Es unicamente la iNOS la involucrada en la respuesta inmune en
malaria (Van der Heyde, 2000).

Tabla 1. Isoenzimas de la NOS

NOS humana | Tipo de NOS Tamafio de la|Actividad
proteina enzimatica
nNOS, NOS-1 |Constitutiva 1433 aa, 161 kD |Cat++-
dependiente
iINOS, NOS-2 | Inducible 1203 aa, 131 kD |Cat+-
independiente
eNOs, NOS-3 | Constitutiva 1153 aa, 133 kD |Ca++-
dependiente

En situacion fisiologica la actividad de esta enzima es muy baja o ausente; sin embargo
cuando es inducida genera grandes cantidades de NO en forma mantenida interviniendo en

multiples acciones como infeccion o inflamacion (Moncada et al., 1991).

La activacion de las NOS constitutivas (eNOS y nNOS) para generar NO; dependen del
aumento de calcio intracelular el cual forma un complejo con la calmodulina y a su vez con
la eNOS o nNOs (van der Heyde, 2000); en cambio la iNOS se encuentra unida a la
calmodulina y su activacion es independiente de los cambios en la concentracion de calcio,

su regulacion es a nivel transcripcional y favorece por las citocinas IL-1, TNF-a, IFN-y y el



lipopolisacarido (LPS), IL-1b, IL-6, IFN-y, TNF-a., el factor de crecimiento plaquetario, el
factor de crecimiento fibroblasto, los agentes estimulantes de la protein-cinasa y del AMP-
c. Existen otros factores que la inhiben como son la IL-4 y la IL-8 entre otros (Revisado por

Brunet, 2001).

La inhibicion de la NOS puede realizarse mediante sustancias que eliminen o contrarresten
a la calmodulina, flavoproteinas, grupos hemo y tetrahidrobiopterina; sin embargo, los mas
usados son los analogos a la L-arginina como son NG-metil-L- arginina (L-NMMA), NG-
nitro-L-arginina (L-NNA) y NG-nitro-L-arginina metilester (L-NAME) que inhiben a las
isoenzimas con diferente intensidad. Actualmente se busca una inhibicion selectiva y se
tiene para la iNOS la aminoguanidina (AG), L-N6(1-iminoetil) lisina y derivados de la
isotiurea (Hobbs et al., 1999; Ruettan & Thiemerman, 1996).

3.4.2 Importancia del NO.

Uno de sus efectos celulares mas destacados es la activacion de la proteina guanilato ciclasa
citoplasmatica soluble. EI GMP ciclico es una molécula de sefializacion similar a cAMP
que activa PKGs (proteinas dependientes de c¢cGMP). Otras proteinas blanco son las
metaloenzimas, donde el NO se une a regiones Fe-S. Enzimas como la aconitasa y la
citocromo oxidasa, que se inactivan por el NO, lo cual genera un efecto inhibitorio sobre la
fosforilacion oxidativa bloqueando la cadena de transporte de electrones y controlando los
niveles de citrato en el ciclo de Krebs; esencialmente bloquea la degradacion oxidativa de

acetil-CoA (Moncada & Higgs, 1995).

El NO también se considera como un transmisor quimico, el cual puede difundir libremente
a través de las membranas (Beckman, 1996). Inicialmente, el NO se reconocié como un
mediador enddgeno liberado desde las células endoteliales con efecto en la relajacion
vascular (Palmer et al., 1987) y como un inhibidor de la agregacion plaquetaria y la

adhesion de los neutrofilos (Kubes et al., 1991).



En el sistema inmunoldgico, el NO participa de diversas formas con acciones tan diversas
como agente toxico frente a organismos infecciosos y modulando la respuesta inflamatoria
(Grisham et al., 1999 - Nathan, C., and Q. W. Xie, 1994) inductor o supresor de la
apoptosis (Krunke et al., 2001). La sintesis de NO durante la infeccién con Plasmodium es

a través de la iNOS (Jacobs et al., 1996).

Muchos tipos de células inflamatorias y del sistema inmune expresan actividad iNOS
incluyendo a: los macrofagos (Stuehr & Marletta, 1985), las células Thl, los
polimorfonucleares (Taylor-Robinson, 1999) y otros tipos de células en el bazo (Jacobs P.
et al., 1995). Estudios en ratones han mostrado que el NO inhibe la proliferacion de células
Thl y por consiguiente bloquea la produccion de IL-2, IFN-y y de TNF-a (Taylor-
Robinson, 1999).

3.4.3 Papel del NO en malaria

Como los metabolitos reactivos del oxigeno, el NO es una sustancia toxica para los
microorganismos intracelulares y es en gran medida responsable de su destruccion por
macrofagos activados (Rojas-Espinoza, 2001). Inhibe la sintesis de ATP y ADN por lo que
presenta una fuerte accion contra parasitos como Plasmodium, Toxoplasma y Trypanosoma

(Roitt et al, 2001).

Cuando se inhibe su sintesis durante la infeccion por Plasmodium se incrementa la
parasitemia. El NO ademds de tener un efecto toxico sobre Plasmodium inhibe la
proliferacion de células Thl por consiguiente bloquea la produccién de IL-2, IFN-y y de

TNF-a (Taylor- Smith, 1999).

3.5. RT-PCR en tiempo real



La reaccion en cadena de la polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR (“Polymerase
chain reaction”), es una técnica que desarroll6 Kary Mullis a mediados de los afios 80. Con
esta metodologia se pueden producir en el laboratorio multiples copias de un fragmento de

DNA especifico (Valasek y Repa, 2005).

La PCR es un método in vitro de sintesis de ADN con el que un segmento particular de éste
es delimitado por un par de cebadores o iniciadores que lo flanquean. Su copiado se logra
en forma exponencial a través de repetidos ciclos de diferentes periodos y temperaturas de
incubacion en presencia de una enzima ADN polimerasa termoestable. Asi se obtienen en
cuestion de horas millones de copias de la secuencia deseada del ADN (Rodriguez y
Barrera, 2004).Es una técnica de biologia molecular altamente especifica, rapida, sensible y
versatil para detectar cantidades infimas de un cierto DNA especifico, posibilitando su facil
identificacion y prescindiendo del uso de radioisopos, indispensables antes de su invencion

(Rodriguez y Barrera, 2004).

La reaccion consta, por lo regular, de una treintena de ciclos repetitivos conformados cada
uno de tres pasos: el primero consiste en la ruptura de los puentes de hidrogeno del DNA
para desnaturalizarlo, para lo que se incuba a una temperatura de alrededor de 95°C, por un
minuto. Este paso expone las bases nitrogenadas del ADN blanco con los denominados
cebadores o iniciadores (DNA sintético de hebra sencilla), a una temperatura que facilita el
apareamiento de las bases nitrogenadas complementarias de ambas clases de DNA’s Esta
temperatura depende de la de fusion (Tm) de los iniciadores, pero generalmente oscila entre
50 y 60°C. El tercer paso se efectiia a 72°C, temperatura a la que la polimerasa extiende la
longitud de los cebadores, anadiendo los diferentes nucleotidos libres en el orden que le va
dictando la secuencia de nucleodtidos de la cadena que actia como molde (Rodriguez y

Barrera, 2004).

En la PCR en tiempo real, los procesos de amplificacion y deteccion se producen de manera
simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accidén posterior. Ademas,
mediante deteccion por fluorescencia se puede medir durante la amplificacion la cantidad

de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emision de fluorescencia que se produce



en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y
registrar en todo momento la cinética de la reaccion de amplificacion. Los termocicladores
para llevar a cabo la PCR en tiempo real incorporan un lector de fluorescencia y estan
disefiados para poder medir, en cualquier momento, la fluorescencia emitida por los viales
donde se realiza la amplificacion. Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados
en la PCR en tiempo real pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas

marcadas con fluorocromos (Costa, 2004).

Actualmente, existen protocolos que facilitan el montaje de la PCR por primera vez en el
laboratorio. No obstante, existen situaciones en las que es necesario establecer todos los
parametros de la reaccion, desde el disefio de los oligonucle6tidos hasta el andlisis del
producto amplificado. En estas circunstancias es necesario variar cada uno de los
parametros hasta obtener condiciones Optimas para la reaccion. Los pardmetros a

estandarizar se describen a continuacion:

3.5.1 Oligonucleétidos

La secuencia de los oligonucle6tidos iniciadores es responsable de la amplificacion
especifica del fragmento deseado, y para su disefio es indispensable conocer la secuencia
del DNA blanco. Es uno de los parametros mas importantes que determina la especificidad
de la PCR, su eleccion y disefio debe ser muy cuidadoso. Idealmente, en cada 100ul de la
reaccion, la concentracion aceptable de cada oligonucleotido oscila entre 0.05 y 1.0 uM. El
uso de concentraciones mayores favorece la amplificacion de regiones inespecificas y la

formacion de dimeros de oligonucledtidos (Barrera, 1993; Rodriguez y Barrera, 2004).

3.5.2 DNA blanco

La PCR es tan sensible que la amplificacion puede hacerse tedricamente a partir de una sola
molécula de DNA. Los genes de una sola copia en el genoma se pueden amplificar

facilmente. La concentracion de DNA blanco en la reaccion depende de la fuente utilizada,



¢ idealmente se requieren aproximadamente 10° copias de DNA blanco, esto es, de 300 ng a

1 ug de DNA gendémico humano (Barrera, 1993; Innis-Gelfand, 1990).

3.5.3 Enzima DNA polimerasa Taq

La enzima DNA polimerasa termoestable que mas se utiliza para la PCR es la DNA
polimerasa Taq (aislada a partir de la bacteria Thermophilus aquaticus, que habita en aguas
termales). Esta enzima tiene actividad de DNA polimerasa, de exonucleasa 3’ a 5’ y de
exonucleasa de 5° a 3. Su indice de error de incorporacion es de 1 a * x 10™ bases y
amplifica sin dificultad segmentos de hasta 3000 pb (Barrera, 1993; Rodriguez y Barrera,
2004).

3.5.4 Concentracion de magnesio

La concentraciéon de iones magnesio es también importante en la especificidad de la
reaccion. Concentraciones muy altas conducen a una baja especificidad, lo que origina
productos indeseables, mientras que las concentraciones minimas necesarias disminuyen el
indice de incorporaciones erroneas de nucledtidos. El ion Mg”" se utiliza como cofactor
para la actividad enzimatica de la mayoria de las DNA polimerasas. Para una reaccion
estandar se recomienda utilizar una concentracion final de MgCl, entre 0.5 y 2.5 mM

(Barrera, 1993; Innis-Gelfand, 1990).

3.5.5 Concentracion de dNTP’s

Al igual que el MgCl,, las concentraciones minimas necesarias de dNTP’s disminuyen el
indice de incorporaciones erréneas de nucleotidos, mientras que concentraciones muy altas

disminuyen la especificidad de la reaccion, por lo que la concentraciéon de dNTP’s también



debe optimarse. Concentraciones entre 20 y 200um proporcionan resultados optimos, se
debe igualar la concentracion de cada uno de los cuatro dNTP’s (Barrera, 1993; Innis-

Gelfand, 1990).

3.5.6 Numero de ciclos

Tedricamente, en condiciones Optimas el nivel de amplificacion del DNA en la PCR
aumenta en forma exponencial con cada ciclo; sin embargo, en la practica, después de
determinado numero de ciclos, la amplificacion se detiene gradualmente. Entra primero a
una fase lineal y luego a una estacionaria, a la que se denomina fase de “meseta” se debe al
agotamiento de la actividad enzimadtica y a la insuficiencia para llevar a cabo la extension
del nimero masivo de complejos DNA blanco-oligonucleétidos, presentes en los ciclos que
anteceden a este fenomeno. Esto puede evitarse si se aumenta el tiempo de extension en los
ultimos ciclos de la reaccion o la cantidad de la enzima, aunque lo recomendable es ajustar
el numero de ciclos de tal manera que la amplificacion se realice para obtener los niveles
maximos de amplificacién en una reaccidon que presente comportamiento lineal. El nimero
de ciclos promedio oscila entre 20 y 30, dependiendo de la cantidad de DNA inicial

(Barrera, 1993, Innis-Gelfand, 1990).

Las temperaturas de desnaturalizacion (92 a 98°C) y extension (70 a 74°C) funcionan casi
para todas las reacciones. La temperatura que tiene el efecto mas critico en la especificidad
es la de alineacion, la cual esta determinada principalmente por la temperatura media de

fusion (TM) de los oligonucleotidos (Barrera, 1993).

3.5.7 Temperatura de alineacion.



Los oligonucleotidos se aparean a una determinada temperatura de alineacién por
complementariedad al DNA blanco. El alto grado de complementariedad entre las bases
nitrogenadas de los oligonucle6tidos y del DNA blanco permite utilizar altas temperaturas
de alineamiento, lo que favorece la especificidad de la reaccion (Barrera, 1993; Innis-

Gelfand, 1990).

Cuando la temperatura de alineacion es muy baja existe mayor probabilidad de que los
oligonucleotidos se apareen a regiones no especificas del DNA blanco y que también se
extiendan, toda vez que la polimerasa Taq posee actividad ain a bajas temperaturas.
Utilizando temperaturas de hibridacion entre 55 a 65 °C se reducen grandemente los

sucesos de apareamiento inespecifico (Barrera, 1993).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La malaria es la enfermedad infecciosa con el mas alto indice de morbilidad y mortalidad
en todo el mundo, afecta principalmente a paises tropicales y subtropicales. Su alta
incidencia radica en que el vector ha desarrollado resistencia tanto a los insecticidas como a
los medicamentos existentes; ademdas que la respuesta inmune que genera el parasito se
desarrolla de forma muy lenta, por lo que se requieren varias infecciones y aun asi no es
esterilizante. Existe un conocimiento incompleto de los mecanismos de la respuesta inmune
que controlan la proliferacion del parésito y finalmente lo eliminan, ello ha dificultado el
desarrollo de una vacuna eficaz contra la malaria. Por este motivo es importante realizar
investigacion sobre los mecanismos que conforman la respuesta inmune encargada de

inhibir la proliferacion o el crecimiento y finalmente eliminar el parasito.

En la respuesta inmune contra malaria se activan: células T, células B, macréfagos,
neutrofilos, células dendriticas y células NK, éstas a su vez secretan citocinas; las cuales
gracias a su variedad de funciones son importantes en la respuesta inmune tanto innata
como adquirida. Entre las funciones de TNF-o e IFN-y, estdn las de activar a los
macrofagos para la produccion de 6xido nitrico, el cual resulta del metabolismo de la L-
arginina. Tanto el 6xido nitrico como los intermediarios de nitrogeno se producen como
parte de los mecanismos de resistencia a la infeccion malarica, esta molécula genera dafio
en las células ademds de tener actividad microbicida en particular el Plasmodium es

susceptible a la actividad o al efecto del 6xido nitrico y sus derivados nitrogenados.

En este trabajo para evaluar la participacion del oxido nitrico sobre la expresion de las
citocinas se utilizo un modelo experimental de malaria murina se indujo la sobreexpresion
de la enzima iNOS con LPS y por otro lado se bloque6 la sintesis de o6xido nitrico
inhibiendo a la enzima con aminoguanidina (un inhibidor especifico de la enzima). Para
evaluar la expresion del RNA mensajero que codifica para las citocinas IFN-y, TNF-a e IL-

10 se utiliz6 qRT-PCR (en tiempo real). Los resultados de este proyecto generaron



conocimiento en cuanto a los mecanismos que regulan la respuesta inmune contra el

Plasmodium, lo que tiene relevancia para el futuro disefio de vacunas contra la malaria.



5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

*Evaluar el efecto del 6xido nitrico sobre la expresion de IFN- y, TNF-a e IL-10 en ratones

infectados con malaria.

OBJETIVOS PARTICULARES:

*Evaluar la expresion de IFN-y, TNF-a e IL-10 por RT-PCR en tiempo real en ratones
infectados con Plasmodium chabaudi y tratados con un inhibidor de la 6xido nitrico

sintasa.

*Evaluar la expresion de IFN-y, TNF-a e IL-10 por RT-PCR en tiempo real en ratones

infectados con Plasmodium chabaudi AS y tratados con LPS.

*Evaluar la expresion de IFN-y, TNF-a e IL-10 por RT-PCR en tiempo real en ratones

infectados con Plasmodium chabaudi AS.



6. HIPOTESIS

Se ha descrito que el 6xido nitrico es un modulador de la respuesta inmune dado que puede
favorecer la eliminacion de patégenos funcionando como radical libre lo que se ha asociado
con efectos citotoxicos en moléculas como lipidos, proteinas y DNA (Van der Heyde 2001,
Beckman & Koppenol,1996), en este proyecto proponemos que el 6xido nitrico podria
también modular la respuesta inmune modulando la expresion del RNA mensajero que
codifica para las citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 las cuales tienen que ver con los

mecanismos que activan a los macrofagos para la eliminacion del parasito.



7. MATERIAL

7.1 MATERIAL BIOLOGICO

Ratones singénicos CBA/Ca.
Eritrocitos de ratén parasitados con P. chabaudi AS, criopreservados.

Suero normal de raton CBA/Ca.

7.2 MATERIAL DE LABORATORIO

Algodon.

Cajas de Petri de 4 cm de didmetro Nunc estériles.

Cubrebocas.

Gorros y botas de trabajo en areas limpias.

Gradillas para tubos Eppendorf.

Gradillas para tubos Falcon.

Guantes de latex.

Jeringas para insulina.

Agujas de jeringa 21G.

Placas de 96 pozos para PCR en tiempo real. Applied Biosystem
Pinzas de diseccion

Pipetas Pasteur de vidrio

Portaobjetos.

Puntas para micropipetas: 2.5 pl, 10 pl, 250 ul, 1000 pl, nuevas y estériles.
Tijeras de diseccion

Tubos eppendorf: 250 ul, 1.5 ml, nuevos y estériles.

Tubos Falcon: 15 ml, 50 ml, nuevos y estériles.

7.3 EQUIPO

Agitador, Scientific Industries, INC.
Autoclave Brinkmann 2540M.
Balanza analitica, Mettler H80.

Balanza granataria, Ohaus.



e Cémara de flujo laminar, Veco.

e Centrifuga Eppendorf 5804R.

e Magneto violeta, Easy Sep

e Microcentrifuga Eppendorf 5415C.

e Micropipetas Eppendorf 2.5 pl, 10 ul, 20 ul, 100 ul, 1000 pl.
e Micropipetas Gilson p20, p200, p1000.

e Microscopio Optico Standard 25, Carl Zeiss.

e Nanoparticulas magnéticas, Easy Sep

e Refrigerador, MayTag.

e Software Sequence Detection System 7000.

e Tanque de nitrégeno liquido 34XT, Taylor-Wharton.

e Termociclador para PCR en tiempo real ABY PRISM 7000. Applied Biosystem

e Vortex Genie 2, Daigger.

7.4 REACTIVOS

e Agua bidestilada, Hidropura.

e Aminoguanidina, sal de hemisulfato, Sigma.

e Amortiguador para retrotranscripcion 5X, Gibco BRL.
e Azul de bromofenol, Sigma.

e Bloqueador FcR para raton. Easy Sep

e Bromuro de etidio, Sigma.

e (Cocktail de seleccion PE. Easy Sep

e Colorante de Giemsa, Sigma.

e Dexametasona 4mg/ml Alin, Chinoin.

e Dietilpirocarbonato (DEPC), Sigma.

e 12-dUTP conjugado con FITC, Boehringer Mannheim.
¢ Ditioeritritol (dTT), Gibco BRL.

e EDTA, Sigma.

e FEtanol absoluto, MERCK.



o FEter, JT Backer.

e Heparina de sodio, Sigma.

e Inhibidor de RNA’sa, Gibco BRL.

e Lipopolisacarido E. coli, Sigma.

e Nitrato reductasa 20 U, Roche.

e Transcriptasa reversa, Promega.

e Marcador de peso molecular 50 pb, Gibco BRL.

e Metanol, JT Becker.

e Oligo dTj,.13, Gibco BRL.

e Reactivo marcador: CD4PE, CD8aPE, CD90.2(Thy-1.2), panNK PE. Easy Sep
e SDS, Sigma.

e Suero fetal bovino (SFB) Qualified, Gibco BRL.

e Platinum Quantitative PCR Super Mix-UDG with ROX. Invitrogen

e Trizol, Invitrogen.

7.4.1 Secuencias de los oligonucleotidos iniciadores de los genes: B-actina, IFNy, TNFa
e IL-10.

1. PB-actina
(5’a3’): (DNA) - CGG GTC AGG TAG TCT GTC AGG TCC [JOE] G
(5’a3’): (DNA) - CTA TGC TCT CCC TCA CGC CATC

2. IFN=y
(5’a3’): (DNA) - CGG TGA GAA GAT GTT CCA TGC CAC [FAM] G
(5’a3’): (DNA) - TCT CCT TCA GGA CAA TGT CAA ACA

3. TNF-a
(5’a3’): (DNA) - CGG CGT TCT TTG AGA TCC ATG C [FAM]
(5’a3’): (DNA) - CGT CGT AGC AAA CCA CCA AGT G

4. IL-10
(5’a3’): (DNA) - CGG TTC TGG ACA ACA TAC TGC TAA C [FAM] C
(5’a3’): (DNA) - TGG ARC ATT TCC GAT AAG GCT TG



8. METODOLOGIA

Se utiliz6 un modelo experimental de malaria murina; los parasitos de la cepa Plasmodium
chabaudi chabaudi AS se prepararon a partir de estabilizados criopreservados. Se utilizaron
ratones singénicos CBA/Ca machos, entre 8 - 16 semanas de edad, fueron aislados de las
demas cepas singénicas de ratdon, con aire agua y cama estéril, temperatura, humedad y

ciclos luz/ obscuridad controlados automaticamente.

Se realizaron infecciones por inyeccion intravenosa (i.v.) en tres grupos de ratones (de 4 a 6
ratones por grupo), al primero se le administr6 LPS como inductor de iNOS (1mg/kg,
intraperitoneal, tres inyecciones, una cada 24h); al segundo, el inhibidor selectivo para
iINOS, aminoguanidina hemisulfato (300 mg/kg intraperitoneal, cinco inyecciones cada

12h); el tercero se mantuvo como control infectado.

Adicionalmente, a cuatro grupos de ratones sanos (4 ratones por grupo), el primero se
conservd como control sano, al segundo se le suministro LPS inductor de iNOS (1mg/kg
intraperitoneal, tres aplicaciones cada 24h); al tercero el inhibidor selectivo para iNOS,
aminoguanidina hemisulfato (300 mg/kg intraperitoneal, cinco aplicaciones cada 12h) y al

cuarto grupo la mezcla AG+LPS.

Se sacrificaron ratones de los tres grupos infectados en tiempos diferentes, al inicio de la
parasitemia (dia 4), en el dia pico de la parasitemia (dia 11) y cuando la parasitemia se

habia controlado (dia 21).

Se realiz6 el analisis de la expresion de IFN-y, TNF-a e IL-10 en las poblaciones celulares
CD3+, CD4+, CD8+ y NK+; por PCR en tiempo real del producto de RT-PCR en relacion

a la expresion del gene constitutivo B—actina.



8.1 Extraccion de esplenocitos.

» Los ratones se sacrificaron en camara de éter, el bazo se extrajo después que se
obtuvo la sangre por corte de corazon y succidn con pipeta Pasteur heparinizada.

» Se macero el tejido haciéndolo pasar por una tela de nylon empleando PBS libre de
calcio y magnesio.

* Se centrifugd a 3000 rpm durante 5 min.

= Se elimind el sobrenadante

8.2 Separacion magnética de los fenotipos celulares de bazo

Se adiciono el nimero* de células correspondiente en cada tubo.

Se centrifugd a 1500 rpm por 2 min.

Se decanto el sobrenadante

Se adicionaron 100 pl de amortiguador (PBS, EDTA+ SBF) en cada tubo

Se agrego6 1ul del FcR Blocker y 1l de anticuerpo especifico.

Se dejo 30 min. En hielo protegido de la luz.

Se lavo 10 veces su volumen con amortiguador (2ml)

Se centrifugaron a 2500 rpm por 2 min.

Se adiciondé 10ml de Coktail PE y se incubaron a temperatura ambiente 20 min
protegidos de la luz (para NK el volumen del cocktail fue de 15ul)

Se adicionaron 15ul de nanoparticulas y se dejaron a temperatura ambiente 15 min.
protegidas de la luz.

Se ajustd a un volumen de 2.5ml.

Se colocaron los tubos en el magneto por 5 min.

Se lavaron 3 veces con 2ml de amortiguador

El sobrenadante el cual contiene las células se trasfirié a un tubo Eppendorf de2.5ml
etiquetado con el tipo celular y raton del que proviene.

La citometria del aislamiento de las células se muestra en los ANEXOS; Fig. 12.

*Ntmero de células: T, CD4+, CD8+y NK+ = 1*10’



8.3 Extraccion de RNA.

= A la suspension de células obtenida, se adicionaron 500ul de reactivo de Tripure y
se agito vigorosamente.

* En un tubo eppendorf se colocaron 500ul de lisado y se adicionaron 100ul de la
mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1), se agitd en vortex por 10 min.

* Se centrifugd a 14000 rpm por 15 min.

= Se paso la fase acuosa a otro tubo evitando la interfase.

= Se adicion6 un volumen igual de isopropanol previamente enfriado a -20°C.

* Se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 15 min.

* Se desecho el sobrenadante y se adicionaron 500ml de etanol al 80% en agua DEPC
enfriado previamente a -20°C.

= Se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 15 min.

= Se desecho el sobrenadante

* Se dejo secar el boton a temperatura ambiente.

8.1.1 Hidratacion y cuantificacion de RNA.

» Las muestras se hidrataron adicionando a cada tubo 20 ul de agua DEPC al 0.1%,
estéril. Se agitd por 5 min, para hidratar completamente.

* Se centrifugd a 14,000 rpm por 5 seg.

* Se colocd en un tubo eppendorf Iul de RNA y se adicionaron 199ul de agua
bidestilada millipore (dilucion 1:200).

= Seleyo la absorbancia de la solucion de RNA a 260 nm.

» Se determind la concentracién del RNA por medio de la siguiente formula:

RNA (ug/ul) = Abs260 nm X 40ug/1000ul X Dilucion

8.2 Retrotranscripcion.

= De acuerdo a la concentracion de RNA obtenida, se determiné el volumen de la

solucién de RNA necesario para tomar 1.5 pg de RNA



* Se determiné el volumen de agua DEPC requerido para un volumen final de 10 pl

donde:

Vol RNA + 1.0ul oligo dT + Agua DEPC = 10 pl.

* Lamezcla se incubd en tubos eppendorf a 65°C por 10 min en el termociclador.

» Las muestras se colocaron hielo durante 5 min y se centrifugaron a 14,000rpm

durante 5 seg.

» Se colocaron las muestras en hielo y se adicionaron 10 pl de la mezcla de

retrotranscripcion (Tabla 2).

Tabla 2. Mezcla de retrotranscripcion para una muestra (1X).

Reactivos Volumen (ul)
Amortiguador de retrotranscripcion 40

5X

dTT 0.1M 2.0

dNTP’s 5SmM 2.0

Enzima M-MLV RT 1.0

Inhibidor de RNAsa 0.1

Agua DEPC 1.0
VOLUMEN FINAL 10.1

* Se incubd a 37°C por 1h en el termociclador.

* Luego a 95°C por 5 min

* Se colocd en hielo durante 5 min.; posteriormente se centrifugé a 14,000 rpm

durante 5 seg.

= Se adicionaron 50 ul de agua DEPC y se agitd en vortex.

* El producto (DNA complementario, cDNA) se almacen6 a -20°C hasta su analisis.




8.3 Amplificacion de los genes para citocinas por PCR en tiempo real.

= Se calcularon las cantidades de los reactivos segiin el nimero de muestras.

* Se prepar6 la mezcla de reaccion como se muestra en la Tabla 2 y 3 (conservando
todos los reactivos en hielo), considerando que el volumen final debe ser de 9 ul

= Se mezcld usando el vortex.

* Dentro de la campana de flujo laminar se distribuyeron 9 pl de la mezcla de
reaccion en cada pozo de la placa segin las muestras.

* Fuera de la campana se deposito 1 ml de cDNA o retrotranscrito de cada muestra
exceptuando los controles negativos, a los cuales se les adicioné 1 pl de agua
destilada para llevar a un volumen total de 10puL.

= Para los controles positivos se utilizo DNA obtenido a partir de ratones tratados con

lipopolisacarido.

Tabla 3 y 4. Mezcla para PCR por muestra.

= Se prepar6 la mezcla de reaccion dentro de una campana de flujo laminar, como

sigue:
stock ul (1 Rx) [Rx]
Agua 3,00 -
Mezcla de Rx 5,00 -
50 mM MgCl2 0,60 3mM
10mM oligo R 0,20 200nM
10mM oligo F 0,20 200nM
Total 9,00

Tabla 3. IL-10, TNF-a y B3 actina



stock pl (1 Rx) [ Rx]
Agua 3,2 -
Mezcla de Rx 5,00 -
50 mM MgCl2 0,4 2mM
10mM oligo R 0,2 200nM
10mM oligo F 0,2 200nM
Total 9,00

Tabla 4. IFN-y

= Se centrifugd la placa durante algunos segundos para eliminar las burbujas que
pudieron haberse formado.
* Se ubico la placa con la mezcla y las muestras de cDNA en el termociclador. Se

corrio el siguiente programa:

Temperatura Tiempo
1 50°C 2 minutos
2 95°C 2 minutos
3 95°C 30 segundos
4 60°C 45 segundos
5 72°C 45 segundos
6 Repetirde 3 a5, 45 veces

8.4 Analisis estadistico.

Se realizaron tres repeticiones de cada unidad experimental (raton). El andlisis de varianza
factorial con efectos anidados se realizd con cuatro tratamientos: inductor (I+LPS),
inhibidor (I+AG), control infectado (I+PBS) y control sin infectar. Los resultados se
presentaron como el valor de las medias mas el error estandar, se considera como diferencia
estadisticamente significativa cuando el valor de p<0.05 y cuando los valores de los

intervalos de confianza no se traslapan.



8.5 DIAGRAMA DE FLUJO

Inoculacion de ratones CBA/Ca machos
con Plasmodium chabaudi.

l

Tratamiento con AG, LPS y AG+LPS y PBS; el
dia 3 y 10 post infeccion.

l

Sacrificar a los ratones el dia4 y 10
postinfeccion

v
[ Obtencion de células y aislamiento de las pobalciones ]

celulares. Extraccion de RNA y retrotranscripcion.
Evaluacion de la expresion de las citocinas IFN-y,

TNF-a, IL-10 y B-actina
por RT-PCR en tiempo real.

l

[ Analisis de resultados. ]




9. RESULTADOS

El objetivo de este trabajo fue evaluar si el 6xido nitrico participa en la regulacion de la
expresion de las citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 en las células CD3+ CD4+, CD8+ y NK+
en el bazo de ratones que sufren una infeccion con Plasmodium chabaudi (1). Para lo
anterior se infectaron por iv con el parésito a ratones CBA/Ca, este lote se dividio en 3
subgrupos uno se traté con aminoguanidina (AG:inhibidor de la 6xido nitrico sintasa), otro
con LPS (lipopolisacarido) y el otro con PBS en los dias que previamente se habia
detectado la mayor expresion de esas citocinas. Se sacrificaron los ratones, se extrajo el
bazo y por separacion magnética se aislaron los diferentes fenotipos de las células de bazo,
se sometieron a extraccion de RNA, se trataron con DNAsa y se retrotranscribieron 1.5 pg
de RNA mismos que se utilizaron para amplificar a las citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 por

PCR en tiempo real.

En un andlisis realizado previamente en el laboratorio, se detecté que los niveles mas altos
de expresion de TNF-o en las células totales de bazo se presentaron en el dia 4
postinfeccion y para las citocinas IFN-y e IL-10 fue en el dia 11, por tal motivo esos dias se

eligieron para evaluar la expresion de dichas citocinas.

9.1 Expresion de IFN-y

9.1.1. Analisis de varianza para la expresion de IFN-y

Fuentes de variacién Valor de p
Células 0.00001
Tratamiento 0.00001
Células*Tratamiento 0.00001
Muestras (Tratamiento) 0.00010

Tabla 5. Analisis de varianza para la expresion de IFN-y.

Un valor de p que es menor de 0.05 indica que hay diferencia en la expresion de IFN-y
referente a el tipo de célula; los diferentes tratamientos (I+AG, I+LPS, 1+PBS, AG, LPS,
PBS, AG+LPS) y la interaccion que hay entre el tipo de célula y los diferentes tratamientos
(Tabla 5).



Expresion de IFN-y en el dia 11 postinfeccion con
Plasmodium chabaudi
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Figura 3. Expresion de IFN-y en las células de bazo: CD3+, CD4+, CD8+ y NK+ de ratones infectados (I) y
que recibieron el tratamiento con: aminoguanidina (AG), Lipopolisacarido (LPS), Amortiguador de fosfatos
salino (PBS) y la combinacion de AG+LPS en el dia 10 y se analizaron en el dia 11 postinfeccion con P.
chabaudi. Los valores en el eje de las ordenadas representan unidades relativas (No. de veces) de la relacion
de expresion de IFN-y con respecto a la de B-actina.



En el dia 11 postinfeccion, el tratamiento con aminoguanidina disminuyo los niveles de
expresion de IFN-y en las poblaciones celulares analizadas (CD3+, CD4+, CD8+ y NK+),
es interesante el hallazgo de que el tratamiento con LPS no indujo la sobreexpresion de esta
citocina en las subpoblaciones evaluadas, de hecho, se detectdé una disminucién en relacion
a los ratones infectados y tratados con PBS. En todas las subpoblaciones celulares
analizadas el nivel méximo de expresion de IFN-y se detectd en el grupo tratado con PBS.
La infeccion con el parasito indujo un incremento notorio en la expresion de IFN-y en

relacion a los ratones control que no se infectaron (Figura3).

La expresion de IFN-y, en los controles no infectados fue muy baja, atin en el grupo que se
tratd con LPS; solo se observa que hubo un aumento en el nivel de expresion para IFN-y en

las células CD3+ para los ratones tratados con PBS(Figura3)
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Figura 4. Expresion de IFN-y en las células de bazo: CD3+, CD4+, CD8+ y NK+ de ratones infectados (I) y
que recibieron el tratamiento con: aminoguanidina (AG), Lipopolisacarido(LPS), Amortiguador de fosfatos
salino (PBS) y la combinacion de AG+LPS en el dia 10 y se analizaron en el dia 11 postinfeccion con P.
chabaudi. Los valores en el eje de las ordenadas representan unidades relativas (No. de veces) de la relacion
de expresion de IFN-y con respecto a la de B-actina.



La poblacion celular que més contribuyd en el incremento de IFN-y en el dia 11
postinfeccion fue la que corresponde a las células CD3+, se detectdé una diferencia
estadisticamente significativa, en los ratones infectados ya sea tratados con PBS, tratados

con LPS o con el inhibidor de la iNOS (Figura 2).

Tabla de minimos cuadrados

Factores Error Limite Limite

de estudio n Media Std Inferior Superior Diferencia
Células

CD3+ 85 1510.59 146.158 1222.99 1798.18 B
CD4+ 91 75.4517 138.779 -197.624 348.528 A
CD8+ 92 80.5712 137.879 -190.733 351.875 A
NK+ 92 218.16 137.879 -53.1438 489.464 A
Tratamientos

AG 48 78.5835 188.858 -293.032 450.2 A
AG+LPS 48 24.8269 188.858 -346.789 396.443 A
I+AG 46 484.372 194.333 101.982 866.762 A
I+LPS 54 1072.45 180.004 718.261 1426.65 B
I+PBS 71 1581.24 155.421 1275.42 1887.06 B
LPS 48 21.1922 188.858 -350.424 392.808 A
PBS 45 35.6764 199.074 -356.041 427.394 A
Células por tratamiento

CD3+ AG 12 264.732 377.716 -478.5 1007.96 A
CD3+ AG+LPS 12 27.2376 377.716 -715.994 770.47 A
CD3+ I+AG 10 1732.58 419.808 906.522 2558.63 B
CD3+ I+LPS 13 3323.22 367.783 2599.53 4046.9 C
CD3+ I+PBS 17 5145.41 318.044 4519.6 5771.23 D
CD3+ LPS 12 28.0137 377.716 -715.218 771.246 A
CD3+ PBS 9 52.9063 453.958 -840.347 946.16 A
CD4+ AG 12 12.7259 377.716 -730.506 755.958 A
CD4+ AG+LPS 12 55.679 377.716 -687.553 798.911 A
CD4+ I+AG 12 14.6504 377.716 -728.582 757.882 A
CD4+ I+LPS 13 148.188 367.783 -575.498 871.874 A
CD4+ I+PBS 18 237.268 308.404 -369.579 844.114 A
CD4+ LPS 12 25.5888 377.716 -717.643 768.821 A
CD4+ PBS 12 34.0623 377.716 -709.17 777.294 A
CD8+ AG 12 20.0739 377.716 -723.158 763.306 A
CD8+ AG+LPS 12 7.14545 377.716 -736.087 750.378 A
CD8+ I+AG 12 54.975 377.716 -688.257 798.207 A
CD8+ I+LPS 14 199.208 350.796 -491.052 889.469 A
CD8+ I+PBS 18 236.14 308.404 -370.706 842.987 A
CD8+ LPS 12 8.70646 377.716 -734.526 751.939 A
CD8+ PBS 12 37.7489 377.716 -705.483 780.981 A
NK+ AG 12 16.8027 377.716 -726.429 760.035 A
NK+ AG+LPS 12 9.24537 377.716 -733.987 752.477 A
NK+ I+AG 12 135.285 377.716 -607.947 878.517 A
NK+ I+LPS 14 619.204 350.796 -71.0566 1309.46 A
NK+ I+PBS 18 706.137 308.404 99.2907 1312.98 A
NK+ LPS 12 22.4599 377.716 -720.772 765.692 A
NK+ PBS 12 17.988 377.716 -725.244 761.22 A

Tabla 6. Expresion de IFN-y en las células de bazo: CD3+, CD4+, CD8+ y NK+ de ratones infectados (I) y no infectados, tratados en el
dia 10 con: aminoguanidina (AG), Lipopolisacarido(LPS) 6 Amortiguador de fosfatos salino (PBS) y la combinacion de AG+LPS y
analizados el dia 11 postinfeccion. con P. chabaudi. A, B, C y D; indican que hay diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de expresion de IFN-y. P.ej. A comparada con la A o con la B del siguiente renglon alineadas en la misma columna indica que sus
intervalos de confianza se traslapan y que por lo tanto no existe una diferencia estadisticamente significativa entre A y B. Pero si A no
esta alineada con B indica que sus intervalos de confianza no se traslapan y que por lo tanto existen diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos.



Para analizar si existe diferencia entre la expresion de IFN-y de cada una de las
subpoblaciones celulares, con relacion al tratamiento y la combinacion de ambas, se realizo
la prueba de minimos cuadrados. Nuevamente detectamos que la subpoblacion de células
CD3+ fué la que presentd los niveles de expresion de IFN-y mas altos y que la
contribucion de las otras subpoblaciones (CD4+, CD8+ y NK+) es baja y sus intervalos de
confianza se traslapan unos con otros; de este modo se detectd que existen diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la poblacion CD3+.

En relacion a los tratamientos, se detectd que los niveles mas altos de expresion de IFN-y
correspondieron a los obtenidos en ratones infectados, ya sea tratados con LPS o con PBS y

que estos niveles fueron similares entre ambos grupos.

En la subpoblacion CD3+ se detectaron diferencias en los niveles de expresion de IFN-y
dependiendo si los ratones que recibieron el tratamiento estaban o no infectados. La
expresion mas alta se presento en el grupo de ratones infectados y tratados con PBS.

El efecto de los diferentes tratamientos sobre la contribucion a la expresion total de IFN-y
de las otras subpoblaciones (CD4+, CD8+ y NK+) mostr6 diferencias minimas que no

resultaron estadisticamente significativas.

9.2Expresion de TNF-a

9.2.2 Analisis de varianza para los niveles de expresion de TNF-a

Fuentes de variacién Valor-p
Células 0.00260
Tratamiento 0.00001
Células*Tratamiento 0.00001
Muestras (Tratamiento) 0.00010

Tabla 7 Analisis de varianza para la expresion de TNF-a.

Un valor de p que es menor de 0.05 indica que hay diferencia en la expresion de TNF-a
referente a el tipo de célula; los diferentes tratamientos (I+AG, I+LPS, 1+PBS, AG, LPS,
PBS, AG+LPS) y la interaccion que hay entre el tipo de célula y los tratamientos (Tabla 7).
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Figura 5. Expresion de TNF-a en las células de bazo: CD3+, CD4+, CD8+ y NK+ de ratones infectados (I) y
que recibieron el tratamiento con: aminoguanidina (AG), Lipopolisacarido(LPS), Amortiguador de fosfatos
salino (PBS) y la combinacion de AG+LPS en el dia 3 y se analizaron en el dia 4 postinfeccion con P.
chabaudi. Los valores en el eje de las ordenadas representan unidades relativas (No. de veces) de la relacion
de expresion de IL-10 con respecto a la de B-actina.



Al comparar el efecto de los diferentes tratamientos en los ratones infectados con respecto a
las subpoblaciones celulares, se detectd que el tratamiento con aminoguanidina disminuyé
los niveles de expresion de TNF-a en la subpoblacion CD3+, mientras que en las
subpoblaciones CD4+, CD8+ y NK+ no se detectd ningiin cambio. Cuando los ratones
infectados se trataron con LPS, se incrementaron los niveles de expresion de TNF-a en las
cé¢lulas NK+, mientras que en las poblaciones celulares CD3+, CD4+ y CD8+ se detectd
una disminucion en la expresion de este gen. En general, los niveles de expresion mas altos

se detectaron en el grupo de ratones infectados y tratados con PBS (Figura 5).

La expresion de TNF-a, en los controles no infectados fue muy baja, ain en el grupo que se
tratd con LPS, solo se observd un pequefio aumento en el nivel de expresion de ésta
citocina en las células CD4+ en los ratones tratados con PBS, y en las células NK en donde
los diferentes tratamientos no modificaron los niveles de expresion de TNF-o aun en los

ratones infectados.



Expresion de TNF-a en el dia 4 postinfeccion con
Plasmodium chabaudi
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Figura 6. Expresion de TNF-a en las células bazo: CD3+, CD4+, CD8+ y NK+ de ratones infectados (I) y
que recibieron el tratamiento con: aminoguanidina (AG), Lipopolisacarido(LPS), Amortiguador de fosfatos
salino (PBS) y la combinacion de AG+LPS en el dia 3 y se analizaron en el dia 4 postinfeccion con P.
chabaudi. Los valores en el eje de las ordenadas representan unidades relativas (No. de veces) de la relacion
de expresion de TNF-a con respecto a la de B-actina.



Para analizar la subpoblacion celular que mas contribuye a los niveles de TNF-a en los
grupos de ratones infectados dependiendo del tratamiento se realizd el grafico de
interaccion. Aparentemente, las células CD3+ son las que més contribuyeron al incremento
de TNF-a. Se detectd una ligera diferencia de mayor contribucion de las células CD3+ con
respecto a las demds poblaciones; con la tnica que tiene diferencia significativa es con la
poblacion CD8+ (Figura 6), sin embargo para las demas poblaciones (CD4+ y NK+) esta
diferencia no resultd ser estadisticamente significativa, tanto en los ratones tratados con

PBS, LPS como a los que se les administro el inhibidor de iNOS, (tabla 8).



Tabla de minimos cuadrados

Factores Error Limite Limite

de estudio n Media Std Inferior Superior Diferencia
Células

CD3+ 84 127.741 10.7614 106.559 148.923 B
CD4+ 82 85.6045 10.9407 64.0692 107.14 A
CD8+ 83 71.916 10.8361 50.5867 93.2454 A
NK+ 84 98.6396 10.7614 77.4574 119.822 A
Tratamientos

AG 48 39.1717 14.236 11.1503 67.1932 A
AG+LPS 48 19.9321 14.236 -8.08934 47.9536 A
I+AG 48 153.658 14.236 125.636 181.679 B
I+LPS 47 185.749 14.4085 157.388 214.11 B
I+PBS 46 189.92 14.6487 161.086 218.753 B
LPS 48 31.6178 14.236 3.59635 59.6393 A
PBS 48 51.7792 14.236 23.7577 79.8006 A

Células por tratamiento

CD3+ AG 12 22.5609 28.4719 -33.482 78.6038 A
CD3+ AG+LPS 12 5.50585 28.4719 -50.5371 61.5487 A
CD3+ I+AG 12 195.604 28.4719 139.561 251.647 A
CD3+ I+LPS 12 319.445 28.4719 263.402 375.488 B
CD3+ I+PBS 12 342.148 28.4719 286.106 398.191 B
CD3+ LPS 12 3.76898 28.4719 -52.2739 59.8119 A
CD3+ PBS 12 5.15441 28.4719 -50.8885 61.1973 A
CD4+ AG 12 4.48291 28.4719 -51.56 60.5258 A
CD4+ AG+LPS 12 17.3506 28.4719 -38.6923 73.3935 A
CD4+ I+AG 12 179.216 28.4719 123.173 235.259 B
CD4+ I+LPS 12 150.019 28.4719 93.9761 206.062 B
CD4+ I+PBS 10 183.311 31.6448 121.023 245.599 B
CD4+ LPS 12 8.45266 28.4719 -47.5902 64.4956 A
CD4+ PBS 12 56.399 28.4719 0.356071 112.442 A
CD8+ AG 12 20.6933 28.4719 -35.3496 76.7362 A
CD8+ AG+LPS 12 6.43453 28.4719 -49.6084 62.4774 A
CD8+ I+AG 12 142.827 28.4719 86.7845 198.87 B
CD8+ I+LPS 11 132.029 29.8285 73.3154 190.742 B
CD8+ I+PBS 12 150.989 28.4719 94.946 207.032 C
CD8+ LPS 12 15.6573 28.4719 -40.3856 71.7002 A
CD8+ PBS 12 34.7823 28.4719 -21.2606 90.8252 A
NK+ AG 12 108.95 28.4719 52.9069 164.993 A
NK+ AG+LPS 12 50.4375 28.4719 -5.60542 106.48 A
NK+ I+AG 12 96.9831 28.4719 40.9402 153.026 A
NK+ I+LPS 12 141.504 28.4719 85.4606 197.546 A
NK+ I+PBS 12 83.2302 28.4719 27.1873 139.273 A
NK+ LPS 12 98.5922 28.4719 42.5493 154.635 A
NK+ PBS 12 110.781 28.4719 54.738 166.824 A

Tabla 8. Expresion de TNF-a en las células de bazo:CD3+, CD4+, CD8+ y NK+ de ratones infectados (I) y no infectados, tratados en el
dia 3 con: Aminoguanidina (AG), Lipopolisacarido(LPS), Amortiguador de fosfatos salino (PBS) y la combinacion de AG+LPS
analizados el dia 4 postinfeccion con P. chabaudi. A, B y C; indican que hay diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
expresion de IFN-y. P.ej. A comparada con la A o con la B del siguiente renglon alineadas en la misma columna indica que sus intervalos
de confianza se traslapan y que por lo tanto no existe una diferencia estadisticamente significativa entre A y B. Pero si A no esta alineada
con B indica que sus intervalos de confianza no se traslapan y que por lo tanto existen diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos.

Los niveles de expresion de TNF-a fue similar en las subpoblaciones CD3+, CD4+, CD8+

y NK+. En la subpoblacion CD3+ se detectd una diferencia estadisticamente significativa



con relacion a las células CD8+, sin embargo cuando los resultados se compararon con las
demas subpoblaciones (CD4+, NK), la diferencia no fue estadisticamente significativa
(Tabla 8).

Los tratamientos con AG, LPS y PBS so6lo modificaron significativamente los niveles de
expresion de TNF-a en los ratones infectados. El tratamiento con AG en estos ratones
disminuyé los niveles de esta citocina, mientras que no se detectd diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos tratados con LPS o PBS.

Unicamente en la subpoblacién CD3+ se detectaron diferencias entre los grupos de ratones
infectados tratados con LPS y con PBS con respecto a los demas tratamientos.

Cuando se analizaron las contribuciones a la expresion total de TNF-o de las
subpoblaciones CD4+ y CD8+ en los grupos de ratones infectados y tratados con AG, LPS
y PBS, se observaron niveles mas elevados con respecto a los grupos control de ratones no
infectados y tratados de la misma forma, en estos ultimos grupos no detectamos diferencia

en los niveles de expresion de TNF-a.

La expresion de TNF-o en la subpoblacion NK+ no se afecté cuando los ratones se

sometieron a los diferentes tratamientos (Tabla 8).

9.3Expresion de IL-10

9.3.1 Analisis de varianza para la expresion de IL-10

Fuentes de variacién Valor-p
Células 0.00001
Tratamiento 0.00001
Células*Tratamiento 0.42870
Muestras (Tratamiento) 0.00001

Tabla 9 Analisis de varianza para la expresion de IL-10.

Un valor de p que es menor de 0.05 indica que hay diferencia en la expresion de IL-10
referente a el tipo de célula y los diferentes tratamientos (I+AG, I+LPS, [+PBS, AG, LPS,
PBS, AG+LPS). La interaccion que existe entre el tipo de células y los tratamientos no

muestra diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a este analisis (Tabla 9).



Expresion IL-10 en el dia 11 postinfeccion con
Plasmodium chabaudi
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Figura 7. Expresion de IL-10 en las células de bazo: CD3+, CD4+, CD8+ y NK+ de ratones infectados (1) y
que recibieron el tratamiento con: aminoguanidina (AG), Lipopolisacarido(LPS), Amortiguador de fosfatos
salino (PBS) y la combinacion de AG+LPS en el dia 10 y que se analizaron en el dia 11 postinfeccion con P.
chabaudi. Los valores en el eje de las ordenadas representan unidades relativas (No. de veces) de la relacion
de expresion de IL-10 con respecto a la de B-actina.



En el dia 11 postinfeccion con P. chabaudi, el tratamiento con aminoguanidina disminuy6
los niveles de expresion de IL-10 en las poblaciones celulares analizadas (CD3+, CD4+,
CD8+ y NK+), es interesante el hallazgo de que el tratamiento con LPS no indujo la
sobreexpresion de esta citocina en las subpoblaciones evaluadas, de hecho, se detecté una
disminuciéon en relacion a los ratones infectados y tratados con PBS. En todas las
subpoblaciones celulares analizadas el nivel maximo de expresion de IL-10 se detecto en el
grupo tratado con PBS. La infeccion con el pardsito indujo un incremento notorio en la

expresion de IL-10 en relacion a los ratones control que no se infectaron (Figura 7).

La expresion de IL-10, en los controles no infectados fue muy baja, ain en el grupo que se
tratd con LPS, so6lo se observd que las células CD3+ fueron las mas susceptibles a los
diferentes tratamientos ya que hubo un aumento en el nivel de expresion de IL-10 en esta

poblacion celular.



Expresion IL-10 en el dia 11 postinfeccion con
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Figura 8. Expresion de IL-10 en las células de bazo: CD3+, CD4+, CD8+ y NK+, de ratones infectados (I) y
que recibieron el tratamiento con: aminoguanidina (AG), Lipopolisacarido (LPS), Amortiguador de fosfatos
salino (PBS) y la combinacion de AG+LPS en el dia 10 y se analizaron en el dia 11 postinfeccion con P.
chabaudi. Los valores en el eje de las ordenadas representan unidades relativas (No. de veces) de la relacion
de expresion de IL-10 con respecto a la de B-actina.



Al comparar los resultados en las diferentes subpoblaciones celulares del bazo en los
ratones infectados que se les administraron los diferentes tratamientos la poblacion celular
de bazo que mas contribuy6 en el incremento de IL-10 fue de las células CD3+ tanto en

ratones tratados con PBS, con LPS como con los del inhibidor de la iNOS (Figura 8).

Tabla de minimos cuadrados

Factores Error Limite Limite

de estudio n Media Std Inferior Superior Diferencia
Células

CD3 92 197.362 12.4993 172.767 221.956 B
CD4 89 78.5187 12.9011 53.1336 103.904 A
CD8 91 70.7248 12.5795 45.9725 95.4771 A
NK 89 98.4248 12.7027 73.43 123.42 A
Tratamientos

AG 48 50.4312 17.122 16.7406 84.1218 A
AG+LPS 48 26.7409 17.122 -6.94971 60.4315 A
I+AG 48 118.1 17.122 84.4091 151.79 B
I+LPS 57 218.015 15.7894 186.946 249.083 C
I+PBS 68 241.505 14.532 212.911 270.099 C
LPS 48 72.3968 17.122 38.7062 106.087 A
PBS 44 51.6141 18.2045 15.7936 87.4346 A
Células por tratamiento.

CD3+ AG 12 147.968 34.2441 80.5868 215.349 A
CD3+ AG+LPS 12 45.0757 34.2441 -22.3055 112.457 A
CD3+ I+AG 12 231.445 34.2441 164.064 298.826 B
CD3+ I+LPS 14 325.806 31.786 263.261 388.35 B
CD3+ I+PBS 18 342.257 27.9602 287.241 397.274 B
CD3+ LPS 12 212.865 34.2441 145.484 280.246 B
CD3+ PBS 12 76.1164 34.2441 8.73515 143.498 A
CD4+ AG 12 14.6605 34.2441 -52.7207 82.0417 A
CD4+ AG+LPS 12 29.6198 34.2441 -37.7614 97.001 A
CD4+ I+AG 12 69.8399 34.2441 2.45867 137.221 A
CD4+ I+LPS 15 175.695 30.6288 115.427 235.963 B
CD4+ I+PBS 17 200.396 28.8351 143.658 257.133 B
CD4+ LPS 12 35.6237 34.2441 -31.7575 103.005 A
CD4+ PBS 9 23.7967 41.1735 -57.2192 104.813 A
CD8+ AG 12 2.28762 34.2441 -65.0936 69.6688 A
CD8+ AG+LPS 12 12.8273 34.2441 -54.5539 80.2085 A
CD8+ I+AG 12 78.6638 34.2441 11.2826 146.045 A
CD8+ I+LPS 13 192.118 33.2993 126.596 257.64 B
CD8+ I+PBS 18 183.945 27.9602 128.929 238.962 B
CD8+ LPS 12 13.5144 34.2441 -53.8668 80.8956 A
CD8+ PBS 12 11.7176 34.2441 -55.6637 79.0988 A
NK+ AG 12 36.8088 34.2441 -30.5724 104.19 A
NK+ AG+LPS 12 19.4408 34.2441 -47.9404 86.822 A
NK+ I+AG 12 92.4503 34.2441 25.0691 159.832 A
NK+ I+LPS 15 178.441 30.6288 118.173 238.708 B
NK+ I+PBS 15 239.423 31.4716 177.497 301.349 B
NK+ LPS 12 27.584 34.2441 -39.7972 94.9652 A
NK+ PBS 11 94.8258 35.88 24.2256 165.426 A

Tabla 10. Expresion de IL-10 en las células de bazo: CD3+, CD4+, CD8+ y NK+ de ratones infectados (I) y no infectados, tratados en el
dia 10 aminoguanidina (AG), Lipopolisacarido(LPS), Amortiguador de fosfatos salino (PBS) y AG+LPS y analizados el dia 11
postinfeccion con P. chabaudi. A, B y C; indican que hay diferencias estadisticamente significativas en los niveles de expresion de IFN-
v. P.ej. A comparada con la A o con la B del siguiente renglon alineadas en la misma columna indica que sus intervalos de confianza se
traslapan y que por lo tanto no existe una diferencia estadisticamente significativa entre A y B. Pero si A no esta alineada con B indica
que sus intervalos de confianza no se traslapan y que por lo tanto existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.



La subpoblaciéon CD3+ de acuerdo a la diferencia que hay en los intervalos de confianza, es
la que muestra la expresion mas alta de IL-10 con relacion a la de las células CD4+, CD8+
y NK+ quienes entre ellas no mostraron diferencias estadisticamente significativas

Los niveles de expresion de IL-10 no se modificaron en los ratones no infectados que se
trataron con AG, AG+LPS y PBS. Sin embargo, se detectaron diferencias estadisticamente
significativas cuando los niveles de IL-10 de estos grupos se compararon con los de los
ratones infectados que recibieron los mismos tratamientos.

En general se detectaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IL-10
de las subpoblaciones celulares CD3+, CD4+, CD8+ y NK+, en los grupos de ratones
infectados y tratados con LPS o con PBS con respecto a los diferentes tratamientos (Tabla

10).



10. DISCUSION DE RESULTADOS

En un estudio previo que se desarrollo en el laboratorio se observo que en el dia 11 y 12
postinfeccion se detectaron las concentraciones mas altas de NO, las cuales se presentaban
cercanas o bien en el pico de la parasitemia y en ese dia también se desarrollaban los

niveles mas altos de expresion tanto de IFN-y como de IL-10 (ANEXOS, Fig. 10y 11)

El objetivo del presente trabajo fue analizar si el 6xido nitrico modifica la expresion de las
citocinas: IFN-y, TNF-a e IL-10 en las subpoblaciones celulares CD3+, CD4+, CD8+ y
NK+ en ratones infectados con Plasmodium chabaudi, para lo cual se purificaron cada una
de esas poblaciones y se les analizo6 la expresion de las mencionadas citocinas. Este estudio
también nos permitid evaluar cual de las subpoblaciones celulares estudiadas contribuia en
mayor grado a la expresion de las citocinas: IFN-y, TNF-a e IL-10, lo anterior nos permitid
evitar el efecto de dilucion, dado que alguna de estas subpoblaciones que pudiera no
contribuir afectaria los niveles totales de expresion para alguna/s de las citocinas ya que en
un estudio previo se analizo la expresion a partir de una cantidad definida de RNAm total

de todas las células de bazo.

La aminoguanidina es un inhibidor especifico de la iNOs (Ahvazi Behrouz et al. 1995) que
evita que el NO se genere por esta enzima (Taylor-Robinson et al., 1998). Se sabe que el
LPS es un potente inductor de intermediarios reactivos de oxigeno y de intermediarios
reactivos de nitrogeno en los macrofagos, que actiia contra una variedad de patdgenos
intracelulares y extracelulares, también se ha demostrado que es un potente estimulador de
las isoformas de mRNA que codifican para NOS y por lo tanto un inductor del NO
(Dascombe M. J., Nahrevanian, 2003), por lo tanto se esperaria que deberia aumentar
también la expresion de las citocinas de forma importante; sin embargo esto solo se observo
en algunos casos. A continuacién daremos una posible explicacion del por qué, de este

patron de expresion para cada citocina en cuestion.

En el presente trabajo se demostrd que tratar con aminoguanidina a los ratones infectados

con P. chabaudi indujo una disminucion en los niveles de expresion de las citocinas: IFN-y,



TNF-a, e IL-10 en todas las subpoblaciones celulares analizadas. Este hallazgo indica que
el NO es importante en la regulacion de la expresion de estas citocinas y esta de acuerdo a
lo descrito previamente en la literatura (Taylor-Robinson et al., 1998). Es importante
indicar que la expresion no se abatido completamente y eso se podria explicar porque existen
otras enzimas productoras de NO, como lo son: la eNOS y la nNOS, que no son
susceptibles a la accién de la aminoguanidina (Ruetter & Thiemermann, 1996) y el NO
producido por ellas podria favorecer la expresion de las citocinas, como mecanismo
compensatorio de la deficiencia de iNOS, también existe la posibilidad de que ademas del
NO existan otras moléculas involucradas en la regulacion de la expresion de las citocinas
analizadas.

Como control positivo de la situacion en donde se incrementa de forma importante la
concentracion de NO, inyectamos LPS a ratones infectados con P. chabaudi y medimos
como afecta la expresion de las citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10. El patron en los niveles de
expresion de cada citocina fue diferente para cada subpoblacion celular. En las
subpoblaciones CD3+, CD4+, CD8+ y NK+ se detectaron niveles intermedios de expresion
de IFN-y con relacion al grupo de ratones infectados y tratados con PBS y con AG (Figura
3; Tabla 6).

Estos resultados indican que si la concentracion de NO aumenta notoriamente, no se
afectan los niveles de expresion de IFN-y, probablemente el efecto se modula dependiendo
de la concentracion del NO. Este hallazgo se podria explicar con lo que han descrito otros
autores, en donde se ha demostrado que la produccion de IL-12 e IFN-y por células Thl se
puede inhibir por la presencia de NO exdgeno. Ademas, se ha descrito que el NO derivado
de macrofagos o células T, puede inhibir la proliferacion de células Thl por bloqueo en la
secrecion de IL-12 y mediadores autdcrinos de crecimiento de células T (Taylor-Robinson,
1999) lo que como consecuencia afectaria disminuyendo los niveles de IFN-y de igual

forma que en nuestros experimentos (Figuras 3 y 4; tabla 6).

En cuanto a los niveles de expresion de TNF-a en el grupo de ratones infectados y tratados
con LPS, se detectd que la expresion varia de acuerdo a la poblacion celular: para las
células CD3+, existio una diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo de

ratones infectados y tratados con AG, sin embargo, no existe la misma diferencia con



respecto al grupo de ratones infectados y tratados con PBS. En las subpoblaciones CD4+ y
CD8+ los niveles de expresion de TNF-a no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo de ratones infectados y tratados con PBS o con AG. En
contraste, la subpoblacion de células NK+ en los ratones infectados y tratados con LPS fue
la Unica en donde se incrementaron los niveles de TNF-o aunque no de forma
estadisticamente significativa (Figuras 5, 6 y Tabla 8). Se ha descrito que el LPS es un
modulador de diversos genes (Magder, Neculcea et al. 2006) dependiendo de la
concentracion en la que se administre, ademds incrementa la expresion de TNF-a
(Edelman, Jiang et al. 2007), en el presente trabajo es posible que el LPS a la dosis
inyectada en los ratones infectados unicamente promovi6 la regulacion positiva de TNF-a
en las células NK+ y no afecta a las demas subpoblaciones analizadas dado que su efecto

depende de la dosis, tal y como se describe en la literatura (Magder, Neculcea et al. 2006).

En relacion a la expresion de IL-10 en el grupo de ratones infectados y tratados con LPS,
unicamente en las células NK se detectd un incremento que no fue estadisticamente
significativo en la expresion del RNAm de esta citocina. En general solo se detectaron
diferencias significativas en los niveles de IL-10 de las subpoblaciones celulares CD3+,
CD4+, CD8+ y NK+ en los ratones infectados que se sometieron a el tratamiento con LPS

o con PBS (Figura 7 y §; Tabla 10).

Se ha descrito previamente, que el NO afecta la produccion de mas de 20 citocinas,
incluidas IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IFN—y, TNF-a y TGF-B, en varias supboblaciones de
células de la respuesta inmune como los macrofagos, las células T, las células NK y las

endoteliales (Bogdan C. et al., 2000).

Una probable explicacion al hecho de que las citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 no se hayan
sobreexpresado en el grupo de ratones infectados y tratados con el LPS podria deberse a un
mecanismo de regulacion en el cual, cuando la concentracion de NO se eleva mas alla de
los niveles que se alcanzan en los ratones parasitados; se desencadenan mecanismos de
regulacion negativa y por lo tanto disminuye la expresion de citocinas para evitar que este

tipo de respuesta sea toxica.



En el grupo de ratones infectados y tratados con PBS se demostréo que los niveles de
expresion de las citocinas: IFN-y, TNF-a en todas las subpoblaciones (con excepcion de la
poblacion NK+) e IL-10 (con excepcidn de la poblacion CD8+) celulares analizadas son los
mas altos, con respecto a los diferentes tratamientos, sin embargo esta diferencia no es
estadisticamente significativa cuando se compard con el grupo de ratones infectados y
tratados con LPS. Esto puede deberse a que la poblacion celular CD3+ en particular para
cada una de las citocinas que evaluamos es mas susceptible al cambio en las

concentraciones de NO que las poblaciones CD4+, CD8+ y NK+.



11. CONCLUSIONES

El 6xido nitrico regula la expresion de las citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10, ya que cuando
se inhibe la isoforma iNOS con la aminoguanidina; los niveles de expresion de dichas
citocinas disminuyen, sin embargo este efecto depende de la dosis, dado que un incremento
mayor de los niveles de NO (provocado por el LPS) no favorece la sobreexpresion de las
citocinas: TNF-a, IL-10 e INF-y; incluso los niveles pueden ser menores que en el grupo
que permanecid como control infectado (I+PBS) este efecto probablemente se debe a un

mecanismo de regulacion negativa.

Las células CD3+ son la subpoblacion celular de bazo que mas contribuye a la expresion de

las citocinas: IFN-y e IL-10, en el dia 11 postinfeccion con Plasmodium chabaudi.

La subpoblacion celular de bazo que mas contribuye a la expresion de TNF-a en el dia 4
postinfeccion con Plasmodium chabaudi, no se pudo determinar debido a que no hubo

diferencia estadisticamente significativa.



13. ANEXOS

13.1 Niveles de 6xido nitrico con respecto a los diferentes tratamientos

100
10
— HF
1 =
E ——+AG
2 |l=+Lrs
Z |——nF
a1 ; —A—+AG
+LF=
0.0
0.001

Dias post infeccdn

Figura 9 Parasitemia (lineas) y [NO] (barras). Los ratones control sin infeccion (cnt)
fueron tratados con AG (blanco) o LPS (gris), o sin tratamiento (negro) y evaluada su
concentracion de NO en suero luego de dos dias de tratamiento. Las barras horizontales

corresponden al tiempo de tratamiento.

13.2 Expresion de las citocinas: IFN-g, TNF-a e IL-10; en células totales de bazo
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Figura 10 Expresion de citocinas Thl en bazo de ratones infectados y tratados para los dias 4, 11 y 21 post infeccion Unidades: relacion
de expresion de la citocina respecto a la expresion de B-actina.
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Figura 11. Expresion de citocinas Th2 en bazo de ratones infectados y tratados para los dias 4, 11 y 21 post
infeccion Unidades: relacion de expresion de la citocina respecto a la expresion de B-actina.

13.3 Citometria de flujo del aislamiento de las subpoblaciones celulares de bazo:
CD3+, CD4+y CD8+
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Figura 12. Citometria de flujo del aislamiento de las poblaciones celulares CD4+, CD8+ y
CD3+. a) células totales de bazo sin teiir; b) Células totales de bazo marcadas con el
anticuerpo y con FITC (Ab-FITC); c) Células CD4 purificadas de bazo marcadas con Ab-FITC;
d) Células totales de bazo marcadas con Ab-FITC; e) Células CD8 purificadas de bazo
marcadas con Ab-FITC; f) Células totales de bazo marcadas con el Ab-FITC; g) células CD3
purificadas de bazo y marcadas con Ab-FITC.
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