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RESUMEN 

 

En la actualidad la malaria es 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. 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 en 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 el efecto de la administración de la toxina y la 

protoxina Cry1Ac solas o en combinación con antígenos sobre los niveles de 

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

letal, utilizando un modelo murino de malaria. Para ello se trataron ratones CBA/Ca 

con la toxina o la protoxina solas o en combinación con el antígeno de Plasmodium 

berghei ANKA durante 4 semanas y después de 24 horas del último tratamiento se 

infectaron con eritrocitos parasitados de la cepa letal Plasmodium berghei ANKA.  

Durante el curso de la infección se evaluó la parasitemia, la anemia, la pérdida de 

peso y el índice esplénico, considerados parámetros de patogenia, los resultados 

indicaron que en el trascurso de la enfermedad prevalece una protección pero ésta es  

temporal dado que en los primeros días post infección los grupos de ratones tuvieron 

parasitemias bajas y un tiempo de vida media considerando que el P. berghei ANKA 

es un parásito letal. 

Palabras claves: pCry1Ac, Plasmodium, malaria. 
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1.  INTRODUCCIÓN 

 

La malaria o paludismo
1
 es una enfermedad febril, con manifestaciones paroxísticas 

y periódicas, se presenta en los trópicos y subtrópicos, su causa es la infección con 

protozoarios parásitos del género Plasmodium (1), se transmite al humano a través de 

la picadura de la hembra infectada del mosquito Anopheles sp (2), su ciclo de vida 

involucra la reproducción asexual (en el humano o huésped intermediario) y la 

reproducción sexual (en el mosquito Anopheles sp hembra como huéspedes 

definitivos) (3). 

 

Esta enfermedad es endémica de los países tropicales. Se caracteriza por fiebres 

ondulantes, malestar general y esplenomegalia, dolores musculares y complicaciones 

frecuentes, entre las cuales está la encefalitis, que produce mortalidad en los niños 

(4)._El período de síntomas suele durar entre 15 a 60 minutos; luego se inicia el 

período febril, que dura aproximadamente de 2 a 6 horas, se caracteriza por sudoración 

y descenso de la temperatura. Sin la interferencia de profilaxis o tratamientos, la 

periodicidad de la fiebre puede variar dependiendo de la cepa de Plasmodium. La 

aparición ocasional de otros síntomas como diarrea, náuseas o vómito puede ocasionar 

errores en los diagnósticos  iniciales. La gravedad de las manifestaciones clínicas del 

paludismo depende no sólo del tipo de plasmodio o la virulencia de una cepa 

determinada, sino también de la inmunidad previa de la persona infectada (5). 

 

En conjunto, las citocinas participan en la inducción, expresión y modulación de las 

respuestas inmunitarias y en el desarrollo y regulación de las respuestas inflamatorias 

(6). El análisis de las citocinas en el laboratorio puede realizarse mediante bioanálisis 

(medición de las citocinas biológicamente activas utilizando animales vivos o líneas 

celulares), inmunoanálisis (mide la citocina biológicamente activa e inactiva ej. RIA y 

ELISA) o RT-PCR, este último método es el que se empleó para el desarrollo de este 

trabajo, en el cual se analizó la expresión del gene que codifica para TNF-α e IL-10 a 

                                                           
1
El término malaria tiene sus orígenes en el italiano medieval (mala aria, que significa mal aire). También se le 

conoce como paludismo, que proviene del latín palus y significa pantano. Esta connotación etimológica ilustra la 

forma más común de adquirir la enfermedad en el pasado, lo que ocurría habitualmente en lugares con agua 

estancada propicia para la reproducción del mosquito-vector que transmite la enfermedad al hombre. La malaria es 

una enfermedad infecciosa cuyo agente etiológico es un parásito del género Plasmodium, que se transmite a los 

humanos por la picadura de un mosquito hembra infectada de la especie Anopheles (8). 
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partir de ARN mensajero. Esta técnica es altamente sensible, ya que identifica 

pequeños cambios en la expresión de genes que no se podrían detectar por los métodos 

anteriores (7).  

 

1.1  MARCO TEÓRICO 

 

1.1.1  Antecedentes Históricos 

 

La malaria probablemente se originó en África y su arribo al continente Americano 

ocurrió aproximadamente hace 500 años. Los primeros registros de la enfermedad se 

encuentran en los papiros egipcios de hace 3500 años. Los griegos conocían su 

existencia, Hipócrates hizo las primeras descripciones de la enfermedad y la asoció a 

los pantanos y las condiciones insalubres en las que vivían sus pacientes, de esta forma 

los griegos y los romanos asociaron a los pantanos y a las aguas estancadas con la 

malaria y su drenaje se practicó como medida de control desde el siglo VI 

A.C._Posteriormente, en el siglo VII los colonizadores españoles descubrieron que los 

indígenas de Sudamérica contaban con un remedio para curar las fiebres intermitentes 

(los polvos de la quinina). Pero fue hasta 1820 que Pelletier y Canventou extrajeron el 

principio activo y lo llamaron quinina. Un avance importante en el estudio de esta 

enfermedad lo realizó Alfonso Laveranen en 1880 quien descubrió a los parásitos 

causantes del paludismo en un enfermo argelino en África. Un poco después, en 1899 

Ross, Grass y Bigmani descubrieron que la transmisión de la malaria se lleva a cabo 

por medio de la picadura de mosquitos anofelinos. Pero fue hasta 1956 que la OMS 

estableció un programa internacional de erradicación de la malaria que incluyó a todos 

los países americanos que sufrían de esta enfermedad. 

 

Sin embargo, el control de la malaria empezó a tener graves problemas puesto que 

en 1959 surgieron los primeros casos de parásitos resistentes a la droga de mayor uso, 

la cloroquina, aunado a esto, en los años 70´s se hizo evidente el surgimiento de 

anofelinos transmisores resistentes al DDT. Para 1990 el panorama de la malaria, la 

enfermedad tropical más importante del planeta es el siguiente: ocurren más de 100 

millones de nuevos casos cada año y se calcula que existen 207 millones de individuos 

infectados así como 2100 millones de personas en riesgo de adquirirla. La mortalidad 

anual de la malaria oscila entre uno y dos millones en los 103 países. 
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Según la OMS en el Informe Mundial Sobre el Paludismo de 2010, describe que en 

los últimos cinco años en 11 países de África se ha reducido el número de casos de 

malaria y las muertes en más del 50% y la malaria se ha movido de la primera causa 

de muerte entre los niños menores de cinco años en el 2000 en el África subsahariana 

a la tercera causa de muerte en 2010 (9). 

La enfermedad se perpetúa como un círculo vicioso de la pobreza en el mundo en 

desarrollo y las enfermedades relacionadas con la malaria. Además, la economía de la 

mortalidad costó solo en África aproximadamente 12 millones de dólares americanos 

por año (9). 

 

1.1.2  Generalidades de la Malaria 

 

Diversas especies de Plasmodium causan infecciones en animales, pero solo cinco 

de ellas infectan a los humanos: P. falciparum, P. malariae, P. ovale, P. vivax y más 

recientemente P. knowlesi, parásito de simios (10). Se transmiten a las personas por la 

picadura de mosquitos hembra infectadas del género Anopheles. Se estima que el 40% 

de la población mundial vive en áreas afectadas por la malaria, lo cual ha resultado en 

aproximadamente entre 300 y 500 millones de casos clínicos al año y entre 1.5 y 2 

millones de muertes (5).  

 

La forma grave de paludismo que sigue un ciclo febril de 48 horas (con paroxismos 

en los días 1 y 3 de cada ciclo) la ocasiona P. falciparum y se conoce como paludismo 

terciano maligno o paludismo falciparo, la forma más 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 palúdico. En 1922 se descubrió P. ovale y el nombre de la 

enfermedad que causa paludismo oval, no hace referencia a su forma cíclica (2). 

 

1.1.3  Distribución geográfica 

 

El paludismo ocurre principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del 

mundo, en donde el clima es cálido y húmedo, incluyendo la mayoría del África 

subsahariana, las zonas rurales del sureste de Asia, algunos países de Oriente Medio, 

P. vivax 

(Paludismo terciano 

benigno) 
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partes de Oceanía, muchas áreas tropicales de América del Sur y Centroamérica, así 

como España. Su transmisión es más común en las zonas rurales; sin embargo, 

también se presenta en las ciudades del África subsahariana y en el subcontinente 

Indio. Aproximadamente 100 millones de personas sufren los síntomas de la 

malaria._Más de 1 millón de ellas, en su mayoría niños, mueren a causa de esta 

enfermedad cada año (9, 11) (Fig. 1). 

En América Latina y el Caribe, la transmisión de la malaria continúa en 21 países, 

donde el 31% de la población vive en zonas donde persiste algún riesgo de transmisión 

aunque la contribución a la morbilidad global es significativamente menor, así como a 

la mortalidad. Se ha observado que la resistencia a múltiples fármacos origina casos 

severos por la presencia de infecciones mixtas y por limitaciones en el diagnóstico. Sin 

embargo, la publicación de reportes sobre manifestaciones clínicas en esta región es 

muy poco frecuente (12). 

 

En México, las áreas maláricas comprenden un 58% del territorio nacional y más 

del 95% de los casos de malaria se originan por P. vivax, la malaria generada por P. 

falciparum solo se observa en 1 a 3%, y los casos por P. malariae habitualmente no 

llegan al 1%. P. vivax produce infecciones en todo el país, pero P. falciparum suele 

confinarse al sureste en los estados de Chiapas, Campeche, Quintana Roo y Oaxaca 

debido al clima tropical de la zona (13,14). 

 

Tan sólo en el estado de Chiapas, se reportaron más de 140 mil casos por año desde 

1998 (15). 
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Países sin malaria y países endémicos en fases de: control, pre-eliminación, 

eliminación y prevención de reintroducción, a finales de 2008. 

 

 

Figura 1. Mapa que muestra la distribución geográfica de la malaria en el mundo. Tomada de World Malaria Report 

2009. WHO 

 

  

1.1.4  Modelos experimentales empleados para el estudio de la malaria 

 

Para poder tener un mejor entendimiento de la malaria humana se han utilizado 

modelos experimentales en animales, debido a la dificultad que implica interpretar 

estudios in vitro, en los que no están presentes todos los factores involucrados en la 

patología, en particular para el estudio del sistema inmune. Además, para la mayoría 

de los experimentos no es ético o práctico el uso de pacientes humanos. 

Los modelos experimentales han demostrado ser una valiosa herramienta para 

investigar la patogenia de numerosas enfermedades infecciosas y autoinmunes que 

padecen los humanos, así como varias vacunas y terapias inmunes que están en uso en 

la actualidad, se desarrollaron y probaron previamente en modelos experimentales (16, 

17). 

Los modelos experimentales de malaria murina se utilizan ampliamente en un 

intento para entender la biología y la patología de la malaria humana. Los grandes 

avances que ha tenido la inmunología se deben en gran parte a los estudios que se han 

http://whqlibdoc.who.int/publications/2009/9789241563901_eng.pdf
http://whqlibdoc.who.int/publications/2009/9789241563901_eng.pdf
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hecho en modelos animales y muy particularmente en el modelo del ratón. Aunque el 

sistema humano difiere un poco del de ratón y la farmacocinética de las drogas difiere 

entre los humanos y el ratón, todas las especies de plasmodios tienen ciclos de vida 

comparables; además, su diversidad es análoga a la que se observa en las cinco 

especies que afectan al humano (18). Sin embrago, han existido diferencias de criterios 

dentro de la comunidad científica en relación a los modelos murinos y el nivel de 

similitud con la malaria humana para catalogarlos como relevantes y útiles (19). 

 

1.1.5  Plasmodium berghei ANKA 

Plasmodium berghei ANKA se ha utilizado en estudios de patogénesis. Además, 

sirve de modelo experimental de la malaria cerebral (ECM), de la variación genética 

en el desarrollo de ECM entre los ratones, el cual se ha asociado con la producción de 

citocinas proinflamatorias. 

La infección de cepas susceptibles de ratones, tales como C57BL6 y CBA/Ca, lleva 

al desarrollo de una patología fatal, con signos clínicos tales como ataxia, dificultad 

respiratoria, anemia severa, etc. El momento de comienzo de los signos clínicos varía 

en dependencia de la dosis de infección, la genética del hospedero y el clon específico 

de los parásitos infectantes, pero es típicamente entre 5 y 10 días posteriores a la 

infección. Como en los humanos, existe un rápido deterioro en la condición de los 

animales infectados una vez que los síntomas clínicos aparecen y la muerte sobreviene 

(16, 20). 

El modelo de P. berghei ANKA replica muchos eventos que se observan durante la 

malaria humana y se acepta que es el mejor entre los disponibles (16). 

 

1.1.6  Ciclo Biológico del Parásito 

 

El ciclo biológico del parásito es muy complejo. Se presenta en dos fases: la fase 

sexual conocida como esporogonia que ocurre en el tracto gastrointestinal del 

mosquito (huésped definitivo) y la fase asexual conocida como esquizogonia que se 

lleva a cabo en el hombre (huésped intermediario) (21). 
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La esquizogonia o ciclo asexual ocurre en el humano (22). El ciclo vital en el 

hombre comienza con la introducción de esporozoítos a la sangre desde la saliva del 

mosquito al picar. En el transcurso de 30 minutos los esporozoítos invaden a los 

hepatocitos. En esta fase extra-eritrocitaria, el parásito se multiplica y se diferencia a 

merozoíto, P. vivax y P. ovale producen una forma latente (hipnozoíto) en el hígado; 

esta forma ocasiona las recaídas que se observan en los individuos que se infectan con 

estas cepas de parásito (23). Después de 9 a 16 días se liberan miles de merozoítos al 

torrente sanguíneo, e infectan a los glóbulos rojos. Los merozoítos intra-eritrocíticos 

se desarrollan a trofozoítos y más tarde a esquizontes. Cuando los esquizontes se 

rompen liberan de 8 a 32 merozoítos maduros y de esta manera otra generación de 

parásitos infecta a nuevos glóbulos rojos. Después de varias divisiones en los 

eritrocitos, se desarrollan las formas sexuales, los macrogametocitos y 

microgametocitos que son las formas infectantes para el mosquito. En el glóbulo rojo, 

el parásito satisface sus requerimientos de aminoácidos al degradar a la hemoglobina y 

se obtiene hemozoína, así como material pirogénico, causante en parte de los episodios 

febriles (24). La liberación periódica de merozoítos causa los síntomas recurrentes 

característicos de escalofríos, fiebre y diaforesis que presentan los pacientes de 

paludismo (25). 

La esporogonia o ciclo sexual se inicia cuando un mosquito hembra del género 

Anopheles ingiere gametocitos masculinos y femeninos al alimentarse de la sangre de 

un humano con paludismo. En el intestino del mosquito, los gametocitos maduran y se 

efectúa la fertilización. El cigoto diploide resultante sufre mitosis y se diferencia a 

oocineto móvil que penetra la pared intestinal del mosquito, se aloja por debajo de la 

membrana basal y forma una vacuola que da lugar a un ooquiste. Dentro de esta 

estructura se forman miles de esporozoítos, después, al aumentar de tamaño este quiste 

se rompe y libera esporozoítos haploides a la cavidad corporal del mosquito. Algunos 

penetran a las glándulas salivales, entonces el mosquito se vuelve infeccioso para los 

humanos y se inicia nuevamente el ciclo al infectar a otro individuo sano. El tiempo 

necesario para que se complete el ciclo en los mosquitos varía de una a tres semanas, 

depende de la especie de insecto y del parásito, y también de la temperatura y la 

humedad ambientales (Fig. 2) (22, 24, 25).  
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Figura 2. Ciclo biológico del parásito. Plasmodium. Tomada y modificada de 

http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/ 

El ciclo de vida del parásito de la malaria consta de dos huéspedes. En el proceso de hematofagia de un mosquito 

hembra del género Anopheles infectado de malaria, inocula los esporozoítos en el huésped humano . Los 

esporozoítos infectan a las células hepáticas y maduran en esquizontes , dando lugar a la formación de 

merozoítos y al romperse los libera . Después de esta multiplicación en el hígado (esquizogonia exo-eritrocítica

), el parásito invade a los eritrocitos y se reproduce por esquizogonia (esquizogonia eritrocítica ). Los 

merozoítos infectan a los glóbulos rojos . Los trofozoítos anulares maduran para convertirse en esquizontes, que 

dan lugar a la formación de nuevos merozoítos y al romperse los libera . Algunos parásitos se diferencian 

sexualmente (gametocitos) . En las fases de la sangre algunos parásitos son responsables de las manifestaciones 

clínicas de la enfermedad. 

El mosquito hembra del género Anopheles ingiere a los gametocitos masculinos (microgametocitos) y femeninos 

(macrogametocitos) durante la hematofagia . La multiplicación del parásito en el mosquito se conoce como ciclo 

esporogónico . En el intestino medio del mosquito, los microgametos fecundan a los macrogametos y se 

desarrollan los cigotos . El cigoto a su vez se convierte en móvil y alargado (ooquineto) , que invade la pared 

del intestino del mosquito donde se convierte en ooquiste . El ooquiste crece y desarrolla en su interior 

esporozoítos que al romperse los libera , y una vez liberados ascienden a las glándulas salivales del mosquito. La 

inoculación de los esporozoítos en un nuevo huésped humano perpetúa el ciclo de vida del plasmodio . 
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1.1.7  Síntomas y patogenia 
 

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

parásitos presentan ciclos de crecimiento, replicación dentro de los eritrocitos y 

ruptura del esquizonte maduro. Las formas clínicas que los pacientes presentan varían 

desde las asintomáticas hasta el progreso a complicaciones tales como dolor de 

cabeza, fiebre, escalofríos, sudoración, cefaléa, mialgias, artralgias y anemias. Con 

menos frecuencia, dolores abdominales, vómito y diarrea. Éstos pueden escalar 

rápidamente hacia una malaria severa, desarrollándose falla renal, falla hepática, 

trombocitopenia y edema pulmonar, entre otras (26−29). Sin embargo, las principales 

causas de morbilidad y mortalidad en el mundo se atribuyen a las complicaciones 

observadas en anemia severa (hemoglobina por debajo de 5 g/dL) y malaria cerebral.  

 

 

1.1.8  Inmunidad en Malaria 

 

La respuesta inmune al parásito de malaria es sumamente compleja e 

insuficientemente entendida, ya que el desarrollo de la protección bajo condiciones 

naturales, requiere de una exposición continua con el parásito durante varios años, se 

logra solo después de que el individuo se infecta con un gran número de poblaciones 

de parásitos antigénicamente diferentes, es muy lenta y puede no ser absoluta dado que 

la parasitemia persiste en ausencia de enfermedad clínica. La variación antigénica es 

un mecanismo de evasión del sistema inmune y contribuye a la cronicidad y 

ocasionalmente a la recaída típica de la infección (30). Aunque se ha demostrado en 

diferentes modelos que los anticuerpos y las células T pueden controlar el crecimiento 

del parásito, la inmunidad natural a la malaria en regiones de alta endemicidad toma 

algunos años en desarrollarse debido a la variación y el polimorfismo antigénico que 

impiden en gran medida su desarrollo_(31).  

La respuesta inmune contra la malaria se puede clasificar en: pre-eritrocítica 

(dirigida al esporozoíto y a la etapa del parásito en el hígado) y la respuesta en las 

fases de la sangre (merozoítos, esquizontes, trofozoítos y gametocitos), la inmunidad 

pre-eritrocítica involucra respuestas celulares frente a los hepatocitos infectados que 

inhiben el desarrollo intracelular vía la inducción de intermediarios reactivos de 

nitrógeno, mientras que la respuesta contra los merozoítos extra-celulares e intra-
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eritrocitarios considera el componente humoral. En la inmunidad pre-eritrocítica se 

inhibe el desarrollo del parásito mediante la inducción de iNOS, limitando así el 

desarrollo hepático del parásito, mientras que en la inmunidad de las fases sanguíneas, 

la respuesta humoral se dispara por las células T y B (32).  

La infección por Plasmodium es capaz de estimular a las células NK (Natural Killer 

por sus siglas en inglés: Asesinas naturales), a los macrófagos, así como a las células T 

CD4
+
 y las T CD8

+
, éstas ejercen efectos protectores en diferentes fases de la 

infección por Plasmodium: las células T CD4
+
 intervienen en la respuesta inmune 

frente a la fase sanguínea de P. yoelii, mientras que en la fase hepática de la infección 

con P. berghei son las células T CD8
+
 las que ejercen el efecto protector, se cree que 

las células T CD8
+
 no afectan a los parásitos durante la fase sanguínea porque los 

eritrocitos no expresan moléculas MHC de clase I (33). Sin embargo, en nuestro grupo 

de trabajo, hemos demostrado que las células T CD8
+
 se activan, proliferan e 

incrementan_la_síntesis_de_INF-γ_y_los_niveles de expresión del gene que codifica 

para esta citocina_depende_del_óxido nítricoˉ(34). La participación de los linfocitos T 

CD4
+
 es necesaria en el establecimiento de la inmunidad protectora contra el estadio 

eritrocítico asexual del parásito. Los linfocitos T CD8
+
 son importantes en la fase 

hepática de la infección, mientras que los macrófagos y las células NK desempeñan un 

papel central en el inicio de la infección (31, 35).  

Los macrófagos y las células NK, funcionan como la primera línea de defensa 

contra la infección con Plasmodium. Ambas poblaciones celulares son las 

responsables de la secreción inicial de citocinas. Los macrófagos producen IL-12 que 

activa a las células NK, que son la fuente inicial de interferón gamma (IFN-) y del 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-), lo que activa a la respuesta inmune 

celular._Los macrófagos ayudan al control de la infección mediante la fagocitosis de 

eritrocitos parasitados, también secretan citocinas (IL-12 y TNF-) y participan en la 

síntesis de metabolitos reactivos del oxígeno y del óxido nítrico (36).  

Diversas investigaciones sugieren que en la inmunidad en malaria participan los 

linfocitos B que desempeñan una función primordial en la producción de anticuerpos y 

en el establecimiento de una respuesta inmune celular contra el plasmodio (37), dado 

que también son células presentadoras de antígeno. Cuando las células T cooperadoras 

de tipo 1 (Th1) se estimulan simultáneamente con antígenos o con citocinas de las 



12 
 

células presentadoras de antígeno (APC) y por moléculas coestimuladoras de las APC, 

proliferan y producen otras citocinas que sostienen y expanden la respuesta 

inmune._Algunas de las citocinas producidas por las células Th1, como las 

quimiocinas, atraen a otras células linfoides al sitio de la reacción inmunitaria; otras 

citocinas como la interleucina-2 (IL-2), estimulan la proliferación de las células 

reclutadas; algunas como el IFN-γ, activan a los macrófagos, aumentando la expresión 

de moléculas del MHC II sobre su superficie, también incrementan la fagocitosis y 

otras citocinas como el TNF-α, a nivel celular es capaz de provocar un incremento en 

la expresión de moléculas de adhesión y de citocinas en las células endoteliales, 

epiteliales e inflamatorias. Además, es capaz de modular la sobrevivencia y activa 

genes a través de varios intermediarios, incluyendo proteincinasas, proteinfosfatasas, 

intermediarios reactivos de oxígeno, fosfolipasas, proteasas y factores de transcripción 

(6, 30,35, 38,39). 

El INF-γ y el TNF-α actúan sinérgicamente para inducir la muerte del parásito 

dentro de las células fagocíticas (40). 

Simultáneamente a la activación de las células Th1 mediadoras de la inmunidad 

celular, ocurre la activación de las células T cooperadoras de tipo 2 (Th2). Las células 

Th2 responden a la estimulación antigénica y a las señales derivadas de las células 

presentadoras de antígeno, proliferando y produciendo nuevas citocinas, como IL-10 

(6, 35). La IL-10 inhibe la liberación de citocinas proinflamatorias (Th1), incluyendo 

al TNF-α que proviene de monocitos y neutrófilos humanos, además inhibe la 

secreción de INF-γ que sintetizan las células Th1, pero inclina el equilibrio regulador a 

favor de las respuestas inmunitarias humorales, su efecto predominante es reducir la 

inflamación debido en parte a que inhibe la función de las APC al suprimir la 

expresión de moléculas clase II del MHC en células dendríticas y macrófagos (Fig. 3) 

(41). 
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Figura 3. Tomada y modificada de http://epidemiologiamolecular.com/wp-

content/uploads/2010/09/clip_image0081.gif. Las células dendríticas inmaduras disponen de mecanismos para 

capturar microorganismos invasores, engullen invasores a través de receptores en su superficie ingieren sorbos del 

líquido que les rodea y succionan a las bacterias y virus, después los encierran en vacuolas. Una vez dentro de los 

huéspedes se degradan en fragmentos (antígenos) que el sistema inmunitario puede reconocer. Los antígenos se 

unen a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase I y II, algunas células dendríticas 

inmaduras provocan la destrucción inmediata de virus con la secreción de interferón alfa. Las células dendríticas 

son muy eficientes en la captura y presentación de antígenos incluso en cantidades muy pequeñas de bacterias y 

virus. 

Conforme van procesando los antígenos las células dendríticas viajan por la sangre al bazo o hacia los ganglios 

linfáticos a través de la linfa. Una vez en su destino las células completan su maduración y presentan sus moléculas 

de MHC cargadas de antígenos a los linfocitos T vírgenes y las educan para que reconozcan como peligrosos a los 

antígenos, instan la intervención de los linfocitos B que sintetizan anticuerpos que se unirán al antígeno para su 

posterior inactivación, también activan alas células T asesinas que pueden destruir a las células infectadas por 

microorganismos. Algunas de estas células se transforman en células con memoria que sobreviven durante varios 

años para combatir futuras invasiones. 

 

 

1.1.9  Proteína Cry de Bacillus thuringiensis 

Esta proteína la produce Bacillus thuringiensis (Bt) que es una bacteria Gram-

positiva, aerobia estricta, se relaciona morfológicamente con B. cereus y B. 

anthracis._Estas especies presentan dos fases durante su ciclo de vida, la de 

crecimiento vegetativo en donde las bacterias se duplican por bipartición cada 30 a 90 

minutos dependiendo del medio de cultivo en el que se encuentren y la fase de 

esporulación, que es una etapa de diferenciación de bacteria a espora, consta de siete 

estadios y se activa con la restricción de nutrientes (42, 43). Bt se considera una 

bacteria cosmopolita ya que se ha aislado de todas partes del mundo y de muy diversos 

sistemas como suelo, agua, hojas de plantas, insectos muertos, telarañas, etc. (44, 45). 

 

Bt se diferencia de B. cereus y B. anthracis por su capacidad para producir 

endotoxinas en forma de cristales en el citoplasma durante la esporulación, recibe ese 

http://epidemiologiamolecular.com/wp-content/uploads/2010/09/clip_image0081.gif
http://epidemiologiamolecular.com/wp-content/uploads/2010/09/clip_image0081.gif
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nombre por tener un cuerpo paraesporal conocido como cristal que es de naturaleza 

proteica y tiene propiedades insecticidas e inmunogénicas (adyuvante). Dicho cuerpo 

paraesporal está constituido por proteínas denominadas δ-endotoxinas, también 

conocidas como proteínas Cry y Cyt (42, 45, 46). 

 

Las proteínas Cry se han estudiado ampliamente desde hace mucho tiempo para 

evaluar su actividad bioinsecticida pero las propiedades fisiológicas o inmunológicas 

en vertebrados se han estudiado poco a pesar de la homología de Bt con la especie B. 

cereus (47). 

 

Las proteínas Cry tienen una gran estabilidad, presentan alta resistencia a 

proteólisis, son solubles a pH alcalino, no son tóxicas para el hombre ni para los 

vertebrados y sus costos de producción son bastante económicos debido a que su gen 

se ha clonado en E. coli (48, 49). 

 

1.1.10  Características generales de la toxina y la protoxina Cry1Ac 

 

Se han detectado δ-endotoxinas activas contra lepidópteros, coleópteros, dípteros, 

himenópteros, ácaros y también contra otros invertebrados como nemátodos, gusanos 

planos y protozoarios (42). 

 

La mayor parte de las proteínas Cry se producen como protoxinas (130-140 KDa), 

que para activarse requieren del rompimiento proteolítico por las proteasas del 

intestino medio de los insectos, lo que libera el fragmento tóxico. El procesamiento 

típico de las toxinas Cry se da por el corte de los primeros 28 residuos del extremo N-

terminal en un sitio conservado y de los últimos 500 residuos del extremo C-terminal, 

de esta forma se origina un fragmento resistente a proteasas de entre 60 y 70 KDa que 

se le denomina “toxina” (42, 50). La protoxina Cry1Ac de Bacillus thuringiensis es un 

potente adyuvante en las mucosas. Se conoce que la mayor parte de los agentes 

patógenos entran al organismo a través de la piel y las mucosas, ésta es una de las 

razones por las que resulta atractivo inhibir su adhesión, replicación y colonización 

desde los sitios en que penetran a nuestro organismo. Por lo tanto, la búsqueda de 

nuevos inmunopotenciadores de las mucosas representa una alternativa para la 
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obtención de complementos para vacunas y para la formulación de inmunopreparados 

(46). 

 

La protoxina Cry1Ac potencia la respuesta celular contra patógenos de las 

mucosas; esto resulta importante en el diseño de vacunas y en el manejo de 

infecciones (51). Además, se ha descrito que la coadministración de la protoxina 

Cry1Ac sola o en combinación con lisados de amibas, incrementa notablemente la 

inmunidad protectora contra la meningoencefalitis en ratones infectados con Naegleria 

fowleri (52). 

 

La mayoría de estudios sobre proteínas Cry se relacionan a su toxicidad en insectos, 

se ha descrito que la protoxina recombinante Cry1Ac del Bacillus thuringiensis 

modula la respuesta inmune en ratones infectados con P. berghei ANKA y P. 

chabaudi AS (53). 

 

1.1.11  Citocinas en malaria 

 

Se denominan genéricamente citocinas al conjunto de proteínas de bajo peso 

molecular (8–80 kDa), a menudo glicosiladas y generalmente monoméricas (54). Se 

sintetizan por una gran variedad de células tanto linfoides como no linfoides y tienen 

varios efectos sobre sus células blanco (6, 55).  

 

Inmunológicamente podemos definirlas como proteínas secretadas por células de la 

inmunidad innata y la adquirida que regulan muchas de las funciones de estas 

células._Las citocinas se producen en respuesta a microorganismos y a otros 

antígenos; además, estimulan diversas respuestas celulares involucradas en la 

inmunidad y en la inflamación. Entre las propiedades que tienen las citocinas tenemos 

que: su secreción es un evento corto y redundante, intervienen en la síntesis y 

actividad de otras citocinas, su acción puede ser local y sistémica, se unen a receptores 

específicos de membrana en sus células diana, la expresión de sus receptores se regula 

por señales externas y la respuesta de las células diana consiste de cambios en la 

expresión de genes lo que conduce a la expresión de nuevas funciones y algunas veces 

en la proliferación de las células diana (56). 
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Las fuentes celulares de la citocinas incluyen a los monocitos/macrófagos y a las 

células dendríticas, además de los linfocitos T y B; fibroblastos, neutrófilos, células 

endoteliales, células cebadas y otras. Los blancos celulares de las diversas citocinas 

incluyen: a los monocitos y a los macrófagos, a los linfocitos T, a las células B, a los 

neutrófilos, a las células hematopoyéticas de las series linfoide y mieloide, a los 

fibroblastos, a las células cebadas y a los eosinófilos (6). 

 

Los efectos de las citocinas incluyen la diferenciación, proliferación y activación de 

las “células blanco”, la expresión de receptores celulares para un sin número de 

ligandos y la inducción y secreción de otros mediadores que incluyen prostaglandinas, 

interleucinas, factores de crecimiento y de diferenciación, factores estimulantes de 

colonias, inmunoglobulinas y otros, así como la liberación de los mismos receptores 

solubles. 

 

Las citocinas producidas durante la respuesta inmune transmiten señales entre 

diferentes tipos celulares y actúan como mediadores de la respuesta inmune, así 

mismo, el microambiente que producen estas citocinas es importante para establecer el 

tipo de respuesta que induce la proteína Cry1Ac; ya que las citocinas de tipo Th1 son 

importantes promotores de la respuesta inmune mediada por células, mientras que las 

citocinas Th2 inducen una respuesta mediada por anticuerpos (57); además, como 

parte de la respuesta contra antígeno es necesaria la participación de estas citocinas, 

que se producen principalmente en los linfocitos T y juegan un papel muy importante 

en la fase de activación de las células T y pueden regular el crecimiento y 

diferenciación de diferentes poblaciones de linfocitos (58). 

 

En la enfermedad de malaria se ha descrito que las citocinas son un factor muy 

importante ya que determinan la severidad y curso de la infección con Plasmodium y 

por lo tanto son blancos potenciales para intervenciones terapéuticas. Algunos estudios 

sugieren que el balance entre citocinas proinflamatorias (TNF-α, INF-γ, IL-6, IL8) y 

antiinflamatorias (IL-4, IL-10) determina el grado de la parasitemia, el nivel de 

anemia, la severidad clínica de la enfermedad y su curso (59−61). 
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1.1.11.1  Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-) 

 

Es una citocina proinflamatoria multifuncional que posee numerosas actividades 

biológicas que varían dependiendo de su concentración, el tiempo de la exposición 

celular y de la presencia de otros mediadores que pueden actuar en sinergismo con esta 

citocina. La sintetizan las células NK, los macrófagos activados por toxinas del 

parásito del estadio sanguíneo, los neutrófilos, los basófilos y los eosinófilos después 

de una estimulación con endotoxinas, con mediadores inflamatorios o con algunas 

citocinas como IL-1 (62, 63). Participa en la respuesta de la fase aguda durante una 

infección o daño, así como en la regulación del crecimiento y diferenciación celular; 

además, es clave en la activación de los macrófagos (64). Esta citocina se produce en 

la fase pre-eritrocítica estimulada por antígenos parasitarios en el tiempo de ruptura 

del esquizonte y en la fase eritrocítica durante la liberación de los merozoítos de los 

eritrocitos parasitados. Este factor junto con las citocinas IL-1, IL6, IL-12 e IFN- 

están involucradas en la disminución de la parasitemia en malaria, ya que son capaces 

de eliminar a los gametocitos, así como inactivar parásitos intraeritrocíticos 

indirectamente, induciendo la producción del intermediarios reactivos 

del_nitrógeno_(RNI)_(65). El TNF- es una citocina con efectos pleiotrópicos, posee 

actividad anti-microbiana (66). En la malaria, se ha demostrado que el TNF-α tiene 

efectos tanto benéficos como perjudiciales.  

El TNF-α se detecta en la circulación durante la fase eritrocítica de la infección en 

los seres humanos (35, 66−68) y en los modelos experimentales en ratones (69, 

70)._Los niveles altos de esta citocina se han asociado con la fiebre (71) y la malaria 

cerebral (69,71). Por otro lado, el TNF-α también tiene una potente actividad 

antiparasitaria (72). 

Además, el TNF-α puede promover directamente el crecimiento y la diferenciación 

de las células B, activar a los neutrófilos y a los macrófagos, estimular la 

hematopoyesis y producir diversos efectos sobre otro tipo de células no 

hematopoyéticas. También induce la expresión de muchas otras citocinas y 

mediadores que promueven la inflamación, por lo tanto, se le conoce como citocina 

proinflamatoria; no obstante, su importancia principal en la inmunidad tiene que ver 

con su capacidad para inducir la activación de linfocitos T cooperadores (Th) por 

medio_de_células_presentadoras_de_antígeno_(73). Los macrófagos activados son los 
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encargados de sintetizar al TNF-α. También actúan sobre las células Th aumentando la 

secreción de la IL-2 y la expresión de receptores de superficie para IL-2 e INF-; 

contribuye al inicio de las respuestas inmunes tanto humorales como celulares (73). En 

combinación con el IFN- induce la síntesis de cantidades altas de óxido nítrico (NO), 

controlando el pico de la parasitemia (74). 

Los niveles elevados de TNF-α en el bazo correlacionan con la resistencia a la 

infección por Plasmodium chabaudi chabaudi AS. El TNF-α, también contribuye a la 

disminución de la infección aguda por P. chabaudi, P. yoelii y P. vinckei, debido a que 

induce mediadores como el óxido nítrico y otros intermediarios reactivos del oxígeno 

(35, 75). Sin embargo, existen reportes contrarios que describen que es posible que el 

TNF-α no sea una citocina crítica que proporcione una respuesta de protección 

temprana, ya que los ratones con una deficiencia en los receptores para TNF-α, son 

capaces de controlar y reducir la parasitemia (35, 75).  

 

 

1.1.11.2  Interleucina 10 (IL-10) 

 

La IL-10 proviene de células Th2 y de las células Th3 o Tr (células T reguladoras), 

suprime la producción de citocinas en las células Th1. También se ha descrito que la 

sintetizan las células B, las células cebadas y bajo ciertas condiciones los 

macrófagos._Inhibe la actividad microbicida de los macrófagos activados por IFN- 

suprimiendo la vía dependiente de arginina mediante la cual se produce el NO, 

también inhibe la producción de IFN- de las células NK y bloquea la producción de 

TNF- (76). 

Simultáneamente a la activación de las células Th1 mediadoras de la inmunidad 

celular, ocurre la activación de las células T cooperadoras de tipo 2 (Th2). Las células 

Th2 responden a la estimulación antigénica y a las señales derivadas de las células 

presentadoras de antígeno, proliferando y produciendo nuevas citocinas, como_IL-10 

(6). La IL-10 se identificó inicialmente como un factor producido por las clonas de las 

células Th2, estas células poseen la capacidad de inhibir la producción de citocinas de 

las_células_Th1,_cuando_se_estimulan_a_través_de_la_presentación_de_antígeno_de

los_macrófagos_(77). La IL-10 induce la proliferación de las células B, la 

diferenciación de las células plasmáticas y la producción de inmunoglobulinas, es 



19 
 

esencial para la maduración de las células productoras de anticuerpos 

antimalariales._Estos efectos se generan por la participación de citocinas de tipo 2 

(6)._La IL-10 es un inhibidor potente de las respuestas inflamatorias e inmunes, 

debido en parte a que inhibe la función de las APC al suprimir la expresión de 

moléculas clase II del MHC en las células dendríticas y en los macrófagos. Es un 

producto de las células T CD8
+
 y las células Th2 activadas, células B, monocitos y 

queratinocitos. La IL-10 inhibe la producción de IL-2 e INF-γ en las células Th1, lo 

que favorece las respuestas dependientes de Th2; también inhibe la producción de 

citocinas en las células NK y en las especies reactivas del nitrógeno y proteínas de 

de_adhesión_en_los_macrófagos (73). La IL-10, es una citocina que suprime o regula 

la respuesta inflamatoria, se ha demostrado que controla la inmunopatología en la 

infección severa de la enfermedad. 

En malaria, la IL-10 protege a los ratones infectados con P. berghei, de desarrollar 

malaria cerebral por una regulación de INF-γ y TNF-. En infecciones por P. 

chabaudi en los ratones hembras que tienen el gen de IL-10 inactivado, se 

incrementan_los_niveles_de_TNF-_e0INF-γ_(78). La IL-10 ejerce efectos 

principalmente inmunomoduladores e inmunosupresores, al afectar la pauta de 

producción de citocinas en las células T cooperadoras, designadas Th1 y Th2 

(77)._Aparte del efecto inhibidor que la IL-10 ejerce sobre las células T, esta citocina 

también tiene propiedades inmunomoduladoras y supresoras sobre células del linaje 

monocito-macrófago, como la disminución en la síntesis de diversas citocinas 

inflamatorias como TNF-, IL-16, IL-1, IL-8 en los macrófagos. Asimismo, inhibe o 

estimula la producción de moléculas que participan en el metabolismo oxidativo en los 

macrófagos,_como_el_óxido_nítrico_(77). Debido al efecto de la IL-10 sobre las 

células T cooperadoras, los macrófagos, las células B y los neutrófilos, resulta 

evidente que este factor puede tener importantes efectos reguladores y correguladores 

en el sistema inmune y que participa en procesos antiinflamatorios_y_antivirales_(77). 

Un estudio realizado en ratones deficientes de IL-10 e infectados con P. chabaudi, 

demostró que la falta de IL-10 no tiene efectos significativos en el curso de una 

infección primaria o en la resistencia en una infección secundaria, lo cual sugiere que 

esta citocina no es crucial en el desarrollo de una respuesta inmune efectiva; sin 

embargo, su ausencia ocasiona un incremento en la respuesta de las células T, lo cual 

genera una gran producción de IFN-. Por lo tanto, esta citocina juega un papel 
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importante en la regulación de la producción de TNF-α, IL-1 e IL-12 de los 

macrófagos; la proliferación de las células T y NK y de este modo la producción de 

IFN- (78). 

 

1.1.12  Reacción de la Cadena en Polimerasa en Tiempo Real 

 

La reacción en cadena de la polimerasa, cuyas iníciales en inglés son PCR 

(“Polymerase Chain Reaction”), es una técnica que desarrollo Kary Mullis en 

1983._Con esta metodología se pueden producir en el laboratorio múltiples copias de 

un fragmento de ADN específico (79, 80), mediante una reacción enzimática que se 

repite por alrededor de 30 ciclos (81).  

 

La PCR es un método in vitro de síntesis de ADN con el que un segmento 

particular de éste se amplifica utilizando un par de cebadores o iniciadores que lo 

flanquean. Su copiado se logra en forma exponencial a través de ciclos repetidos de 

diferentes periodos y temperaturas de incubación en presencia de la enzima ADN 

polimerasa termoestable. Así se obtienen en cuestión de horas millones de copias de la 

secuencia deseada del ADN (82). 

 

La PCR es una técnica de biología molecular altamente específica, rápida, sensible 

y versátil para detectar cantidades extraordinariamente bajas de un cierto ADN 

específico, que posibilita su fácil identificación (82).  

 

La técnica de PCR en tiempo real ha impulsado a la biología molecular permitiendo 

a los investigadores manipular el ADN de una manera más sencilla, haciendo más 

eficientes los procedimientos comunes. Esto es en parte por la rapidez, gran 

sensibilidad y la precisión de los productos de PCR que se pueden evaluar en el 

momento en que se van generando. Los métodos en tiempo real actuales implican 

generalmente moléculas que emiten “fluorescencia” para demostrar la cantidad de 

ADN presente en cada ciclo de PCR. El término de “PCR cinético” se refiere también 

a este proceso. “PCR cuantitativo” se refiere a la capacidad de cuantificar la cantidad 

que se obtiene de una secuencia específica del ADN. Además, se puede analizar la 

expresión génica si se obtiene ARNm y se retrotranscribe con la enzima transcriptasa 

reversa para obtener un ADN complementario (ADNc) y después se amplifican los 
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genes en estudio utilizando la reacción de PCR, a este proceso se le conoce como 

retrotranscripción acoplada a PCR (RT-PCR) (80). 

 

Este método tiene una enorme capacidad de detección para la evaluación de la 

expresión génica in vitro, es decir, es de gran utilidad para estudiar los cambios en la 

expresión de los genes a nivel de ARN. Esta técnica se utiliza para amplificar ARNm 

de cualquier tipo de células. La mezcla inicial, contiene todos los componentes 

necesarios: muestra de ARN, transcriptasa inversa, cebadores y dNTP´s. El proceso 

comienza con la síntesis de una hebra de ADNc por la acción de la transcriptasa 

inversa, una polimerasa de ADN dirigida por ARN, el ADNc permanece unido al 

molde como dúplex ARN: ADNc. En la segunda etapa se desnaturaliza el dúplex y 

comienza la amplificación de la hebra de ADN que actúa como molde para que la 

enzima polimerasa sintetice una segunda hebra de ADNc y luego el dúplex se 

amplifica en ciclos sucesivos. La estrategia para analizar cambios en la expresión de 

genes específicos a nivel de ARN es llevar a cabo una PCR doble, es decir, que 

identifique al mismo tiempo dos ARNm específicos; el de estudio comparado con otro 

que no sufra cambios significativos durante el proceso fisiológico o 

fisiopatológico._Para ello, se utiliza como estándar interno el producto de la expresión 

de genes constitutivos a nivel de ARN total de una misma muestra biológica, a partir 

de la cual se efectúa la transcripción inversa para obtener el ADNc total (83).  

La reacción 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 hidrógeno que unen las dos cadenas complementarias del ADN y lo desnaturalizan, 

por lo que se incuba a una temperatura de alrededor de 95°C, por un minuto. Este paso 

expone a las bases nitrogenadas del ADN blanco con los denominados cebadores o 

iniciadores (ADN sintético de hebra sencilla), a una temperatura que facilita el 

apareamiento de las bases nitrogenadas complementarias de ambas clases de 

ADN’s._Esta temperatura de fusión depende de la (Tm) de los iniciadores, pero 

generalmente oscila entre 50 y 60°C. El tercer paso se efectúa a 72°C, temperatura a la 

que la polimerasa (obtenida a partir de una bacteria llamada Thermofilus aquaticus o 

Taq.) extiende la longitud de los cebadores, añadiendo los diferentes nucleótidos libres 

en el orden que le va dictando la secuencia de nucleótidos de la cadena que actúa 

como molde (Fig. 4) (82). 
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Figura 4. Representación esquemática de la técnica de RT-PCR. Tomada y modificada de 

http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html 
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2.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La malaria o paludismo, tiene un impacto en la salud y en el bienestar económico 

de millones de personas. El 40% de la población mundial tiene riesgo de 

contraerla._Actualmente, no existe una vacuna efectiva y los medicamentos son la 

única terapia para la enfermedad. 

 

A pesar de que ya han pasado más de 120 años desde el descubrimiento del 

parásito, continúan los esfuerzos médicos para controlarlo. Los esfuerzos por eliminar 

el paludismo han sido intensos en muchas partes del mundo, su erradicación se ha 

dificultado en gran parte por la variabilidad antigénica del parásito (9), así como su 

complejo ciclo de vida y la resistencia que han desarrollado los mosquitos vectores a 

los insecticidas residuales; además, de que han surgido_ cepas _de _Plasmodium 

resistentes_a_las_drogas_antimaláricas_existentes_(31). La malaria es la enfermedad 

infecciosa con el más alto índice de morbilidad y mortalidad_en_todo_el_mundo. A 

pesar de la intensa investigación que se ha desarrollado durante décadas, se conoce 

muy poco sobre la inmunidad natural contra Plasmodium que es el parásito que la 

ocasiona (84, 85). El estudio de los mecanismos de respuesta inmune en el humano, en 

condiciones experimentales bien definidas esta muy limitado, debido tanto a razones 

éticas como técnicas. Sin embargo, se pueden analizar críticamente utilizando modelos 

murinos de la enfermedad, lo que ha contribuido a entender parcialmente los 

mecanismos de inmunidad, aunando que ambos sistemas inmunes son sumamente 

parecidos y que se cuenta con la secuenciación de prácticamente todos los genes del 

ratón. En un estudio previo, se demostró que la protoxina Cry1Ac generó protección 

contra un protozoario letal como lo es Naegleria  fowleri, esta protección se ha 

descrito tanto cuando se administra sola o en combinación con lisados de amebas, 

como resultado de esta administración se incrementa de forma importante la 

inmunidad protectora contra la meningoencefalitis provocada por N. fowleri en 

ratones_(52).  

En este trabajo se utilizó el modelo experimental de malaria en la cepa de ratones 

CBA/Ca y el parásito letal Plasmodium berghei ANKA, para analizar el efecto de 

activar a la inmunidad innata con la administración de la toxina Cry1Ac y la protoxina 

Cry1Ac solas o en combinación con lisados de Plasmodium previo a la infección con 

P. berghei ANKA para estudiar si esta estimulación es capaz de generar protección 
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específica para la infección contra P. berghei ANKA, de forma análoga a la que se 

logra con la administración de la protoxina Cry1Ac y la infección por N. fowleri. La 

protección se analizó evaluando la parasitemia y la sobrevida de los ratones tratados 

con la toxina o la protoxina Cry1Ac y se comparó con los datos obtenidos con el grupo 

que únicamente recibió el vehículo (PBS). Además, analizamos la expresión de ARN 

mensajero que codifica para TNF-α e IL-10 por RT-PCR en tiempo real. Finalmente, 

también estudiamos algunos parámetros de la patología como la pérdida de peso, la 

anemia, el índice esplénico a diferentes tiempos de la infección. Los resultados que se 

obtuvieron del presente proyecto contribuyen a incrementar el conocimiento sobre la 

inducción de inmunidad innata contra Plasmodium, lo que redundará en el posterior 

desarrollo de estrategias inmunológicas para el control del parásito. Lo anterior es 

extremadamente relevante para el diseño y aplicación de vacunas que sean efectivas 

contra malaria.  
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3.  JUSTIFICACIÓN 

 

Los intentos por erradicar la malaria han fallado, se ha descrito el desarrollo de 

resistencia del vector a los insecticidas y por otra parte el parásito también ha 

desarrollado resistencia a los medicamentos disponibles. Además, existe un 

conocimiento incompleto de los mecanismos de la respuesta inmune que controlan la 

proliferación del parásito y finalmente lo eliminan, ello ha dificultado el desarrollo de 

una vacuna eficaz contra la malaria. Por este motivo es importante realizar 

investigación sobre los mecanismos que conforman la respuesta inmune encargada de 

inhibir la proliferación o el crecimiento y finalmente eliminar al parásito. 

 

En este proyecto evaluamos el efecto de la administración de la toxina y la 

protoxina Cry1Ac solas o en combinación con antígenos solubles sobre los niveles de 

expresión de ARN mensajero para TNF-α e IL-10, las cuales son importantes en la 

respuesta inmunológica que presenta el organismo en una infección por 

Plasmodium._Estos estudios ayudarán a entender los mecanismos de la respuesta 

inmune en malaria, con el fin de desarrollar nuevos y más eficaces tratamientos contra 

esta enfermedad. 

 

Los resultados de este proyecto generarán conocimiento sobre los mecanismos que 

regulan la respuesta inmune contra el Plasmodium, lo que tendrá relevancia para el 

futuro diseño de vacunas contra la malaria.  
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4.  HIPÓTESIS 

 

En un estudio previó se demostró que la protoxina recombinante Cry1Ac del 

Bacillus thuringiensis modula la respuesta inmune en ratones infectados con P. 

berghei ANKA y P. chabaudi AS en una dosis de 5 μg/ratón (53). Además, se ha 

reportado que la protoxina Cry1Ac generó protección contra la meningoencefalitis 

provocada por N. fowleri, por ser una proteína que tiene propiedades inmunogénicas 

(52). Por lo anterior, si se administra la toxina o la protoxina Cry1Ac solas o en 

combinación con el antígeno de Plasmodium berghei ANKA en una dosis 10 veces 

más alta, se modificará la expresión de ARNm que codifica para TNF-α y para IL-10 

en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA, y por lo tanto se generará una 

mejor inmunidad protectora contra P. berghei ANKA, a la que se tenía descrita con 5 

μg de protoxina Cry1Ac. 
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5.  OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 

 

5.1  Objetivo general 

 

Determinar si al administrar la toxina o la protoxina Cry1Ac solas o en 

combinación con el antígeno de Plasmodium en ratones CBA/Ca infectados con P. 

berghei ANKA, se modifican los niveles de expresión de TNF-α e IL-10 mediante la 

técnica de RT-PCR en tiempo real. 

 

5.2  Objetivos particulares 

 

 Evaluar el efecto del antígeno de P. berghei ANKA cuando se administra solo 

o en combinación con la protoxina o la toxina Cry1Ac en ratones infectados 

con P. berghei ANKA. 

 Determinar si los tratamientos previos a la infección por P. berghei ANKA 

inducen o modifican la inmunidad protectora. 

 Analizar los efectos sobre diferentes parámetros de la patología de la 

enfermedad como la pérdida de peso corporal, sobrevida, parasitemias, 

concentración de hemoglobina, índice esplénico en ratones tratados con la 

toxina o la protoxina Cry1Ac solas o en combinación con el antígeno e 

infectados con P. berghei ANKA. 

 Extraer y purificar el ARN a partir de bazo, hígado y sangre periférica de los 

ratones tratados e infectados con P. berghei ANKA y retrotranscribirlo para 

generar ADNc. 

 Validar y amplificar los genes que codifican para β-actina, TNF-α e IL-10 a 

partir de los ADNc utilizando RT-PCR en tiempo real. 

 Analizar la expresión de TNF-α e IL-10 mediante la técnica de RT-PCR en 

tiempo real. 
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6.  MÉTODOS 

 

6.1  Obtención del antígeno 

 

Se infectaron 10 ratones CBA/Ca vía intravenosa con 5x10
4 

eritrocitos parasitados 

con P. berghei ANKA, se evaluó la parasitemia diariamente hasta que los ratones 

alcanzaron un 30% de eritrocitos parasitados. Posteriormente, los ratones se 

sacrificaron y se les extrajo la sangre que se adicionó a un tubo Eppendorf de 1.5 mL 

con PBS conteniendo heparina, la sangre se pasó a través de una columna de celulosa 

CF11 para eliminar a los leucocitos, los eritrocitos así obtenidos se lavaron con 

solución salina de Krebs y se eliminó el sobrenadante, se resuspendió el botón y los 

eritrocitos se lisaron con saponina al 10%, se centrifugó a 3,000 rpm durante 5 

minutos, se eliminó el sobrenadante y el botón celular se lisó con solución de lisis 

(Tritón X-100 al 1%, 100 mM TRIS-HCl, 5Mm EDTA), se centrifugó a 14,000 rpm 

por una hora a 4°C y se le almacenó en alícuotas a -70°C. Después al extracto crudo 

de antígeno de P. berghei ANKA obtenido, se le cuantificó la concentración de 

proteínas utilizando una curva estándar de albúmina y el reactivo de BIO-RAD. 

 

6.2  Cuantificación de proteína 

 

La concentración de proteínas se determinó por el método de Bradford (86) 

mediante una curva tipo de proteínas empleando albúmina como estándar (1 μg/μL) y 

se calculó la concentración de proteínas. Se etiquetaron 7 tubos Eppendorf en la 

siguiente forma: B, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16. Para diluir una parte del reactivo en cuatro 

partes de agua se colocaron 200 μL de agua estéril en los tubos etiquetados. Después 

se adicionaron 0.5 μg, 1 μg, 2 μg, 4 μg, 8 μg y 16 μg de albúmina estándar a los tubos 

0.5, 1, 2, 4, 8, 16 respectivamente, el tubo B correspondió al blanco. Posteriormente, a 

cada tubo se le agregaron 50 μL del reactivo para cuantificar proteínas (Bio-Rad 

Protein Assay, 
®

BIO-RAD) y se agitó. Se incubo a temperatura ambiente por 5 

minutos._Luego de este tiempo se midió la absorbancia a 595 nm. 

Para la cuantificación de proteínas de las muestras se realizó lo siguiente: en un 

tubo Eppendorf se colocaron 200 μL de agua, 1 μL de la muestra y 50 μL del reactivo 
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de BIO-RAD
®
, se agitó e incubó a temperatura ambiente por 5 minutos y se procedió a 

medir la absorbancia a 595 nm. 

 

6.2  Electroforesis 

 

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

5X (Apéndice 11.2.1) y se hirvió durante 5 minutos e inmediatamente se colocó en 

hielo y después se centrifugó a 14,000 rpm durante 5 segundos. 

 

Se utilizó un gel concentrador al 5% (Apéndice 11.2.1) y un gel separador al 12% 

(Apéndice 11.2.1). Posteriormente, el marcador de peso molecular y las muestras se 

colocaron en los pozos. 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. Luego de este tiempo el gel se tiño con 

azul de Coomassie y después de 24 horas el gel se lavó con solución desteñidora 

rápida (Apéndice 11.2.1). 

 

6.4  Infección de los animales 
 

A 6 grupos de 12 ratones cada uno, se les administró intraperitonialmente la toxina 

o la protoxina Cry1Ac solas o en combinación con el antígeno de Plasmodium berghei 

ANKA. Al primer grupo se le administraron 50 µg de antígeno junto con 50 µg de 

protoxina Cry1Ac, al segundo grupo se le administraron 50 µg de antígeno junto con 

50 µg de toxina Cry1Ac, al tercer grupo se le administraron 50 µg de antígeno junto 

con PBS por ratón, al cuarto grupo se les administraron 50 µg de protoxina Cry1Ac, al 

quinto grupo se les administraron 50 µg de toxina Cry1Ac y el sexto grupo que fue el 

control se les administraron 100 µL de PBS por ratón. Los tratamientos se repitieron 

una vez por semana durante 4 semanas. 24 horas después del último tratamiento los 

ratones se infectaron vía intravenosa con 1X10
3
 eritrocitos parasitados con 

Plasmodium berghei ANKA (día 0). En los días 6 y 9 post infección se extrajo el bazo 

y el hígado de tres ratones de cada grupo, para aislar el ARN mensajero. 
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6.5  Monitoreo de las parasitemias 

 

A partir del día 3 post infección diariamente se tomaron muestras de sangre de la 

cola del ratón para evaluar la parasitemia en frotis teñidos con Giemsa. La lectura de 

las parasitemias se efectuó con un microscopio óptico utilizando el objetivo de 

100X._Se evaluó la parasitemia como el número de eritrocitos parasitados, cuando las 

parasitemias eran menores a 2 eritrocitos parasitados por campo se contaron 50 

campos y cuando las parasitemias eran mayores a 2 EP por campo se contaron 200 

eritrocitos y de ellos se evaluó el porcentaje de glóbulos rojos parasitados. 

 

6.6  Evaluación de la pérdida de peso 

 

Los ratones se pesaron antes y durante el curso de la infección para realizar las 

gráficas de pérdida de peso corporal. Se consideró que el peso registrado en el día cero 

correspondía al 100%. 

 

6.7  Sobrevida 

 

El monitoreo de los ratones infectados, se llevó a cabo diariamente hasta el deceso 

de todos los ratones. 

 

6.7  Cuantificación de la concentración de hemoglobina [Hb] 

 

En los días 6 y 9 post infección se tomaron muestras de sangre de los ratones 

infectados para cuantificar la concentración de hemoglobina y evaluar la anemia. Se 

determinó la concentración de Hb por la reacción de la cianometahemoglobina. 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 del reactivo), se agitó vigorosamente y 

después de 10 minutos se leyó la absorbancia a 540 nm. 
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6.9  Determinación de índice esplénico 

 

El índice esplénico se obtuvo de la relación entre el peso del bazo y el peso del 

ratón. 

  

6.10  Extracción de ARN de sangre 
 

Se sacrificó a cada ratón en una cámara de cloroformo y se extrajo la sangre que se 

colocó en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente, las muestras de sangre se 

centrifugaron a 5,000 rpm durante 15 minutos y se desechó el sobrenadante. El botón 

formado se resuspendió en 1 mL de agua destilada, se mezcló y se centrifugó a 5,000 

rpm durante 5 minutos. Se eliminó el sobrenadante y se agregaron 400 µL del reactivo 

de TriPure y se agitó en el vortex para homogenizar._Después se adicionaron 200 µL 

de la mezcla de cloroformo: alcohol isoamílico (49:1). Se agitó en el vortex 15 

minutos y se centrifugó a 14,000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente, se separó la 

fase acuosa y se colocó en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se adicionó un volumen 

igual al de la fase acuosa de isopropanol previamente enfriado a -20°C y se mezcló 

suavemente. Se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm durante 15 minutos y se 

desechó el sobrenadante. Después se adicionaron 500 µL de etanol al 80% en agua 

DEPC (Apéndice 11.2.2), se agitó suavemente y se centrifugaron las muestras a 

14,000 rpm por 15 min y se desechó el sobrenadante. Los tubos se taparon con papel 

parafilm al que se le hicieron perforaciones con una aguja estéril para permitir que se 

evaporará el etanol. Se colocaron en un desecador a temperatura ambiente durante 

toda la noche. Una vez secos se retiró el papel parafilm, se taparon perfectamente y 

finalmente se almacenaron a -20°C hasta que se utilizaron. 

 

6.11  Extracción de ARN de bazo e hígado  
 

Se sacrificó a cada ratón en una cámara de cloroformo y se extrajo el bazo e 

hígado._Los órganos se colocaron en una tapa de un tubo Falcon estéril por 

separado._El bazo se pesó en una balanza analítica para determinar el índice 

esplénico._En la campana de flujo laminar se maceró el bazo con el émbolo de una 

jeringa, pasando el tejido a través de una tela de organza estéril y se adicionaron 500 
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µL de PBS (Apéndice 11.2.2) libre de calcio y magnesio (lo mismo se realizó para el 

hígado)._Posteriormente, las muestras de tejido (bazo o hígado) se centrifugaron a 

3,000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se desechó el sobrenadante. Luego de este 

tiempo el botón formado se resuspendió en 1 mL de agua destilada y se agitó en el 

vortex. A la suspensión de tejido (bazo o hígado) obtenida, se le adicionaron 400 µL 

del reactivo de TriPure y se agitó en el vortex para homogenizar. Se pasó el contenido 

a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se adicionaron 200 µL de la mezcla de cloroformo: 

alcohol isoamílico (49:1). Se agitó en el vortex 15 minutos y se centrifugó a 14,000 

rpm durante 15 minutos. Posteriormente, se separó la fase acuosa y se colocó en un 

tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se adicionó un volumen igual al de la fase acuosa de 

isopropanol previamente enfriado a -20°C y se mezcló suavemente. Se centrifugaron 

las muestras a 14,000 rpm durante 15 minutos y se desechó el sobrenadante. Después 

se adicionaron 500 µL de etanol al 80% en agua DEPC (Apéndice 11.2.2), se agito 

suavemente y se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm por 15 min y se desechó el 

sobrenadante. Los tubos se taparon con papel parafilm al que se le hicieron 

perforaciones con una aguja estéril para permitir que se evaporará el etanol. Se 

colocaron en un desecador a temperatura ambiente durante toda la noche. Una vez 

secos se retiró el papel parafilm, se taparon perfectamente y finalmente se 

almacenaron a -20°C hasta que se utilizaron. 

 

6.12  Hidratación y cuantificación del ARN 
 

Las muestras se hidrataron de la siguiente forma:  

 

   20 µL de agua DEPC para sangre. 

 100 µL de agua DEPC para bazo. 

 100 µL de agua DEPC para hígado. 

 

Se colocó en un tubo Eppendorf 2 µL de ARN y se adicionaron 198 µL de agua 

estéril dilución (1:100). La concentración y pureza del ARN de las muestras se 

determinó mediante la lectura espectrofotométrica a 260 y 280 nm. Se determinó la 

concentración de ARN, considerando que una 1 unidad de absorción a 260 nm 

equivale a 40 μg de ARN por mL, mediante la siguiente fórmula: 
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[ARN] = Abs 260 nm x 40µg x 100 = μg/μL 

1000L 

Donde: 

               Abs 260 nm = Absorbancia de la dilución a 260 nm. 

               40 μg/1000 μL = Concentración de ARN cuando la absorbancia es 1. 

               100 = Factor de dilución. 

 

La relación entre A260/A280 permite determinar la calidad (pureza) de los ácidos 

nucleicos. Se considera que el ARN puro tiene una relación de 2, y consideramos un 

buen grado de pureza el intervalo de relaciones comprendidas entre 1.2 y 2 (87). La 

concentración del ARN total se calculó realizando diluciones como se mencionó 

anteriormente, las muestras se colocaron en cubetas de cuarzo y se leyeron en un 

espectrofotómetro UV a OD260 y OD280 nm y se calculó el radio de las muestras. 

 

6.13  Retrotranscripción 

 

Se retrotranscribieron 1.5 µg de ARN. En un tubo Eppendorf de 0.5 mL se 

colocaron 1 µL de Oligo dT, agua estéril y el ARN en un volumen total de 10 µL. Se 

incubó a 65°C por 10 minutos en el termociclador. Luego de este tiempo se colocó en 

hielo durante 5 minutos y se centrifugó a 14,000 rpm durante 5 segundos. En seguida 

se volvió a colocar en hielo y se le adicionaron 10 µL de la mezcla de 

retrotranscripción (4 µL de amortiguador First Strand 5X, 2 µL de dTT 1 M, 20 U de 

enzima MMLV-RT, 4 U de inhibidor de RNAsa, 2 µL de dNTP’s 5 mM, 1.8 µL de 

agua estéril). Se incubó a 37°C durante 1 hora en el termociclador, nuevamente se 

incubó a 95°C durante 5 minutos. Se colocó en hielo durante 5 minutos y se centrifugó 

a 14,000 rpm durante 5 segundos. Después se adicionaron 80 µL de agua estéril libre 

de nucleasas y se agitó en el vortex. Finalmente se almacenó en alícuotas  a -20°C 

hasta su posterior utilización. 

 

6.14  Preparación de los controles positivos y negativos 

 

Se descongelaron los parásitos de P. chabaudi AS y se inocularon en dos ratones 

CBA/Ca. Se sacrificaron los ratones a los 7 días para obtener la sangre y los eritrocitos 
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parasitados (EP). Posteriormente, se infectaron 5 ratones CBA/Ca con 5x10
4 

EP. Se 

sacrificaron los ratones a los 7 días post infección para obtener el ARN de sangre. Se 

retrotranscribió el ARN para generar el ADNc. 

 

A partir del ADNc se amplificaron las muestras para obtener los controles positivos 

para β-actina, TNF-α e IL-10. Para los controles negativos en lugar de adicionar 

ADNc a las muestras, se sustituyó con agua estéril. 

 

6.15  Validación de la técnica de RT-PCR en tiempo real para  β-actina, TNF-α e   

……IL-10 

 

Se programó el termociclador Applied Biosystems 7500 software v2.0.5 RT-PCR 

system, el tipo de estudio fue el corrimiento de una curva estándar, al final de la 

amplificación se programó el análisis de la curva de fusión, se señalaron las muestras a 

correr, las concentraciones de ADNc empleadas, su posición dentro de la placa, los 

fluorocromos: JOE para β-actina y FAM para TNF-α e IL-10. 

 

Se preparó la siguiente mezcla de reacción para β-actina, TNF- e IL-10. La 

mezcla de reacción contenía los siguientes reactivos: 0.5 µL de amortiguador 10X, 3 

mM de cloruro de magnesio, 0.025 U de Taq polimerasa, 200 nM de cada 

oligonucleótido, 0.1 µL de ROX 50X. Después se adicionaron 0.5 µL de ADN de cada 

dilución (3 ng/µL, 0.6 ng/µL, 0.12 ng/µL y 0.02 ng/µL) y cada dilución se corrió por 

triplicado. Dependiendo del gene a validar (β-actina, TNF- o IL-10) se adicionaron 

los primers adecuados a cada mezcla de reacción. Se procedió a llenar la placa. Se 

selló perfectamente con film óptico y se centrifugó a 360 rpm por 2  minutos a 4°C y 

se colocó en el equipo ABI 7500, para la amplificación se siguió el siguiente 

programa: 

 

(1) 50°C durante 2 minutos, (2) 95°C por 2 minutos, (3) 95°C durante 45 segundos, 

(4) 65°C por 45 segundos, (5) 72°C durante 45 segundos, se repitieron los pasos 3 a 5 

por 45 ciclos. Se incluyó una curva de fusión con los siguientes parámetros: 90°C por 

15 segundos, 60°C durante 1 minuto, 90°C por 30 segundos y 60°C durante 15 

segundos.  
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6.16  Amplificación de los genes 

 

Se preparó la mezcla de reacción como se describió anteriormente y se adicionaron 

los oligos de β-actina, TNF-α, o IL-10 a una concentración de 200 nM. A cada tubo se 

le adicionó 0.5 µL de ADN problema y cada muestra se corrió por triplicado. Los 

tubos se colocaron en hielo y se protegieron de la luz. Después se adicionó igual 

volumen de agua estéril a los tubos etiquetados como controles negativos. Las 

muestras (5 µL) se depositaron en la placa de PCR. Se cubrió la placa con film óptico 

y se centrifugo a 360 rpm por 2 min a 4ºC. Luego de este tiempo se colocó la placa en 

el termociclador Applied Biosystems 7500 software v2.0.5 RT-PCR system y se corrió 

el siguiente programa de ciclaje: 

 

(1) 50°C durante 2 minutos, (2) 95°C por 2 minutos, (3) 95°C durante 45 segundos, 

(4) 65°C por 45 segundos, (5) 72°C durante 45 segundos, se repitieron los pasos 3 a 5 

por 45 ciclos. Se incluyó una curva de fusión con los siguientes parámetros: 90°C por 

15 segundos, 60°C durante 1 minuto, 90°C por 30 segundos y 60°C durante 15 

segundos. 

 

6.17  Análisis estadístico 
 

Los datos se colocaron en una hoja de cálculo y se utilizó el análisis de varianza de 

una vía (ANOVA) seguida por la prueba estadística de Tukey con el programa 

StatGraphics. Los datos se expresan como la media geométrica ± el error estándar. Las 

diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando el valor de P fue 

menor o igual a 0.05%(P ≤ 0.05). 

 

6.18  Método de X0 

 

Para graficar nuestros datos nos basamos en el método de X0 empleado por 

Thomsen y cols (88). 

1. X0 = 2
^ 
- Ct promedio (blanco y endógeno). Se tomó en cuenta la eficiencia de los 

genes (Apéndice 11.4) para hacer el cálculo de X0. 



36 
 

2. N = X0 blanco / X0 endógeno. 

3. M = N (Muestra – tratamiento) / N (calibrador) (Se calculó el promedio y la SD 

por cada día de sacrificio (6 y 9)). 

4. Graficar. 

 

El software ABI 7500 proporciona automáticamente el Ct promedio 
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7.  RESULTADOS 
 

7.1  Obtención del antígeno 

 

Al determinar la pureza e integridad de la pCry1Ac y del antígeno mediante la 

realización de una electroforesis en un gel de acrilamida de acuerdo con el método 

descrito, se observó que las bandas no presentaban deterioro lo que indicó que la 

proteina como el antígeno no presentaban degradación y se encontraban en buenas 

condiciones (figura 5). En los carriles 2, 3 y 4 se puede observar una banda muy 

marcada que corresponde al peso molecular de la protoxina (134 KDa) y la toxina (67 

KDa) que coincidió con el esperado (42, 50). 

 

 

Figura 5. Electroforesis en gel de acrilamida donde se observa la toxina, la protoxina y el antígeno para determinar 

su pureza e integridad. 
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7.2  Sobrevida 
 

La infección con Plasmodium berghei ANKA es letal en los ratones CBA/Ca por lo 

que un incremento en el tiempo de sobrevida se puede interpretar como protección, así 

como también una disminución en los niveles de parasitemia con relación al grupo 

testigo indicaría cierto grado de protección. Por otro lado, se conoce que la protoxina 

Cry1Ac y la toxina Cry1Ac inducen inmunidad contra el protozoario Naegleria 

fowleri que genera meningoencefalitis que de otra forma resulta letal para los ratones 

BALB/c. Además, la administración de la protoxina Cry1Ac también tiene 

propiedades inmunomoduladoras y adyuvantes, que podrían explicar esa 

protección._Por lo anterior, en este trabajo se evaluó si la administración previa de 

toxina o protoxina Cry1Ac induce protección contra P. berghei ANKA. En un trabajo 

anterior utilizando una dosis de 5 g/ratón se observó cierto grado de protección 

contra el plasmodio (53), por lo que en este trabajo se probó una dosis diez veces más 

alta para analizar si se incrementaba el efecto protector y si además la 

coadministración de la toxina o la protoxina junto con el antígeno de plasmodio 

mejoraba la protección antes descrita. 

Se administró semanalmente una dosis de 50 g de proteína (toxina, protoxina o 

antígeno del parásito) por separado a tres grupos de ratones diferentes, también se 

coadministró antígeno y toxina a otro grupo de ratones y del mismo modo se 

coadministró al antígeno junto con la protoxina, todos los grupos de ratones recibieron 

4 inyecciones (una por semana) y 24 horas después de la última inyección se 

infectaron intravenosamente con P. berghei ANKA. Los resultados se describen a 

continuación: 

La administración de la toxina o la protoxina Cry1Ac disminuyó la sobrevida en 

comparación con el grupo control que recibió únicamente PBS (los ratones murieron 

los días 13 y 14 post infección (PI) respectivamente), mientras que el grupo control 

(PBS) sobrevivió hasta el día 16 PI. La administración de antígeno mejoró por un día 

la sobrevida (día 17 PI) en relación al grupo control (Fig. 6). 
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Figura 6. Efecto de la administración de la toxina o la protoxina solas o en combinación con antígeno de P. 

berghei ANKA sobre la sobrevida en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. A diferentes grupos de 

ratones CBA/Ca se les administró la toxina, la protoxina solas o junto con 50 µg de antígeno una vez por semana, 

durante 4 semanas. Un día después de la última inyección todos los ratones se infectaron vía intravenosa con 1X103 

eritrocitos parasitados con P. berghei ANKA. El número de ratones con el que se inició el experimento se 

consideró como el 100% y a medida que los ratones morían se calculó el % al que correspondía.  

 

7.3  Parasitemia 
 

En este trabajo, se analizó si la administración de la toxina o la protoxina Cry1Ac 

junto con antígeno del parásito previo a la infección, modificaba la parasitemia de los 

ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Para lo anterior: al primer grupo se 

le administraron 50 µg de antígeno junto con 50 µg de protoxina Cry1Ac, al segundo 

grupo se le administraron 50 µg de antígeno junto con 50 µg de toxina Cry1Ac, al 

tercer grupo se le administraron 50 µg de antígeno de P. berghei ANKA, al cuarto 

grupo se les administraron 50 µg de protoxina Cry1Ac, al quinto grupo se les 

administraron 50 µg de toxina Cry1Ac y el sexto grupo que fue el control se les 

administraron 100 µL de PBS por ratón. Al día siguiente de la última inyección los 6 

grupos de ratones CBA/Ca se infectaron por vía intravenosa utilizando 1x10
3
 EP con 

P. berghei ANKA por ratón.  

La parasitemia se determinó diariamente en cada uno de los grupos a partir del día 

3 post infección (PI). Cada punto en las gráficas representa la media geométrica de los 

resultados obtenidos por día en cada grupo. 
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En la figura 7 se observa el porcentaje de parasitemia de los grupos de ratones 

tratados con antígeno (Ag), toxina y el grupo control (PBS), no se detectaron 

diferencias significativas hasta el día 6 post infección, el grupo al que se le administró 

toxina a partir del día 7 PI desarrolló un incremento en la parasitemia hasta alcanzar 

un máximo del 28% en el día 13 PI este valor fue el más alto en comparación con los 

grupos tratados con Ag, protoxina y PBS. El grupo tratado con protoxina incremento 

la parasitemia a partir del día 5 PI en el que el nivel fue mayor que los grupos tratados 

con Ag, toxina y PBS. Sin embargo, a partir del día 7 PI desarrolló niveles menores de 

parasitemia que los ratones tratados con antígeno, toxina, inclusive que el grupo 

control en los días 8, 9 y 10 post infección. Además, este grupo tratado con protoxina 

alcanzó el pico máximo en el día 12 PI con alrededor del 13%, posterior a este día se 

presentó una ligera disminución de la parasitemia que continuo hasta el día 13 PI 

cuando perecieron todos los ratones de este grupo. El grupo tratado con antígeno 

desarrolló parasitemias similares que el tratado con protoxina, pero a partir del día 11 

post infección la parasitemia fue menor y sobrevivieron por mayor tiempo (Fig. 7). 

 

 
 
Figura 7. Efecto del tratamiento con Ag, toxina, protoxina y PBS sobre los niveles de parasitemia en ratones 

CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. A diferentes grupos de ratones CBA/Ca se les administraron 50 µg de 

Ag o toxina o protoxina en un volumen final de 100 µL de PBS una vez por semana, durante 4 semanas. Un día 

después de la última inyección todos los ratones se infectaron vía intravenosa  con 1X103 eritrocitos parasitados 

con P. berghei ANKA. Diariamente se evaluó la parasitemia por microscopía óptica en frotis sanguíneos fijados 

con metanol y teñidos con Giemsa. 

 

Para evaluar si la administración del antígeno de P. berghei ANKA en combinación 

con la toxina o con la protoxina Cry1Ac inducían una mejor protección que cuando se 
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administraban solas, se trataron diferentes grupos de ratones con un extracto crudo de 

antígeno de P. berghei ANKA que se les administró junto con 50 µg de toxina o 50 μg 

de protoxina o PBS.  

La parasitemia se incrementó de manera similar en la mayoría de los grupos y no se 

detectaron diferencias significativas hasta el día 6 post infección, a excepción del 

grupo tratado con Ag junto con la protoxina donde la parasitemia se incrementó a 

partir del día 5 PI, no obstante se desarrolló un incremento moderado de la parasitemia 

desde el día 5 PI hasta alcanzar un máximo del 13% en el día 10 PI. Interesantemente, 

este grupo fue el que desarrolló mejor protección contra la infección de P. berghei 

ANKA dado que los niveles de parasitemia fueron los más bajos en comparación con 

los grupos tratados con Ag junto con la toxina, el grupo control (PBS) e inclusive el 

antígeno, a excepción de los días 5, 6, 7 y 10 post infección (Fig. 8). 

En contraste, el grupo de ratones tratados con antígeno junto con la toxina 

desarrolló parasitemias mayores en comparación con los grupos tratados con antígeno, 

antígeno junto con la protoxina y el grupo control a partir del día 7 post infección, 

incrementando hasta el día 13 PI, cuando alcanzó un máximo del 28.5%, mostrando 

una ligera disminución de la parasitemia el día 10 PI (Fig. 8). 

 

Figura 8. Efecto de la coadministración de antígeno con toxina y protoxina sobre los niveles de parasitemia 

en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. A diferentes grupos de ratones CBA/Ca se les 

administraron 50 µg de Ag, o 50 µg de toxina junto con 50 µg de Ag, o 50 µg de protoxina junto con 50 µg de Ag 

una vez por semana, durante 4 semanas. Un día después de la última inyección todos los ratones se infectaron vía 

intravenosa con 1X103 eritrocitos parasitados con P. berghei ANKA. Diariamente se evaluó la parasitemia por 

microscopía óptica en frotis sanguíneos fijados con metanol y teñidos con Giemsa. 
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El grupo de ratones tratados con el antígeno, no mostró diferencias significativas en 

comparación con el grupo control hasta el día 7 post infección, en que el grupo tratado 

con el antígeno incrementó la parasitemia hasta alcanzar un máximo alrededor del 

10% en el día 12 PI, posterior a ese día se presentó una progresiva disminución de la 

parasitemia hasta el día 15 PI en el que este grupo de ratones murió. En el grupo de 

ratones tratados con el vehículo (PBS), los niveles de parasitemia se incrementaron de 

forma rápida después del día 6 PI y alcanzó el pico máximo (20%) el día 9 

PI._Posteriormente, se presentó una disminución y los ratones murieron el día 13 PI 

(Fig. 9). 

Los grupos de ratones tratados con antígeno y antígeno junto con la protoxina 

desarrollaron niveles de parasitemia similares, hasta el día 10 post infección, 

posteriormente, el grupo que recibió la protoxina Cry1Ac desarrolló un ligero 

incremento en los niveles de parasitemia a partir del día 10 PI en comparación con el 

grupo de ratones tratados con antígeno. Asimismo, los grupos tratados con antígeno y 

antígeno coadministrado con protoxina sobrevivieron por más tiempo y con 

parasitemias menores que los grupos control y el que solo se administró la protoxina, 

lo que sugiere que la concentración de protoxina utilizada en combinación con el 

antígeno protegió ligeramente mejor que la administración del antígeno solo (Fig. 9). 

 

Figura 9. Efecto del tratamiento con Ag, protoxina, Ag junto con protoxina y PBS sobre los niveles de 

parasitemia en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. A diferentes grupos de ratones CBA/Ca se les 

administraron 50 µg de Ag en un volumen final de 100 µL de PBS, 50 µg de protoxina junto con 50 µg de Ag en 

un volumen final de 100 µL de PBS una vez por semana, durante 4 semanas. Un día después de la última inyección 

todos los ratones se infectaron vía intravenosa con 1X103 eritrocitos parasitados con P. berghei ANKA. 

Diariamente se evaluó la parasitemia por microscopía óptica en frotis sanguíneos fijados con metanol y teñidos con 

Giemsa. 
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El grupo de ratones tratado con la toxina Cry1Ac desarrolló un incremento en la 

parasitemia a partir del día 6 post infección y no presentó diferencias significativas en 

comparación con el grupo que recibió Ag junto con la toxina Cry1Ac, hasta el día 5 

PI, en donde la parasitemia fue menor que en el grupo control; sin embargo, 

posteriormente desarrolló parasitemias mayores que el grupo control. Interesantemente, 

el grupo de ratones al que se le coadministró Ag junto con la toxina desarrollo los 

niveles más altos de parasitemia a partir del día 5 PI en comparación con los grupos 

que únicamente recibieron toxina o antígeno, lo que sugiere que a las concentraciones 

utilizadas la combinación de antígeno con toxina Cry1Ac no generó protección (Fig. 

10). 

 

Figura 10. Efecto del tratamiento con Ag, toxina, antígeno junto con toxina y PBS sobre los niveles de 

parasitemia en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. A diferentes grupos de ratones CBA/Ca se les 

administraron 50 µg de Ag en un volumen final de 100 µL de PBS, 50 µg de toxina junto con 50 µg de Ag en un 

volumen final de 100 µL de PBS una vez por semana, durante 4 semanas. Un día después de la última inyección 

todos los ratones se infectaron vía intravenosa con 1X103 eritrocitos parasitados con P. berghei ANKA. 

Diariamente se evaluó la parasitemia por microscopía óptica en frotis sanguíneos fijados con metanol y teñidos con 

Giemsa. 

 

7.4  Pérdida de peso 
 

La pérdida de peso en la infección por plasmodio puede deberse a múltiples 

factores, uno de los más importantes es la citocina TNF- que induce caquexia e 

incrementa el metabolismo de lípidos y proteínas ocasionando la pérdida de peso, el 
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TNF- es una citocina proinflamatoria, que está involucrada en la activación de 

macrófagos para la eliminación del plasmodio, pero también esta asociada a la 

patología que se observa en esta enfermedad (64). 

El día que se infectaron los ratones con el Plasmodium se registró el peso de cada 

ratón y se consideró como el día 0, ese valor correspondió al 100%, a partir del día 3 

post infección los ratones se pesaron diariamente para evaluar los cambios en el peso 

corporal. Cada punto en las gráficas representa el porcentaje de la pérdida de peso en 

relación con el 100% que tenían al iniciar la infección con el plasmodio. 

 
En los primeros 10 días de la infección el grupo control presentó la mayor pérdida 

de peso lo que indica que tanto la administración de la protoxina, la toxina o el 

antígeno modulan la respuesta inmune evitando al menos en parte la pérdida de 

peso._La administración de la protoxina generó menor pérdida de peso que la 

administración de la toxina (Fig. 11). 

_ 
La administración de Ag solo o combinado con protoxina  generó que los primeros 

días de la infección los ratones no perdieran peso e inclusive incrementaran peso en 

los primeros 7 días PI. Los ratones tratados únicamente con antígeno presentaron una 

tendencia a recuperar peso a partir del día 11 PI en comparación con los grupos que se 

coadministraron con antígeno y protoxina o antígeno y toxina (Fig. 11). 

 
Un hallazgo interesante es que durante los primeros días post infección los ratones 

tratados con el antígeno, la protoxina, Ag junto con la protoxina y la coadministración 

del Ag junto con la toxina tuvieron una ganancia de peso, esto continuó hasta el día 7 

PI cuando empezaron a perder peso (Fig. 11). 
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Figura 11. Efecto de la coadministración de antígeno con la toxina o la protoxina o el antígeno sobre la 

pérdida de peso en los ratones infectados con P. berghei ANKA. A diferentes grupos de ratones CBA/Ca se les 

administraron 50 µg de Ag, 50 µg toxina o 50 µg protoxina o PBS, 50 µg de Ag junto con 50 µg de toxina y 50 µg 

de Ag junto con la protoxina una vez por semana, durante 4 semanas. Un día después de la última inyección todos 

los ratones se infectaron vía intravenosa con 1X103 eritrocitos parasitados con P. berghei ANKA, los ratones se 

pesaron antes y diariamente después de la infección, se tomó como 100% el peso en el día que se infectaron los 

ratones (día 0) representando el porcentaje de la pérdida de peso en el transcurso de la infección. 

 

7.5  Concentración de hemoglobina [Hb] 

La hemoglobina es una molécula que se encuentra en el interior de los eritrocitos y 

su función principal es transportar oxígeno a los tejidos. El parásito se alimenta de 

hemoglobina y por lo tanto disminuye el aporte de oxígeno a los tejidos, lo que genera 

la señal para la producción de nuevos eritrocitos, sin embargo, estos nuevos eritrocitos 

también se infectan o se destruyen y cuando el organismo no puede compensar esa 

pérdida se presenta la anemia que también se ha asociado con las citocinas IL-10 y 

TNF-α (89, 90). Por lo tanto la anemia es una medida de la patología que se genera en 

malaria y analizar la concentración de hemoglobina podría servir como parámetro para 

medir la protección generada por la toxina o la protoxina solas o en combinación con 

el antígeno de plasmodio. 

La destrucción masiva de eritrocitos en los individuos infectados con Plasmodium, 

se debe principalmente que tanto a eritrocitos parasitados como aquellos sanos que han 

fijado en su superficie antígenos solubles del parásito, se destruyen por el sistema 

retículo endotelial al pasar por el bazo, dado que son reconocidos por el sistema 

inmune como extraños, es decir, la respuesta inmune es la responsable en mayor parte 
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de la destrucción de eritrocitos sanos lo que genera la anemia característica en malaria 

(89). 

A medida que transcurre la infección, en todos los grupos se presentó una 

disminución de la concentración de hemoglobina, los grupos que presentaron los 

niveles más elevados fueron los tratados con antígeno y antígeno con toxina en el día 6 

PI. Mientras que no se detectaron diferencias significativas en los grupos tratados con 

protoxina, antígeno con protoxina y toxina respecto al grupo control en ese mismo 

día._En el día 9 PI los niveles en todos los grupos fueron similares, no obstante al 

grupo que se coadministró el antígeno junto con la toxina y el grupo de antígeno 

fueron los que presentaron los niveles más bajos respecto al grupo control. Los 

resultados indican que la administración de antígeno solo o en combinación con la 

toxina induce una protección temporal para el rompimiento de eritrocitos (Fig. 12). 

 

Figura 12. Efecto del tratamiento con protoxina o toxina Cry1Ac solas y en combinación con el Ag de 

Plasmodium sobre los niveles de hemoglobina en ratones infectados con P. berghei ANKA. A diferentes grupos 

de ratones CBA/Ca se les administraron 50 µg de Ag, 50 µg de protoxina, 50 µg de Ag junto con 50 µg de 

protoxina, 50 µg de toxina, 50 µg de Ag junto con la toxina en un volumen de 100 µL de PBS una vez por semana, 

durante 4 semanas. Un día después la última administración, se infectaron vía intravenosa con 1x103 EP de P. 

berghei ANKA. Los ratones se sacrificaron a los días 6 y 9 post infección en los que se determinó la concentración 

de hemoglobina por la reacción de la cianometahemoglobina. Se utilizó el reactivo de Drabkin y un estándar de Hb, 

se leyó la absorbancia a 540 nm. Para el análisis de los resultados se utilizó ANOVA seguida por la prueba 

estadística de Tukey P≤0.05 (StatGraphics). *Indica diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo 

control en el día 6. #Indica diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo control en el día 9. 

 

7.6  Índice esplénico 

El índice esplénico es una forma de evaluar la proliferación de células del bazo que 

es proporcional a la estimulación antigénica. 
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La fase sanguínea de la primoinfección por Plasmodium en el humano, se 

caracteriza por un incremento en la fragilidad del bazo con esplenomegalia, este 

fenómeno es en parte el resultado de la activación del sistema inmune lo que genera 

proliferación de las células T y B del bazo así como de un incremento en la actividad 

fagocítica del sistema retículo endotelial (91). 

En todos los grupos de ratones el índice esplénico fue mayor en el día 9 post 

infección, lo que corresponde a una mayor estimulación antigénica como se evidencia 

en los niveles de parasitemia. En el día 6 PI el mayor índice esplénico se detectó en los 

grupos de ratones tratados con antígeno, antígeno con toxina y toxina. Sin embargo, 

los ratones a los que se les coadministró el antígeno junto con la toxina mostraron un 

índice esplénico menor al de los ratones que recibieron el antígeno o la toxina 

únicamente (Fig. 13). 

En el día 9 post infección los grupos que presentaron el mayor índice esplénico 

fueron los que recibieron antígeno, toxina y antígeno junto con toxina. Además, en 

este día los ratones que recibieron antígeno fueron los que desarrollaron el mayor 

índice esplénico, la administración de protoxina sola o en combinación con el antígeno 

generó una disminución del índice esplénico en comparación con el grupo que recibió 

antígeno únicamente en el día 9 (Fig.13). 

 

Figura 13. Efecto de la administración de la protoxina o la toxina Cry1Ac solas y en combinación con el Ag 

de Plasmodium sobre los niveles del índice esplénico. A diferentes grupos de ratones CBA/Ca se les 

administraron 50 µg de Ag, 50 µg de protoxina, 50 µg de Ag junto con 50 µg de protoxina, 50 µg de toxina, 50 µg 

de Ag junto con toxina, durante 4 semanas. Un día después de la última administración, todos los grupos se 

infectaron con 1x103 EP en 100 µL de PBS vía intravenosa. Los ratones se sacrificaron a los días 6 y 9 post 

infección, se extrajo el bazo y se determinó el índice esplénico, el cual se obtuvo de la relación entre el peso del 

bazo y el peso del ratón. Para el análisis de los resultados se utilizó ANOVA seguida por la prueba estadística de 

Tukey P≤0.05 (StatGraphics). *Indica diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo control en el 

día 6. #Indica diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo control en el día 9. 
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7.7  Efecto de la administración de toxina o protoxina sobre la expresión relativa    

……de TNF- en bazo de ratones infectados con P. berghei ANKA 

Las células dentríticas se activan in vivo en el bazo, procesan y presentan los 

antígenos de la malaria durante la infección, originando citocinas que contribuyen a la 

polarización de la respuesta de las células TCD4
+
. Las células dentríticas fagocitan a 

los eritrocitos infectados y presentan los péptidos de las proteinas del parásito en un 

contexto de moléculas del complejo de histocompatibilidad (MHC)-II, los antígenos 

estimulan el incremento en la expresión de moléculas coestimuladoras en células 

dentríticas y estas inducen la producción de citocinas proinflamatorias como IL-12, 

TNF-α e IL-6 (35).  

Además, se ha descrito que durante la infección con plasmodio se desarrolla una 

fuerte respuesta proinflamatoria que se caracteriza por un incremento en la producción 

de citocinas como IFN- y TNF-α que estan involucradas tanto en la eliminación del 

parásito como en la patología. En este trabajo se evaluó si la administración de la 

toxina o la protoxina administradas solas o en combinación con antígeno de plasmodio 

modificaban la expresión de TNF-α en la sangre y en el bazo. Se determinó la 

expresión en el bazo dado que es el sitio de eliminación del plasmodio (92) y en la 

sangre dado que la infección se presenta en los eritrocitos que tienen una circulación 

sistémica. 

En general se detectaron niveles más elevados en el día 6 que en el día 9 post 

infección, lo que indica que esta citocina tiene una expresión de corta duración. La 

administración de protoxina moduló negativamente la expresión de TNF-α en el día 6 

y no se modificó en el día 9 con respecto al grupo control. Cuando la protoxina se 

administró junto con el Ag no se modificó la expresión en el día 6 pero en el día 9 se 

sobreexpresó en relación al grupo control. La administración de toxina moduló 

positivamente la expresión de TNF-α en el día 6 y no se modificó en el día 9 en 

comparación con el grupo control. La administración de antígeno de plasmodio no 

modificó la expresión de esta citocina en los días 6 y 9 en relación al grupo 

control._Los grupos tratados con Ag, Ag junto con la protoxina y Ag junto con la 

toxina no mostraron diferencia significativa respecto al grupo control (PBS) en el día 6 

PI. (Fig. 14). 
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Interesantemente, cuando la protoxina se coadministró con el Ag se detectó una 

mayor expresión de TNF-α en el día 9 PI con respecto al grupo donde solo se 

administró a la protoxina. 

En el día 9 PI la expresión de TNF-α disminuyó en todos los grupos, los grupos de 

ratones a los que se les coadministró Ag junto con la protoxina y la toxina junto con el 

Ag fueron los que presentaron una mayor expresión de TNF-α respecto a los grupos 

tratados con Ag, protoxina y toxina inclusive que el grupo control. No se detectaron 

diferencias significativas de los grupos tratados con Ag, protoxina y toxina solas con 

respecto al grupo control en el día 9 PI. Así como tampoco hubo diferencia 

significativa en el grupo de ratones tratados con la toxina comparado con el grupo 

tratado con Ag (Fig. 14). 

 

Figura 14. Efecto de la administración de protoxina Cry1Ac, toxina Cry1Ac solas o en combinación con 

antígeno de plasmodio sobre la expresión relativa de TNF-α en relación a la expresión de β-actina en el bazo 

de ratones infectados con P. berghei ANKA. Los ratones se trataron con la protoxina, la toxina solas o en 

combinación con el antígeno de plasmodio durante cuatro semanas (1 vez por semana) un día después de la última 

administración, los ratones se infectaron con P. berghei ANKA. Tres ratones de cada grupo se sacrificaron los días 

6 y 9 post infección y se les extrajo el ARN de bazo, el cual se retrotranscribió y se amplificó por PCR en tiempo 

real. Se utilizó el método de X0 para realizar las gráficas. Para el análisis de los resultados se utilizó ANOVA 

seguida por la prueba estadística de Tukey P≤0.05 (StatGraphics).*Indica diferencia estadísticamente significativa 

con respecto al grupo control en el día 6. #Indica diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo 

control en el día 9. 
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7.8  Efecto de la administración de toxina o protoxina sobre la expresión relativa 

……de TNF- en hígado de ratones infectados con P. berghei ANKA 

Dado que la infección por plasmodio también se afecta al hígado, en este trabajo se 

analizó si la administración de la toxina Cry1Ac o de la protoxina Cry1Ac solas o en 

combinación con el antígeno modificaban la expresión de TNF-α en el hígado. 

Los grupos de ratones tratados con Ag, protoxina, toxina, Ag junto con la toxina no 

presentaron diferencia significativa con respecto al grupo control en los días 6 y 9 

PI._Únicamente, el grupo que se coadministró con Ag junto con la protoxina tuvo una 

expresión significativamente mayor que el grupo control en el día 6 PI. En el día 9 PI 

no se detectaron diferencias significativas en ninguno de los grupos de ratones con 

relación al grupo control (Fig. 15). 

 

Figura 15. Efecto de la administración de protoxina Cry1Ac, toxina Cry1Ac solas o en combinación con 

antígeno de plasmodio sobre la expresión relativa de TNF-α en relación a la expresión de β-actina en el 

hígado de ratones infectados con P. berghei ANKA. Los ratones se trataron con la protoxina, la toxina solas o en 

combinación con el antígeno de plasmodio durante cuatro semanas (1 vez por semana) un día después de la última 

administración, los ratones se infectaron con P. berghei ANKA. Tres ratones de cada grupo se sacrificaron los días 

6 y 9 post infección y se les extrajo el ARN de hígado, el cual se retrotranscribió y se amplificó por PCR en tiempo 

real. Se utilizó el método de X0 para realizar las gráficas. Para el análisis de los resultados se utilizó ANOVA 

seguida por la prueba estadística de Tukey P≤0.05 (StatGraphics). *Indica diferencia estadísticamente significativa 

con respecto al grupo control en el día 6. 
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7.9  Efecto de la administración de toxina o protoxina sobre la expresión relativa 

……de TNF- en sangre de ratones infectados con P. berghei ANKA. 

Dado que el parásito circula de forma sistémica en el organismo, decidimos evaluar 

la expresión de TNF-α en la sangre. 

Los niveles más altos se detectaron en los grupos tratados con protoxina y toxina en 

el día 6 PI. Ningún tratamiento modificó la expresión de TNF-α en el día 6 PI. Los 

grupos tratados con Ag, Ag junto con la protoxina y Ag junto con la toxina tuvieron 

expresiones significativamente menores que el grupo control. Este resultado sugiere 

que la administración del Ag solo o combinado junto a la toxina o la protoxina modula 

negativemente la expresión de TNF-α en la sangre de los ratones infectados con P. 

berghei ANKA (Fig. 16). 

En el día 9 PI detectamos que la administración de antígeno moduló negativamente 

la expresión de TNF-α en la sangre en los grupos que recibieron únicamente antígeno 

y antígeno coadministrado con protoxina, mientras que la administración de antígeno 

junto con la toxina y la toxina sola moduló positivamente la expresión de esta citocina 

con respecto al grupo control (Fig. 16). 

 

Figura 16. Efecto de la administración de protoxina Cry1Ac, toxina Cry1Ac solas o en combinación con 

antígeno de plasmodio sobre la expresión relativa de TNF-α en relación a la expresión de β-actina en la 

sangre de ratones infectados con P. berghei ANKA. Los ratones se trataron con la protoxina, la toxina solas o en 

combinación con el antígeno de plasmodio durante cuatro semanas (1 vez por semana) un día después de la última 

administración, los ratones se infectaron con P. berghei ANKA. Tres ratones de cada grupo se sacrificaron los días 

6 y 9 post infección y se les extrajo el ARN de sangre periférica, el cual se retrotranscribió y se amplificó por PCR 

en tiempo real. Se utilizó el método de X0 para realizar las gráficas. Para el análisis de los resultados se utilizó 

ANOVA seguida por la prueba estadística de Tukey P≤0.05 (StatGraphics). *Indica diferencia estadísticamente 

significativa con respecto al grupo control en el día 6. #Indica diferencia estadísticamente significativa con respecto 

al grupo control en el día 9. 
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7.10  Efecto de la administración de toxina o protoxina sobre la expresión relativa 

……de IL-10 en bazo de ratones infectados con P. berghei ANKA 

En este trabajo, también analizamos la expresión de IL-10 una citocina reguladora 

de la respuesta inmune importante en la infección causada por plasmodio. En el día 6 

PI la expresión más alta de IL-10 la presentó el grupo tratado con la toxina en donde 

se detectó diferencia significativa con respecto al grupo control. En el día 9 post 

infección, el grupo tratado con antígeno, el coadministrado con antígeno junto con la 

toxina y el que recibió unicamente a la toxina, modularon negativamente la expresión 

de esta citocina con respeco al grupo control (Fig. 17).  

En general los niveles de expresión de la IL-10 fueron más elevados en el día 9 PI a 

excepción del grupo tratado con la toxina que desarrolló niveles más elevados en el día 

6 comparados con el día 9 (Fig. 17). 

 

Figura 17. Efecto de la administración de protoxina Cry1Ac, toxina Cry1Ac solas o en combinación con 

antígeno de plasmodio sobre la expresión relativa de IL-10 en relación a la expresión de β-actina en bazo de 

ratones infectados con P. berghei ANKA. Los ratones se trataron con la protoxina, la toxina solas o en 

combinación con el antígeno de plasmodio durante cuatro semanas (1 vez por semana) un día después de la última 

administración, los ratones se infectaron con P. berghei ANKA. Tres ratones de cada grupo se sacrificaron los días 

6 y 9 post infección y se les extrajo el ARN de bazo, el cual se retrotranscribió y se amplificó por PCR en tiempo 

real. Se utilizó el método de X0 para realizar las gráficas. Para el análisis de los resultados se utilizó ANOVA 

seguida por la prueba estadística de Tukey P≤0.05 (StatGraphics). *Indica diferencia estadísticamente significativa 

con respecto al grupo control en el día 6.#Indica diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo 

control en el día 9. 
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7.11  Efecto de la administración de toxina o protoxina sobre la expresión relativa 

……..de IL-10 en hígado de ratones infectados con P. berghei ANKA 

En el día 6 PI la expresión de la IL-10 es mucho menor que la que se observó en el 

día 9 PI. 

En el día 6 todos los grupos de ratones mostraron niveles de IL-10 

significativamente menores que el grupo control. En el día 9 post infección se repitió 

la tendencia de una expresión de IL-10 significativamente menor con respecto al grupo 

control. Los resultados sugieren que los tratamientos modulan negativamente la 

expresión de IL-10 en el hígado de los ratones infectados con el plasmodio tanto en el 

día 6 como en el día 9 (Fig. 18). 

 

Figura 18.Efecto de la administración de protoxina Cry1Ac, toxina Cry1Ac solas o en combinación con 

antígeno de plasmodio sobre la expresión relativa de IL-10 en relación a la expresión de β-actina en hígado 

de ratones infectados con P. berghei ANKA. Los ratones se trataron con la protoxina, la toxina solas o en 

combinación con el antígeno de plasmodio durante cuatro semanas (1 vez por semana) un día después de la última 

administración, los ratones se infectaron con P. berghei ANKA. Tres ratones de cada grupo se sacrificaron los días 

6 y 9 post infección y se les extrajo el ARN de hígado, el cual se retrotranscribió y se amplificó por PCR en tiempo 

real. Se utilizó el método de X0 para realizar las gráficas. Para el análisis de los resultados se utilizó ANOVA 

seguida por la prueba estadística de Tukey P≤0.05 (StatGraphics).*Indica diferencia estadísticamente significativa 

con respecto al grupo control en el día 6. #Indica diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo 

control en el día 9. 
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7.12  Efecto de la administración de toxina o protoxina sobre la expresión relativa 

……..de IL-10 en sangre de ratones infectados con P. berghei ANKA 

En el día 6 existió una mayor expresión de IL-10 en comparación con el día 9 post 

infección. No se detectaron diferencias significativas entre los grupos tratados con 

respecto al grupo control. 

En el día 9 PI el grupo que tuvo una mayor expresión fue el que se trató con la 

toxina y presento una diferencia significativa respecto al control. Los grupos tratados 

con Ag y Ag junto con la protoxina presentaron niveles de expresión de IL-10 

significativamente menores que el grupo control y presentaron diferencias 

significativas entre ellos en el día 9 PI (Fig. 19). 

 

Figura 19. Efecto de la administración de protoxina Cry1Ac, toxina Cry1Ac solas o en combinación con 

antígeno de plasmodio sobre la expresión relativa de IL-10 en relación a la expresión de β-actina en la sangre 

de ratones infectados con P. berghei ANKA. Los ratones se trataron con la protoxina, la toxina solas o en 

combinación con el antígeno de plasmodio durante cuatro semanas (1 vez por semana). Un día después de la última 

administración, los ratones se infectaron con P. berghei ANKA. Tres ratones de cada grupo se sacrificaron los días 

6 y 9 post infección y se les extrajo el ARN de sangre periférica, el cual se retrotranscribió y se amplificó por PCR 

en tiempo real. Se utilizó el método de X0 para realizar las gráficas. Para el análisis de los resultados se utilizó 

ANOVA seguida por la prueba estadística de Tukey P≤0.05 (StatGraphics). #Indica diferencia estadísticamente 

significativa con respecto al grupo control en el día 9. 
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8.  DISCUSIÓN 
 

La infección con P. berghei ANKA es letal en los ratones CBA/Ca, lo que lo 

convierte en un modelo adecuado para estudiar protección (93−95), un aumento en el 

tiempo de sobrevida o una disminución en la patología podría considerarse como 

protección. En este trabajo se analizó el efecto de coadministrar a la protoxina 

Cry1Ac, o a la toxina Cry1Ac solas o en combinación con un extracto soluble de 

antígeno de Plasmodium berghei ANKA sobre diferentes parámetros tanto de la 

patología como de la respuesta inmune de los ratones, para evaluar las propiedades 

potencialmente protectoras e inmunomoduladoras de la protoxina y la toxina Cry1Ac. 

Es importante mencionar que la patología que se presenta en los individuos 

infectados con malaria se debe principalmente a la respuesta inmune exagerada que se 

desarrolla contra el plasmodio, por lo que el desarrollo de vacunas que induzcan una 

respuesta inmune muy intensa podría ser peligroso para quien recibe la vacuna. 

Lo primero que evaluamos fue si la administración de la protoxina Cry1Ac o la 

toxina Cry1Ac administradas solas o en combinación con el antígeno modificaban la 

sobrevida de los ratones infectados con P. berghei ANKA, como grupo control se 

utilizó un grupo de ratones que recibió PBS y que se infectó con el plasmodio. 

También se estudió un grupo tratado únicamente con el antígeno de plasmodio y 

dos grupos adicionales que se coadministraron con la protoxina junto con el antígeno o 

bien con la toxina en combinación con el antígeno. Los resultados muestran que el 

grupo de ratones que sobrevivió por mayor tiempo fue el que se trató con la toxina, 

puesto que sobrevivieron el 100% hasta el día 12. Sin embargo, después de ese día 

solo transcurrieron dos días más (día 14) para que muriera todo el grupo. En el grupo 

que recibió la protoxina ocurrió algo similar, ambos grupos perecieron inclusive antes 

que el grupo control. La coadministración de antígeno junto con la protoxina o con la 

toxina mejoró la sobrevida solo en uno y dos días respectivamente. Sin embargo, este 

resultado no superó la sobrevida del grupo control que únicamente recibió PBS. 

Otra forma de estudiar la protección es analizar los niveles de parasitemia. En este 

sentido, la administración del antígeno, la protoxina y la coadministración del antígeno 

junto con la protoxina mostraron efecto protector parcial, dado que estos grupos 

desarrollaron menores parasitemias que el grupo control. No obstante, la 
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administración de la toxina no mejoró esa protección e inclusive en el grupo que se 

coadministró con la toxina y el antígeno se detectaron los niveles de parasitemia más 

altos. Los resultados de parasitemia sugieren que la coadministración de antígeno con 

la toxina Cry1Ac no confieren protección contra el desarrollo del plasmodio, mientras 

que el antígeno y la combinación de antígeno con la protoxina si disminuyeron los 

niveles de parasitemia en relación al grupo control. 

En los individuos infectados con plasmodio se presenta pérdida de peso que se debe 

en parte a las fiebres que se generan por la ruptura de eritrocitos parasitados 

(esquizontes maduros) que liberan pirógenos endógenos y también al incremento de 

citocinas como el TNF-α, que se ha asociado a la pérdida de peso (96, 97). Nuestros 

resultados sugieren que la administración de antígeno solo o coadministrado con la 

protoxina o la toxina protegen de la pérdida de peso puesto que en nuestros 

experimentos esos grupos pierden menos peso que el grupo control. 

Otro parámetro asociado con la patología en malaria es la anemia, medida como la 

disminución de la concentración de hemoglobina (98−100). Además, se ha descrito 

que las citocinas proinflamatorias tales como el TNF-α, IL-6 e IL-12 y las 

antiinflamatorias como la IL-10, además del NO juegan un papel fundamental en la 

eritropoyesis. En anemias severas, se ha informado la presencia de elevadas cantidades 

de variantes polimórficas de TNF-α, mientas se han asociado niveles elevados de IL-

10 en la protección contra la anemia. La eritropoyesis al parecer afecta la producción 

desequilibrada de las citocinas proinflamatorias y las antiinflamatorias lo que lleva al 

desarrollo de anemia, sobre todo por el secuestro de hierro  por el sistema 

monocito/macrófago y por una inadecuada respuesta medular a la eritropoyetina 

(101−103). Por lo anterior, evaluamos la concentración de hemoglobina en todos los 

grupos de ratones. Detectamos que a medida que transcurre la infección disminuye la 

concentración de hemoglobina. La administración de antígeno solo o combinado con 

toxina ayuda a mantener e incluso a incrementar los niveles de hemoglobina en el día 

6 post infección; sin embargo, esta protección es solo temporal dado que en el día 9 no 

se detectó que ninguno de los tratamientos mejorara los niveles de hemoglobina con 

relación al grupo control. 

Para evaluar si la administración de la protoxina o la toxina solas o en combinación 

con el antígeno inducían la proliferación de las células de la respuesta inmune en el 
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bazo que es sitio de eliminación del parásito (92), evaluamos el índice esplénico en 

todos los grupos de ratones. Los resultados indican que la protoxina y la toxina 

administradas solas o en combinación con el antígeno de plasmodio inducen 

proliferación de las células de bazo puesto que los ratones desarrollaron índices 

esplénicos significativamente mayores que el grupo control en el día 6 post infección, 

posteriormente se detectó que solo el antígeno, la toxina y la combinación de antígeno 

con toxina indujeron mayores índices esplénicos y por lo tanto mayor estimulación de 

las células del bazo que el grupo control.  

La eliminación del plasmodio o la muerte del huésped dependen en buena parte de 

que se module la respuesta inmune, si bien es necesaria la estimulación de las células 

de la respuesta inmune, una sobreestimulación genera respuestas tan intensas que 

pueden conducir a la muerte (19, 66). Por lo anterior, decidimos evaluar en diferentes 

tejidos (bazo, hígado y sangre) la expresión de la citocina TNF-α que se ha asociado a 

la fiebre en malaria (35, 71). Además, el TNF-α promueve el crecimiento y la 

diferenciación de las células B, para que produzcan anticuerpos, además de activar a 

los neutrófilos, a los macrófagos, y estimular la hematopoyesis (73, 104). El TNF-α 

también induce la expresión de otras citocinas y mediadores que promueven la 

inflamación (73). La expresión de TNF-α se modificó dependiendo del día de 

infección y del tejido. En general detectamos que su expresión es mayor en el día 6 

que en el día 9 en todos los tejidos analizados (bazo, hígado y sangre). Los niveles más 

altos los detectamos en bazo, después en hígado y la expresión menor se detectó en la 

sangre. La toxina indujo los niveles más altos en bazo, mientras que en el hígado y en 

la sangre fue la coadministración de antígeno con protoxina lo que indujo el mayor 

nivel de TNF-α.  

Interesantemente, los niveles más altos de parasitemia y los ratones que empezaron 

a morir más rápido se detectaron en el grupo que se coadministró con antígeno y 

toxina, por lo que es probable que esta combinación este generando una respuesta 

inmune muy intensa que resulta tóxica para los ratones vía niveles altos de TNF-α. Sin 

embargo, el índice esplénico mayor en el día 6 se detectó en el grupo tratado con el 

antígeno, lo que indica que existen diferentes subpoblaciones en el bazo que proliferan 

pero no todas producen TNF-α. 
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Finalmente, también se evaluó la expresión de IL-10 una citocina reguladora con 

propiedades antiinflamatorias (19, 105). De forma análoga a la expresión de TNF-α, la 

expresión de IL-10 varió en relación al tiempo de la infección y al tejido 

analizado._Los niveles más elevados se detectaron en el hígado, después en el bazo y 

finalmente, los niveles menores se detectaron en sangre periférica. En general los 

niveles más elevados se detectaron en el día 9 tanto en bazo como en hígado. Sin 

embargo, en sangre periférica, los niveles más elevados se detectaron en el día 6. En el 

tejido del bazo la expresión más alta de IL-10 se detectó en los ratones que se trataron 

con la toxina, lo que indica que ese grupo tenía una fuerte respuesta proinflamatoria 

(los niveles de TNF-α se dispararon en el día 6 en el bazo) y el incremento en la 

expresión de IL-10 podría significar un intento de la respuesta inmune de tratar de 

compensar este desbalance con el incremento de una citocina antiinflamatoria. Por 

otro lado, la respuesta que se presenta en el hígado es distinta a la de bazo y a la de 

sangre. En este tejido los niveles más elevados de IL-10 se presentaron en el grupo 

coadministrado con el antígeno y la protoxina y coincide que en el día 6 post infección 

fue el grupo que presentó los niveles más altos de TNF-α, es probable que a esto se 

deba el incremento tan marcado de IL-10 en el hígado en el día 9 post infección en 

este grupo de ratones. Finalmente, los niveles de IL-10 en la sangre fueron más altos 

en el día 6 que en el día 9, lo que en general esta acorde con los niveles de TNF-α ya 

que en este tejido la mayor expresión se presentó en el día 6, lo que indica que el 

sistema inmune esta tratando de regular la respuesta inmune proinflamatoria tan 

intensa con niveles más altos de la citocina IL-10.  

Evidentemente, la respuesta inmune en malaria es extremadamente compleja, en 

este trabajo se analizaron solo algunos parámetros de ella. Nuestros resultados 

sugieren que con las dosis de toxina, protoxina y antígeno que empleamos en estos 

experimentos (50 µg/ratón semanal durante 4 semanas) no se generó mejor protección 

que la que ya se había descrito previamente utilizando 5µg/ratón (53), lo anterior 

podría explicarse porque una mayor dosis induce respuestas más intensas que lejos de 

eliminar más eficientemente al parásito generan eventos tóxicos que culminan con la 

muerte de los ratones, de ahí la importancia de ensayar diferentes dosis y de evaluar 

distintos aspectos de la respuesta inmune. Otra probable respuesta es que una dosis 

alta tanto de protoxina, toxina, antígeno o de la combinación de antígeno con 
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protoxina y antígeno con toxina podrían saturar al sistema inmune y eso evitar que se 

inicien otros mecanismos asociados con la protección. 
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9.  CONCLUSIONES 

 

Si bien las dosis de antígeno, protoxina y toxina que se utilizaron en el presente 

estudio no generó una mejor protección que la que se generó en investigaciones 

previas, se puede concluir lo siguiente: 

 La protección que genera la protoxina o la toxina Cry1Ac es por un periodo 

muy corto de tiempo (antes de los 6 días post infección). 

 Con las dosis que se emplearon para la coadministración de la protoxina junto 

con el antígeno de plasmodio o bien a la toxina junto con el antígeno no se 

logró mejor protección que cuando se administró la protoxina, la toxina o el 

antígeno por separado. 

 La administración de la toxina no disminuyó la parasitemia mientras que el 

antígeno y administrar la combinación de antígeno con protoxina si 

disminuyeron la parasitemia en relación al grupo control. 

 La combinación de antígeno y protoxina generó una respuesta inmune 

sumamente intensa que resultó tóxica para los ratones como lo demuestran los 

elevados niveles de TNF-α. 

 La expresión de TNF-α y de IL-10 varió con respecto al tiempo de la infección 

y al tejido analizado. Los niveles más elevados se detectaron en hígado 

después en bazo y los menores en sangre periférica. 

 Se observó un mayor incremento en los niveles de expresión de TNF-α en 

comparación con los niveles de la IL-10. Esta condición favoreció el estado 

patológico y la mortalidad de los ratones. 
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11.  APÉNDICES 

 

11.1  MATERIAL 

 

11.1.1  Material biológico 
 

Ratones singénicos de la cepa CBA/Ca machos de 8 semanas de edad mantenidos en 

condiciones libres de patógenos específicos. 

Eritrocitos de ratón parasitados con la cepa Plasmodium berghei ANKA y 

criopreservados en nitrógeno líquido. 

Eritrocitos de ratón parasitados con la cepa Plasmodium chabaudi AS y 

criopreservados en nitrógeno líquido. 

Protoxina Cry1Ac. 

Toxina Cry1Ac. 

Antígeno de Plasmodium. berghei ANKA. 

 

11.1.2  Material de laboratorio 
 

Cubetas de cuarzo. 

Film óptico 
®
Platemax. 

Gorros y botas para áreas estériles.  

Gradillas para tubos Eppendorf. 

Gradillas para tubos Falcon. 

Guantes de hule de látex. 

Guantes de nitrilo. 

Jeringas. 

Parafilm. 

Pinzas de disección.  

Pipetas Pasteur de vidrio. 

Placa para PCR en tiempo real 
®
Axygen. 
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Portaobjetos.  

Puntas para micropipetas 
®
Axygen: 10 μL, 30 L, 200 μL, 1000 μL, nuevas, libres de 

nucleasas y estériles.  

Tela de organza. 

Tijeras de disección. 

Tubos Eppendorf: 0.2 mL, 0.6 mL, 1.5 mL y 2 mL, nuevos, libres de nucleasas y 

estériles. 

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

 

11.1.3  Equipo 
 

Autoclave 
®
Tuttnauer Brinkmann 2540M. 

Balanza analítica 
®
Scientech. 

Cámara para electroforesis 
®
BIO-RAD, Protean II xi Cell 16 cm. 

Campana de flujo laminar 
®
Veco. 

Centrifuga 
®
Eppendorf. 

Congelador 
®
Nieto. 

Congelador Biological Frizzer 
®
Sanyo. 

Espectrofotómetro UV 
®

WPA. 

Equipo analizador de geles; Gel Doc 1000 
®
BIO-RAD. 

Fuente de poder 
®

BIO-RAD. 

Microcentrífuga 
®

Eppendorf 5415C. 

Micropipetas 
®
Eppendorf: 10 μL, 20 μL, 100 μL, 200 L y 1000 μL. 

Micropipetas 
®

Gilson: p20, p200, p1000. 

Microscopio óptico 
®
Carl Zeiss Estándar 25. 

Refrigerador 
®
May Tag. 

Tanque de nitrógeno líquido 34XT 
®
Taylor-Wharton. 



72 
 

Termociclador 
®
Applied Biosystems 7500 (96 wells) software v2.0.5 RT-PCR system. 

Termociclador Master Cycler 
®
Eppendorf. 

Ultracongelador 
®

REVCO, Legaci Refrigeration System. 

Vortex Genie 2 
®
Daigger. 

 

11.1.4  Reactivos 
 

Aceite mineral 
®
Sigma. 

Acrilamida 
®

USB/Amersham. 

Agua desionizada estéril 
®
Hidropura. 

Albúma sérica bovina 
®
Sigma. 

Amortiguador para retrotranscripción 5X (5X First Strand buffer) 
®

Invitrogen. 

APS 
®
Sigma 

Azul de Comassie 
®
Sigma. 

Bisacrilamida 
®
Sigma. 

Bromuro de etidio 
®
Sigma.  

Citrato de sodio 
®

Sigma. 

Cloroformo 
®

Burdick&Jackson. 

Cloruro de magnesio (MgCl2) 
®
Sigma. 

Colorante de Giemsa 
®
Sigma. 

Columnas de celulosa. 

DEPC 
®
Sigma. 

dNTP´s 
®

Invitrogen. 

dTT 
®

Invitrogen. 

EDTA 
®

Sigma. 

Enzima MMLV-RT 
®

Invitrogen 

Etanol absoluto 
®

Merck. 
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Etanol al 70%. 

Éter 
®
JT Baker. 

Fenol ácido 
®
Sigma. 

Fluorocromo ROX 
®

Invitrogen.  

Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) 
®
USB/Amersham. 

Fosfato de sodio monobásico (Na2HPO4) 
®

USB/Amersham. 

Gelatina 
®
Sigma. 

Glicerol 
®
Sigma. 

Heparina de sodio 
®
Sigma. 

Inhibidor de RNAsa 
®
Promega. 

Isopropanol 
®
Sigma. 

 Marcador de peso de molecular 50 pb 
®
Promega. 

Metanol 
®
JT Baker. 

Oligo dT 
®
Promega. 

Reactivo de BIO-RAD
®
. 

Reactivo de Drabkin.  

SDS 
®
Sigma. 

Taq polimerasa 
®
Applied Biosystems. 

TEMED 
®
Sigma. 

Tris base 
®
Sigma. 

TriPure 
®
Roche. 

Oligonucleótidos iniciadores para la amplificación de los genes 
®

Invitrogen: β-actina,     

TNF-α e IL-10. 

 

 β-actina 

(5’ a 3’): (DNA) – CGG GTG AGG TAG TCT GTC AGG TCC JOE G 

(5’ a 3’): (DNA) – CTA TGC TCT CCC TCA CGC CAT C 
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 TNF-α 

(5’ a 3’): (DNA) – CGG CTG TCT TTG AGA TCC ATG C FAM G 

(5’ a 3’): (DNA) – CGT CGT AGC AAA CCA CCA AGT G 

 

 IL-10 

(5’ a 3’): (DNA) – CGG-TTC-TGG-ACA-ACA-TAC-TGC-TAA-C FAM G 

(5’ a 3’): (DNA) – TGG-ATC-ATT-TCC-GAT-AAG-GCT-TC 

 

 
 

11.2  PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

 

11.2.1  Soluciones para electroforesis 

 

 Amortiguador de carga 5X (Laemmli) 

Tris-HCl 1 M, pH 8   50 mM 

EDTA pH 8    75 mM 

SDS     0.5% P/V 

Sacarosa    30% P/V   

Ficoll     10.0 % P/V  

Azul de bromofenol   0.12% P/V 

Agua estéril    10 mL 

Disolver el SDS en el agua y posteriormente adicionar los 

reactivos restantes. 

 

 Acrilamida/Bis acrilamida al 30% 

Acrilamida    29.0 g 

Bisacrilamida    1.0 g 

Agua estéril    100 mL 

NOTA: La acrilamida es neurotóxica, usar guantes y cubrebocas 

para su manipulación. 

 

 Gel concentrador al 5% 

Acrilamida/Bisacrilamida 30% 1.67 mL 

Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8  2.5 mL 

SDS 10%    100 μL 
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TEMED    10 μL 

APS 10%    40 μL 

Agua estéril    5.7 mL 

 

 Gel separador al 12% 

Acrilamida/Bisacrilamida 30% 3.9 mL 

Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8  2.5 mL 

SDS 10%    100 μL 

TEMED    13 μL 

APS 10%    40 μL 

Agua estéril    3.5 mL 

 

 Bromuro de Etidio (10 mg/mL) 

Bromuro de Etidio   1 g 

Agua estéril    100 mL 

 

 Solución desteñidora rápida 

Ácido acético    1 mL 

Metanol    4.5 mL 

Agua estéril    4.5 mL 

 

 

11.2.2  Soluciones para extracción de ARN 

 

 Amortiguador de fosfatos (PBS)
*
, libre de calcio y magnesio 

  NaCl     8.0 g 

  KCl     0.2 g 

  Na2HPO4    1.44 g 

  KH2PO4    0.24 g 

  Agua estéril    1000 mL 

  Pesar todos los reactivos y disolverlos en el agua estéril. 

  NOTA: Antes de aforar ajustar el pH a 7.2 con NaOH.  

  *Esterilizar a 121 ºC y 15 libras durante 20 minutos. 
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 Agua DEPC 0.1% 

Dietilpirocarbonato   1g 

Agua estéril    1000 mL 

NOTA: Distribuir en frascos de 205 mL, dejar actuar el DEPC 

durante 4-12 horas y remover el DEPC por esterilización. 

 

 

11.3  EFICIENCIA DE LAS CITOCINAS 

 

Citocina Eficiencia 

β-actina 103.9% 

                          TNF-α    93.91% 

                          IL-10  107.77% 
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