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RESUMEN

El paludismo sigue siendo uno de los principales problemas de salud publica a pesar de los
enormes esfuerzos por erradicarlo en las regiones tropicales y subtropicales del mundo.

Un propésito fundamental de la OMS es obtener una vacuna, sin embargo, las vacunas
generadas empleando biologia molecular no son 100% efectivas debido en gran parte a que
se desconocen los mecanismos de respuesta celular precisos para eliminar al plasmodio.
Las infecciones parasitarias frecuentemente se acompafian de supresion de la inmunidad
mediada por células T, esta regulacién podria atribuirse a citocinas inhibitorias producidas
tanto por linfocitos T comb otras células o bien al éxido nitrico (NO). Las citocinas
involucradas en yefectoslnhnbltornos son; IL—4 IL-10 y TGF- 2, mismas que pueden inhibir ia

para achvar a os macrofagos. Interesantemente, las citocinas

xldo nltnco. un mecanismo efector importante

infeccion con Plasmodium

la

de bazo"T En ‘el caso de

incremento en la

’k~la infecclon que coincide con un

écionado con la regulacion de la respuesta inmune en
habaudi tratados con inhibidores: e inductores de la
:lazadministracion del inhibidor.(AG) como el inductor

résiterhia sugiriendo que el 6xido"'nlitrico no participa
NO funciona como

e Plasmodlum Para analizar- si
studio la expresion de citocinas txpo TH1 (IFN-y, TNF-a) y

directam

rholé‘bula;lrlr_
de TH2(I 'i’atones tratados con inhibidor e inductor de la INOS, los
dos mveles de NO modulan la expresion de lFN—y. TNF-a € I.-4 en
el d:a 11 ‘post-infeccion lo que favorece una respuesta inmune tipo TH2, con lo anterior se
demostré que el NO es una molécula inmunorreguladora en nuestro modelo experimental de

malaria.




INTRODUCCION

La malaria o paludismo es una enfermedad ocasionada por un protozoario- que
pertenece al género Plasmodium, se conocen cuatro especies que infectan a los
humanos: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale. De las cuatro
especies, las dos primeras son responsables de mas del 95 por ciento de los casos.
El P. malariae tiene distribucion irregular y el P. ovale se encuentra practicamente
s6lo en Africa, en particular en la regién occidental.

El paludismo ocurre principalmente en las regiones tropicales del mundo, en donde el
clima es calido y hiumedo. En México las areas malaricas descritas en 1958 son las
mismas al presente. Para 1999-2000, estas areas fueron clasificadas de acuerdo a su

intensidad de transmision en:

a) Focos hiperendémicos: que comprenden la Frontera Sur con
Guatemala, Oaxaca y Guerrero y la Region Noroeste del pais.
b) Focos hipoendémicos que incluyen a los Estados de Nayarit, Sinaloa,

Durango, Jalisco, Guerrero y Michoacan.

En cuanto a los vectores, en la Costa del Pacifico estan presentes Anopheles
psedopunctipennis y Anopheles albimanus mientras que en el Golfo de México el
principal vector es Anopheles albimanus (Organizacidon Panamericana de la salud,
2002). Los esfuerzos por erradicar el paludismo han sido intensos en muchas partes
del mundo, sin ‘embargo, la erradicacion. se ha complicado por la aparicién de
mosquitos re'sisteh‘te‘s a los insecticidas residuales, y a que han surgido cepas de
Plasmodium reS|stentes a las drogas antimalaricas existentes (Legorreta-Herrera y
Sanchez, 1999) Tamblen existen obstaculos e impedimentos sociales y politicos que
se interponen a la ejecucion de programas de erradicacion.

La dificultad para e_ift}-atamiento de la malaria se debe en gran parte a que el parasito
es un organismo eucaridtico y, por tanto, mas similar al huésped humano que los
‘patégenos bacterianos procaridticos. El curso crénico y prolongado de la infeccién
aunado al complejo ciclo vital y los multiples estadios de desarrollo del parasito,
aumentan las dificultades para una intervencidon quimioterapéutica efectiva. El
problema se complica en el mundo subdesarrollado, debido a: (1) la presencia de
multiples infecciones y la probabilidad de reinfeccion; (2) el cimulo de gran numero
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de personas inmunodeprimidas por desnutricion y (3) la enorme influencia de la
pobreza y las malas condiciones sanitarias. Asi pues la planificacion globa! para
prevenir y tratar las infecciones parasitarias, debe contemplar diversas estrategias,
incluyendo la mejora de la higiene y las condiciones sanitarias, el control del vector de
la enfermedad, la elaboracién de vacunas efectivas, y la administracion profilactica y
terapéutica de farmacos seguros y eficaces (Schwartz, et. al., 1992).

La clorogina es el farmaco de eleccion para profilaxis y tratamiento contra las cepas
de plasmodio susceptibles. Es activa contra las cuatro especies de plasmodios (P.
falciparum, P. vivax, P. malariae y ovale), y resulta bien tolerada, barata y eficaz por
via oral. Sin embargo, la resistencia de P. falciparum a la cloroqina es frecuente en
Asia, Africa y Sudamérica, lo que limita la utilidad del farmaco. Las drogas
antipallGdicas no eliminan totalmente al Plasmodiurm debido a que el parasito genera
resistencia (Schwartz, et. al. 1992).

Son varios los factores que determinan la capacidad del parasito para invadir a los
globulos rojos. La edad del eritrocito es un factor determinante en todos los casos,
excepto en el paludismo por P. falciparurm que es capaz de invadir a eritrocitos de
todas las edades. También el medio fisicogquimico dentro del globulo rojo determina la
capacidad del parasito para la reproduccion de éste (Tabla 1) (Youmans, et. al 1984).

TABLA |. COMPARACION ENTRE LOS CICLOS VITALES DE LAS ESPECIES DE PLASMODIUM
QUE INFECTAN AL SER HUMANO

P, falciparur,
10-14 12-15 18-30
Persustencna del parésuto :
; : No Si Si Tal vez no
.extraerltrocmcos =
Edad del entrocuto i . j
. Todos Reticulocito Reticulocito Viejo
',parasnado X
';Duracnén del cnclo
K 48 48 : 48 72
erltrocitlco (horas) 1
Alta Baja : Baja : Baja
Hasta 60% <2% <2% <1%
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En la actualidad se estan realizando grandes esfuerzos para desarroilar vacunas

contra e! paludismo, sin embargo las infecciones parasitarias humanas son

especialmente dificiles de abordar, en parte por las caracteristicas polimorficas y

rapidamente cambiantes de muchos antigenos parasitarios, lo que origina una

enorme variacién antigénica en particular en Plasmodium falciparum. Se han creado

vacunas frente al paludismo, empleando antigenos de las formas hepaticas o

sanguineas, con un éxito moderado (Hoffman, et. al. 1996).

Hay tres grandes dificultades obstruyendo el desarrollo de una vacuna para malaria:

1. No esta completa la comprension del tipo preciso de respuesta inmune durante
las tres etapas del ciclo de vida del parasito.

2. Sdélo algunos cientos de antigenos derivados del parasito se han estudiado,
algunos de ellos son protectores en los modelos animales pero se desconoce si
éstos son los mas potentes.

3. El parasito puede evadir la inmunidad del huésped, por ejemplo por la variacién
antigénica.

Probablemente la estrategia mas importante para el control del paludismo es el

disefio de vacunas, sin embargo, para ello es necesario conocer y potenciar los

mecanismos efectores de la respuesta inmune, con el propdsito de intervenir
inmunolégicamente en la diferenciacion y expansion del parasito en el huésped o en

el vector (Phillips, et. al. 1997).




MARCO TEORICO

CICLO BIOLOGICO DEL Plasmodium sp

La fase preeritrocitaria asintomatica se inicia cuando el mosquito hembra infectado
del género Anopheles inyecta esporozoitos al torrente sanguineo del hombre. Los
esporozoitos presentes en la saliva de éste pasan a la sangre; antes de una hora
llegan al higado, y los parasitos entran en las células parenquimatosas, donde
maduran durante aproximadamente dos semanas para convertirse en esquizontes
tisulares. En la fase hepatica, el parasito crece y su nucleo se divide varias veces, lo
que origina la formacién de merozoitos tisulares. El niGmero de merozoitos formados
a partir de cada esporozoito varia segun la especie. Un esporozoito de P. falciparum
forma hasta 40 000 merozoitos, mientras que los esporozoitos de otras especies de
Plasmodium producen de 2 000 a 15 000 merozoitos. Una vez formados, los
merozoitos rompen el hepatocito y penetran a la circulacién. La mayoria de ellos son
destruidos con: rapxdez sin embargo, una cantidad considerable se fija a sitios
receptores especn"cos sobre la membrana de los globulos rojos, por lo cual los

las recidivas. Una vez en los hematies, los merozoitos
ar lugar a la forma anular, los trofozoitos y los esquizontes, que

meroZoitOs mlcnan la fase sexual y maduran dentro de los hematies para formar
gametocltos machos y hembras, que pueden ser ingeridos por el mosquito Anopheles
al alimentarse. Cuando entran en el intestino del insecto, los gametocitos machos
pierden los flagelos para formar microgametos que fertilizan a los gametos hembras y
forman el cigotb. El cigoto invade después la mucosa intestinal, donde se transforma
en un ooquiste. El ooquiste se desarrolla para producir miles de esporozoitos que son
liberados en el intestino y finalmente emigran hasta las glandulas salivares del
insecto, donde comienza otra vez el ciclo (Fig. 1) (Youmans, et. al., 1984).
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FIGURA 1. Ciclo bioléogico del Plasmodiwum
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LA RESPUESTA INMUNE EN MALARIA

La adquisicidon y mantenimiento de la inmunidad protectora contra malaria depende
de los linfocitos T. Estos desempefian una funcidon primordial en la producciéon de
anticuerpos y en el establecimiento de una respuesta inmune celular contra el
plasmodio (Fossati 1990).

La infeccion por Plasmodium es capaz de estimular a las células T CD4" como las
CD8"*, éstas ejercen efectos protectores en diferentes fases de la infeccidn por
Pilasmodium: las células T CD4" intervienen en la respuesta inmunitaria frente a la
fase sanguinea de P. yoelii, mientras que en la fase hepatica de la infeccion por P.
berghei son las células T CD8" las que ejercen el efecto protector. Los hepatocitos
expresan moléculas MHC (complejo principal de histocompatibilidad) de clase |, pero
no de clase Il pof‘ lo que las células CD4" no los pueden reconocer y no son
estimuladas para q e -produzcan IFN-». De la misma forma, las células CD8" no
afectan a los paraS|tos durante la fase sanguinea porque los eritrocitos no expresan
moléculas MHC: de clase . (White et. al. 1996).

Las ceélulas T CD4+ pueden dividirse en dos subpoblaciones principales TH1 y TH2,
con base en el patron de citocinas secretadas posterior a la estimulacion; los distintos
perfiles de citocinas que se expresan indican su funcién. Las células TH1 producen
interleucina dos (IL-2), interferén gamma (IFN-y ) y factor de necrosis tumoral beta
(TNF- 3), a través de éstas moléculas se activan los macrofagos (Taylor-Robinson,
1985) Las células TH2 producen: interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina
6 (IL-6) e mterleucma 10 (IL-10), lo que proporciona cooperacién con las células B
productoras de’anticuerpos (Fig. 2). Las células TH1 actuan durante la fase hepatica
del paludlsmo (Stevenson & Tam, 1993; Yap et al. 1994). Las células TH2 suelen
colaborar en la pproduccnon de anticuerpos que aumentan la especificidad de la

reaccion |nmlun|tarxa, la eliminacidn de los parasitos palidicos durante la fase
eritrocitaria se produce en el bazo por medio de células efectoras activadas y por
medio de citotoxicidad dependiente de anticuerpos (Phillips, 1994). La fagocitosis por
parte de los macréfagos constituye un importante mecanismo de defensa frente a los
parasitos de menor tamano; sin embargo estas células también secretan muchos
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factores citotéxicos como son los intermediarios reactivos del oxigeno (ROI) y los
intermediarios reactivos del nitrégeno (RNI), lo que les permite destruir parasitos sin
necesidad de ingerirlos. Los macrofagos activados por las citocinas son capaces de
destruir tanto pequerios parasitos extracelulares, como las fases eritrocitarias del
parasito del paludismo (Roitt, et. al., 2000). Los macrofagos también se pueden
comportar como células asesinas mediante los mecanismos de citotoxicidad mediada
por células y dependiente de anticuerpos (CMCDA). Los macrdfagos y los
granulocitos producen compuestos reactivos del oxigeno (CRO) tras la fagocitosis de
algunos parasitos. Los macrofagos activados por citocinas, liberan cantidades de
superodxido y perdxido de hidrogeno superiores a las que liberan los macrofagos
residentes normales, también se estimulan los mecanismos destructores no
dependientes de oxigeno (Grima, et al. 2001).

E! éxido nitrico (NO), producto del metabolismo de la L-arginina, en una reaccion
catalizada por la enzima oxido-nitrico sintetasa inducible (iINOS), es una potente
toxina no dependiente. de oxigeno (Taylor-Robinson, 1995). Las citocinas IFN-y y
TNF-a estimulan sqi‘éihitééis por parte de los macrofagos, este efecto es mas intenso
cuando las dos citb_‘cinas‘f actiuan conjuntamente. Las células endoteliales también
pueden producir 6*3&!6 nitrico. Este compuesto forma parte de los mecanismos de
resistencia frente al paludismo, y probablemente es importante para el control de la
mayoria de las infecciones parasitarias (Rockett, et al. 1996). Las infecciones
parasitarias frecuentemente se acomparian de supresiones de la inmunidad mediada
por células T, ésta regulacion podria atribuirse a citocinas inhibitorias producidas
tanto por linfocitos T como a otras céiulas o bien al o6xido nitrico. Las citocinas
involucradas en efectos inhibitorios son -4, IL-10 y TGF- 3, mismas que pueden
inhibir la capacidad del IFN-» para activar a los macréfagos. Las citocinas inhibitorias
también evitan la producciéon de 6xido nitrico, un mecanismo efector importante en la
muerte de parasitos intracelulares por los macréfagos activados (Rockett, et. al
1984).
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INTERLEUCINAS QUE ESTAN ASOCIADAS CON LA ELIMINACION DEL
Plasmodium

La comunicacion entre las células del sistema inmune se produce tanto
mediante interacciones directas célula-célula, en Ila que participan las
moléculas de superficie de las mismas, como mediante citocinas. Las citocinas
son proteinas mensajeras, mediadores solubles de Ila comunicacion
intercelutar, que forman, junto con las hormonas y los neurotransmisores, un
sistema de lenguaje quimico, que regula el desarrollo, la reparacion tisular y
las respuestas inmunes de los organismos multicelulares (Roitt et. al., 2000).

Las citocinas TH1 son producidas predominantemente durante la fase aguda de la
infeccion y dirigidas a la induccidén de citocinas derivadas de macréfagos (Taylor-
Robinson, 1995)

El IFN-3: es producido por los linfocitos T CD8+ y CD4+ en respuesta especifica a
antigenos asi como por células NK en una manera no especifica. (Schofield et al.,
1987; Brake et al.,, 1988). Es la principal linfocina de células TH1 considerada
pluripotente, activa'macréfagos, aumentando la expresién de moléculas del MHC
clase I, increméhfa la fagocitosis, induce la produccién del factor necrosis tumorat
alfa (TNF-a) v metabolltos reactivos de oxigeno (Meding et al. 1990). El IFN-» activa
sto. ‘estxmulan la liberacion de TNF, RIO (intermediarios reactivos del
v edlarlos reactivos del nitrégeno), TGF-B, IL-1 (interleucina 1), y

macrofagos_;

oxigeno),'R
1L-6, Ios,cu;} s'o ‘COmbinados matan e inhiben el crecimiento del parasito in
use et al., 1984). Asi mismo el principal blanco del IFN-»

vitro e in-v

los monocitos-macrofagos (Bate et al.,, 1988), neutrdfilos
991) y células TH2, que inhiben la proliferacién del Plasmodium

durante la
(Kumaratilal
k 'regulacién de la secrecién de IFN-» en su mayor parte esta bajo
el controlvdel ) |tocma IL-12 (Sedegah et. al., 1994).

El factor de ‘necrosis tumoral (TNF-a).se produce en la fase pre-eritrocitica,
estimulado por antigenos parasitarios en el tiempo de la ruptura del esquizonte, y en
la fase eritrocitica durante la liberacion de los merozoitos de los glébulos rojos
infectados. ElI TNF junto con las citocinas IL-1, IL-6, IL-12, IFN-» y RNI estan
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involucradas en la disminucién de la parasitemia de malaria, ya que es capaz de
matar gametocitos intraeritrociticos, asi como inactivar parasitos intraeritrociticos
indirectamente, induciendo la produccion del intermediario del nitrogeno (RNI). TNF
es una citocina proinflamatoria producida por ceélulas NK (Asesinas naturales) y
macrofagos activados por toxinas del parasito del estadio sanguineo (Long, 1993).

Durante el transcurso de la infeccién el patron de citocinas se modifica lo que
produce un cambio de respuesta del tipo TH1 a TH2. En la respuesta TH2 las células
B juegan un papel crucial para la eliminacion del parasito. Luego de la infeccion con
el Plasmodium se requiere regular la disminucidon de IFN-» que induce la activacion

de macréfagos, la regulacion se lleva a cabo por citocinas del tipo TH2 (IL-4 e IL-10).

La IL-4. Secretada por células TH2 induce el crecimiento y la maduracion de células
B a células plasmaticas productoras de anticuerpos (Fell & Smith, 1998). Favorece el
crecimiento de células TH2, activa células B para generar anticuerpos IgE e induce la
expresiérjjfde,‘moléculas MHC clase Il (Langhorne, 1994; Troye-Blomberg, 1994) por
ry. s»_cé'lulas TH2 son importantes en la respuesta de anticuerpos contra

lo cuallL-4'y

IFN-y.(Taverne, 1993).

Interléuc':ina'jow(lt 10).. Proviene de células TH2, suprime la produccién de citocinas
por celulas TH1 ‘“También se ha descrito que es sintetizada por células B Ly-1"
células cebadas Ve bajo ciertas condiciones por macréfagos. Inhibe la actividad

microbicida de macrofagos activados por IFN-y suprimiendo la via dependiente de
arginina mekdvl‘ante la cual se produce NO, también inhibe la produccion de IFN-» por
célula‘s‘ NK,’:bloquea la produccidn de TNF-«, estimula la formacion de médula 6sea
evitando asi éi desarrollo de anemia severa, IL-10, IL-4 Y TGF- g8 (transforming growth
factor- #) sinergizan para inhibir la activacion de macréfagos (Oswald, et. al,, 1992;

Kurtzhals, et. al., 1998).
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OXIDO NITRICO

BIOSINTESIS DEL OXIDO NiTRICO

El NO posee un electron desapareado en su orbita externa, por lo tanto es un radical
libre, esto es la base para su actividad bioldgica, como la interaccion electroquimica
entre el NO y los metales. Sin embargo, como radical libre, su reactividad es muy
deébil (Ignarro, 1989). Esta pobre reactividad, combinada con su liposolubilidad, le
permite ser marcadamente difusible (Vaunghn, 1998) in vivo, ésta difusion puede
regularse en gran parte por su reaccién con la hemoglobina (Liu, et. al 1998).

En 1988 (Marletta, 1988) se establecid la relacién entre la funcién de los macréfagos
y la presencia de nitratos (NO; ). Otros investigadores descubrieron que dichos
macréfagos eran incapaces de producir nitratos si en el medio no habia L-arginina
(Palmer, 1988, Palmer, 1989). Este hallazgo permiti® descubrir que los macrofagos
poseen una enzima especifica (Palmer 1989), a ésta enzima se le denominé NO-
sintetasa (NOS) que no requiere de ATP.

El éxido nitrico es un gas bioldgicamente activo, producido por casi todos los tipos
celulares del organlsmo participa en muy diversos procesos como la regulacion del
‘ndotello) la neurotransmisiéon (sistema nervioso central y periférico y

tono vascular»

la cntotoxncnd edlada’por células (macréfagos y neutrdfilos) (Lowenstein, 1994 y
Bredt & Snyder 199 B

Debido: a su bajc olecular: (30 Da) y a su naturaleza lipofilica, el NO difunde
rapndamente a -travéside las :membranas lipidicas y de las paredes celulares de
bacterias y hohgos,:(lgna

Una vez difundido el NO activa a la enzima guanidil ciclasa y ésta provoca el aumento

intraceiular de GMPc, medlador de los efectos fisiologicos. La actividad del NO va a
depender del! lugar, de la cantidad y del tiempo durante el cual se produce, ademas
del estado de oxido-reduccidn del medio en el que va a actuar, es importante la
concentracion de radical libre de oxigeno (OC;’) que exista, pues de esto va a depender
la formacién de mayores o menores cantidades de peroxinitrito (ONOQO?), que es un
radical libre oxidante que tiene un papel fundamental en Ia lesion tisular (Rodella, et.
al., 1999).

-11 -



La magnitud y la duracion de la sintesis de NO por las células determina que su

accidon sea fisiolégica o patolégica.

ACCION FISIOLOGICA

La accidn fisiolégica es mediada por puisos de pequefas cantidades de NO, las
cuales pueden aumentar los niveles de cGMP a través de la nitrosilacion del hemo de
la guanilato ciclasa, produciendo la dilatacion de los vasos sanguineos, la
desagregacion plaquetaria y la apertura y cierre de algunos canales ionicos.

E! NO tiene una vida media efimera de 4 a 5 segundos en condiciones fisioldgicas, se
inactiva facilmente por oxidacion, dando lugar a la formacion de nitritos (NOy) y
nitratos (NQO3’) o reacciona con el radical superdxido (O2) para formar peroxinitritos
(ONOO). Esta ultima reacciéon es extremadamente rapida y depende Unicamente de
las concentraciones existentes de NO y O," (Moncada, 1991 y Léopez-Jaramillo, 1990).

ACTIVIDADES PATOLOGICAS

Las actividades patolégicas son el resultado de la produccion sostenida de elevados
niveles de NO, que pueden inactivar enzimas dependientes de hierro, involucradas en
la respiracion mitocondrial, en la produccién de energia y en la replicacion celular.

En grandes cantidades, el NO mata cualquier tipo de célula, inhibe el crecimiento de
muchos patogenos incluyendo bacterias, hongos y parasitos, en especial patogenos
intracelulares;- y tiene un papel importante en el sistema inmunoldgico y en la
inflamva"’qién: lgnarro, 1990 y Middendorf, et. al.,, 1997). E! NO inhibe la produccidn de
DN por consiguiente presenta una fuerte accidén antimicrobiana contra

'lulares ‘(Plasmodium, Toxoplasma, Tripanosoma) (Roitt, et. al., 2000).
tetasas (NOS) catalizan la oxidacion de uno de los dos nitrogenos

parasitos i

guamdfnlcos equnvalentes de la L-arginina, que es un aminoacido semi-esencial, para
produ;:lr NO y L-citrulina (Marletta, 1993). Otros sustratos que se requieren son el
oxigenb"molecular (O2) y el NADPH (Fig. 3) (Moncada, 1993). El descubrimiento de la
caracterizacion de las tres isoformas de la NOS conocidas fue esencial para
comprender las regulaciones y funciones de! NO. Cada isoforma exhibe patrones de

expresion unicos, mecanismos de regulacién peculiares y patrones especializados de

- -12-
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la sintesis de NO. En los ultimos tiempos, se han producido importantes avances en
el campo de la regulacién gracias a la definicién de las caracteristicas de cada
isoforma. Estas isoformas tienen en comun que producen NO a partir de L arginina y
que todas utilizan flavina mononucledtido (FMN), flavina adenina dinucledtido (FAD),
tetrahidrobiopterina (BH,) y protoporfirina-IX-hemo como cofactores. Las flavinas,
aparentemente, almacenan y transfieren electrones al grupo hemo durante el proceso
de oxidacién (Abu-Soud, 1993). La tetrahidrobiopterina parece ser importante para

mantener la enzima en su forma dimérica activa (Baek, et. al., 1993).

SINTESIS DE OXIDO NiTRICO DE FORMAS: CONSTITUTIVA DE BAJA
PRODUCCION E INDUCIBLE DE ALTA PRODUCCION

Las células que presentan las isoenzimas constitutivas, como las neuronas (NOS-1) y
las ceélulas endoteliales (NOS-Ill), responden a agonistas que elevan el ca?*
intracelular. El Ca®" aumenta la unién de la calmoduiina a la NOS, que produce una
activacion transitoria de la enzima con sintesis de cantidades picomolares (10'?M) de
NO. Las enzimas constitutivas son sensibles a quelantes de Ca®"*, a inhibidores de la
calmodulina y se sintetizan de forma continua.

La activacion de la NOS inducible (NOS-I1) es a nivel transcripcional. Los macrofagos,
células prototipicas de la NOS inducible, comienzan a producir NO varias horas
después de la estimulacidon con citocinas. Después de la transcripcion del gen y la
expresion de la proteina, los macrofagos activados producen cantidades nanomolares
(10°M) de NO durante dias, hasta que la enzima es degradada por protedlisis. Se ha
sugerido que el NO podria inhibir la actividad de las NOS constitutiva e inducible, en
forma dosis-dependiente e irreversible (Assreuy, et. al.,, 1993). Los dos tibos de NOS
pueden coexistir en la misma célula.

El NO puede actuar dentro de la célula en la cual es generado o difundir a las células
adyacentes activando la guanilato ciclasa soluble lo que resulta en un aumento de los
niveles de cGMP (Ignarro et. al., 1987) Este aumento puede conducir a: la activacion
de la proteincinasa dependiente de cGMP, la fosforilacion alterada de muchas

proteinas endogenas, la disminucion de la actividad de la fosfolipasa C y la
disminucién del calcio citosdlico. La disminucién del calcio intracelular es responsable
de la relajacion mediada por NO del musculo liso vascuilar y no vascular, de la




inhibicién de la agregacién y adhesion plaquetaria, de la inhibicion de la adhesion
leucocitaria y es una sefal de transduccidon del sistema nervioso central y periférico
(Durante, et al. 1992).

Algunos efectos del NO, como los citotdxicos, son independientes de cGMP y se
deben a la interaccion directa del NO con un grupo prostético férrico. EI NO
interacciona con el centro Fe-S de la aconitasa o de algunas enzimas de la cadena
mitocondrial de transporte de electrones como la NADH-6xidorreductasa o succinato-
oxidorreductasa, alterando el metabolismo energético y la respiracidn celular (Castro,
et. al., 1994). También actia sobre la ribonucledtido reductasa inhibiendo la

replicacion celular.

NOS tipo I.

Una caracteristica importante de esta isoenzima es su capacidad de producir tanto
Oz como oxido nitrico (Pou, et. al.,, 1992). La NOS neuronal genera O, en ausencia
de L-arginina mientras que el agregado de L-arginina reduce la produccion de O, y
aumenta la formac:on de NO. El éxido nitrico y el superéxido, formados por la misma
enzima, pueden combxnarse formando radicales mas toxicos, posibles mediadores de
la citotoxicidad. =
En el cerebro, la NOS neurcnal esta presente en pequefias poblaciones neuronales.
En algunas areas, como en la corteza cerebral, el hipotalamo y el cuerpo estriado,

existe en pequefias interneuronas, comprendiendo solo el 1-2% de la poblacién
neuronal total (Bredt, 1992).

NOS tipo Il

La NOS-II puede expresarse en diversos tipos celulares en respuesta a distintas
sefiales que actian sinérgicamente, incluyendo citocinas y productos microbianos.
Esta NOS es calcio-calmodulina independiente. La calmodulina esta presente como
una subunidad fuertemente ligada a la enzima y, a diferencia de las isoformas
constitutivas, no se requieren niveles altos de calcio para su union con Ja NOS de los
macrofagos lo que, posibilemente, se debe a una unién irreversible entre ambas. EI
‘gen de la NOS-Il humana se localiza en el cromosoma 17 (Eizirik, et. al., 1993).
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La NOS inducible es susceptible a la supresion inmunoldgica por el factor de
crececimiento beta, factor desactivador de macréfagos e IL-4, IL-8 e IL-10. La
supresiéon de la activacion de los macrofagos por IL-4, IL-10 y TGF- 8 podria deberse
en parte a la supresion de TNF-«, una segunda sefial requerida para alcanzar
niveles citotdxicos de NO (Taylor-Robinson, 1995).

NOS tipo lIl.

La NOS-IIl, presente en el endotelio y en las células epiteliales, contiene 1203
aminoacidos, con un peso molecular de 135 KDa, comparte el 52% de la secuencia
de aminoacidos con la NOS neuronal. (Janssens, et. al., 1992). El gen de la NOS
endotelial humana esta ubicado en el cromosoma 7. La asociacion de la NOS
endotelial con la membrana celular podria mitigar los efectos citotoxicos del NO sobre
las células endoteliales y aumentar la sefial en el musculo liso vascular subyacente y
en las plaquetas intraluminales. En contraste, la NOS inducible de los macréfagos
aparentemente exhibe una alta actividad enzimatica en el citosol celular, pero esto
ocurre en una célula inflamatoria terminalmente activada, en la cual los efectos
autocidas del NO producido pueden tener una consecuencia biolégica relativamente
pequefa. A pesar de que se ha creido que la NOS neuronal era predominantemente
citosdlica. La localizacion de la NOS endotelial es totalmente dependiente de la
concentracidn de calcio dentro de un intervalo de 100-500 nM, y parece estar
mediada por calmodulina a semejanza de la NOS neuronal. Para su actividad
requiere la presencia de tetrahidrobiopterina (Tabla ) (Knowles, 1992).
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TABLA Il. CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LAS ISOFORMAS DE LA ENZIMA OXIDO
NITRICO SINTETASA

CALIZACIC
DA FE Qe At
NOS Neuronas delf SNC y
n ° 155 Kda Ca**/caimodulina SNP, neuroglias,
bNOS N
islotes del pancreas
Expresién Macrofagos,
inducida por hepatocitos, células
iNOS 125 Kda B )
citocinas y musculares lisas,
endotoxinas neutréfilos y otros.
- R Endotelio vascular,
eNOS 135 Kda Ca™"/calmodulina
rifién, plaquetas.

L TESIS CCN
OXIDO NITRICO Y MALARIA FALLA DE ORIGEN

El 6xido nitrico y los intermediarios reactivos de nitrégeno (RNI) son producidos en la

resistencia a la infeccidn a malaria o pueden producir dafno en las células. El oxido
nitrico tiene actividad microbicida, Plasmodium es sensible al! efecto de éste, asi
como a compuestos nitrogenados derivados del dxido nitrico (Hommel, 1996).

El oxido nitrico es inactivado por el grupo hem o puede reaccionar con el ion

superéxido para formar peroxinitritos (ONOO™), RNI, NO3” y NO>". El NO y los RNI

reaccionan de manera intensa causando |la muerte celular. Células mononucleares
incluyendo macréfagos y eosindfilos, producen oxido nitrico después de la
estimulacion con citocinas, endotoxinas bacterianas (LPS) o antigenos de agentes
infecciosos (Oliveira, 1998). En malaria los RNI| reaccionan con la hemoglobina (Hb)
de los gldébulos rojb"s que estan parasitados y forman dos tipos de compuestos,
nitrosotiol-Hb o met-Hb, lo que resulta con la muerte del parasito (Rockett, et. al.,
1981). El NO :puede. inhibir los dos estadios de la infeccidn malarica en el hombre
(hepatica y sanguinea) (Rockett, et. al., 1992). En ratones infectados con Plasmodium
chabaudi el 6xido nitrico tiene un papel protector en la respuesta temprana no

especifica (Jones, et. al., 1996).
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INHIBIDORES E INDUCTORES DEL OXIDO NiTRICO

Existen muchos mecanismos potenciales por medio de los cuales los farmacos
pueden inhibir o inducir la sintesis de 6xido nitrico o bien liberar oxido nijtrico en el
organismo.

Los descubrimientos de las diversas funciones biolégicas del oxido nitrico, aportan
conocimientos del papel de la arginina, el cual es el sustrato para su sintesis. La
arginina es un aminoacido semi-esencial, dado que se ingiere en la dieta, sin
embargo, la arginina puede ser sintetizada en cantidades suficientes en el aduito
sano (Rose, 1937; Barbul, 1986). La arginina es el sustrato de todas las isoformas de
la sintesis de oxido nitrico (Fig. 4a), en la reaccion la L-arginina y oxigeno molecular
dan origen al o6xido nitrico y a la citrulina (Grant, et. al., 1998). El papel fisiopatoldgico
de la arginina esta entrelazado con el efecto biologico del 6xido nitrico (Morris, 1999),
varias funcijones del o6xido nitrico se han delineado de Ila atenuacion o
acrecentamiento de su efecto con respecto a la presencia de inductores o inhibidores
de la 6xido nitrico sintetasa.

Inhibidores:
Los inhibidores de la NOS se han empleado para evaluar el papel del NO en los
procesos fisioldgicos y fisiopatolégicos. La mayoria de ellos son analogos de la L-
arginina (Rees, et. al.,, 1990 y Corbett, et. al.,, 1992) o contienen un grupo guanidinico
por lo cual compiten con la arginina. Los mas utilizados son la N®-monometii-L-

arginina (L-NMMA), N,-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) y Aminoguanidina (AG)
(Tabla ).

TABLA 1. INHIBIDORES DE LA NOS Y SU SELECTIVIDAD
{Tomada de Bryk & Wolf, 1999)

e
NHIB] ' =
e =1

= =2

L-NMMA L=m>n =]

[a)
B

o2

v T}

L-NAME 1> W= Efé -

=

AMINOGUANIDINA > 1>m e
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Como inhibidor de la actividad de la NOS, el compuesto L-NMMA (Fig. 4b) puede
producirse a partir de residuos de arginina tras metilaciéon durante la renovacion
proteica (Vallance, et. al.,, 1992), este compuesto en condiciones fisiologicas se
encuentra en concentraciones bajas, pero en situaciones patoldgicas, como es el
caso de las afecciones renales, puede llegar a tener concentraciones bastante
elevadas que pueden disminuir la sintesis de NO (Vallance, et. al.,, 1992). Otro
inhibidor como el N“-—nitro-arginina metil éster (L-NAME) (Fig. 4c) puede inhibir de
manera preferente a las isoformas constitutivas de la NOS (Gross, et. al.,, 1991 y
Lambert, et. al.,, 1992), mientras que la aminoguanidina inhibe la INOS de los
macréfagos de una manera selectiva (Stuehr, 1992) EI inhibidor L~-NAME parece
inhibir in vitro |a sintesis de NO por las tres isoformas (Poliock, et. al., 1991).

En algunas especies, incluyendo la humana, la administracion intravenosa de L-
NMMA aumenta la presion arterial. La infusidn de L-NMMA en l|la arteria branquial
humana produce vasoconstriccion. Esto se puede explicar a partir de la inhibicién de
la produccion basal de NO. (Elliott, et. al., 1993).

La aminoguanidina (Fig.4d) se identific6 como uno de los primeros inhibidores
selectivos de la iINOS (Corbett, et. al.,, 1992 y Misko, et. al., 1993). La inhibicion de la
actividad de la iINOS por la aminoguanidina y cualquier otro inhibidor o inductor se
evalua examinando la acumulacién del producto final de oxidacion del dxido nitrico
(Jones, et. al., 1996).

Inductores:

El inductor nitroprusiato de sodio (SNP) (Fig. 4e) se utiliza en estudios farmacolégicos
como donante de oxido nitrico, es un potente vasodilatador por lo cual es un agente
anti-hipertensivo, también relaja o inhibe la contraccion del musculo liso. EI SNP
libera NO™ el cual es metabolicamente convertido en NO' o S-nitrosuccinato, e! cual
activa a la. guanilato ciclasa soluble (Bates, et. al., 1991 y Feelisch, 1987). causando
la produccién de cGMP (Arnold, et. al., 1977), con lo cual se produce la relajacion,
hiperpolarizacion, activacién de los canales de K o inhibicion de canales de calcio.

Las toxinas de origen microbiano se pueden dividir en dos grupos: las endotoxinas y
las exotoxinas. Las exotoxinas son las toxinas biologicas mas potentes conocidas,
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FIGURA 4. a) L-arginina; sustrato para la sintesis de éxido nitrico,
b) N°-monometil-L-arginina (L-NMMA); inhibidor de la NnNOS,
c) N -nitro-arginina metil éster (L-NAME); inhibidor de nNOS,
d) Aminoguanidina (AG); inhibidor de la iNOS,
e) Nitroprusiato de sodio (SNP); donador de 6xido nitrico.
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producidas fundamentalmente por bacterias grampositivas, son en general de
naturaleza proteica y termolabiles, dado que son proteinas. Algunas exotoxinas sélo
se activan después de una hidrolisis parcial por enzimas proteoliticas, su actividad
téxica puede ser destruida por tratamiento con formaldehido y neutralizada por
anticuerpos especificos (Koneman, et. al., 1999).

Las endotoxinas son un producto de las bacterias gramnegativas y principalmente
lipopolisacaridos (LPS). El LPS (Fig. 8), es un componente estructural de la pared
externa de las bacterias gramnegativas. Las endotoxinas son estables al calor, no
son detoxificadas por tratamiento con formaldehido y se neutralizan por anticuerpos
especificos. Comparadas con muchas de las exotoxinas, las endotoxinas tienen una
toxicidad relativamente baja. Las actividades biologicas y toxicas de las endotoxinas
son amplias. Concentraciones tan bajas como nanogramos de una endotoxina
causan fiebre en el hombre y la liberacion de pirébgenos enddégenos, dosis mayores
causan hipertension, disminucién del nimero de polimorfonucleares y plaquetas por
el aumento de la marginacion de éstas células en los pequefios vasos sanguineos y
hemorragia. Las endotoxinas también son mitogénicas para los linfocitos B y
estimulan la liberacidn de varias citocinas de los macrofagos (Koneman, et. al.,, 1999).
Las moléculas de los LPS son glucolipidos complejos, compuestos por una porciéon
lipidica llamada lipido A, la region del centro o core polisacarido que en general es
similar en estructura dentro de un género o una especie dados de bacterias y
cadenas laterales O- especificas, que son regiones de estructura bioquimica variable.
La porcidén conocida como lipido A del LPS esta incluida en la cara externa de la
membrana externa, con el centro polisacarido y las cadenas O-especificas que se
proyectan desde la superficie de la membrana externa como si fueran escobillas
(Koneman, et. al., 1899).
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FIGURA §. Lipopolisacarido (LPS) de la envoltura celular gramnegativa.
(Redibujado de Brooks, et. al., 1991)
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REACCION DE GRIESS

Uno de los medios para investigar la formacion de oxido nitrico es la determinacion
de n_»iktrirtvor(rNVO{) y nitratos (NO; ) por analisis colorimétrico, los NOs y NO, son los dos
prihcibalesfproductos de degradacion del NO y son estables pues ya no sufren de

modlfcaclones posterlores (Gilliam. et. al.,1993).
Gness es qu' ‘n' descrlblo dlcha reaccion por primera vez y a través de los anos, esta
lf'cacnones

os (Noa) y nitritos (NO, ) en muestras de suero se evallda

t.iél,,el primer paso es reducir los nitratos (NO;) a

otinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) junto con

'En el segundo paso, los nitritos (NO; ) llevan acabd una
zacion usando el reactivo de Griess, el cual contiene sulfanilamida
I 1 iletilenediamina (NED) en condiciones acidas con acido
fosforlco (F 8) ‘G>ahyatm 1998).

Este 5|stema detecta al NOz en una gran variedad de liquidos biologicos y

experimentales tales como el plasma, suero, orina y medios de cultivo celular.
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Nitrato Reductasa

NO,- + NADPII + II+ ————— NO,- + NADP+ + 11,0
N
.
INTT N
B 11+
NO,- + s
SO,NIIL, SO,NIT,
Sulfanrilamida
N
NI o~ —NH
W+ HN —_— H,
- QD —
SO,NIT, N
N-1-naftriletilendiaming N
TESIS CON SO,NII,
FALLA DE ORIGEN

Producto Azo

FIGURA 6. Reaccion de Griess
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RETROTRANSCRIPCION-REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (RT-PCR)

Es una técnica que utiliza PCR en conjunto con la transcripcion reversa, es de gran

utilidad para estudiar los cambios en la expresién de genes a nivel de RNA.

RETOTRANSCRIPCION (RT)

Es la amplificacién de RNA (especialmente RNAmM) a través de la sintesis previa de su
cDNA (DNA complementario al RNA), que después se amplificara por PCR. Es decir, no
se obtienen copias de RNA de partida, sino de DNA, aunque se conserva la
secuencia del RNA. El método de RT-PCR tiene la mayor capacidad de deteccién
para la medicidn de la expresion génica in vitro. Esta técnica se utiliza para amplificar
RNAmM de células asequibles. La mezcla inicial contiene todos los componentes
necesarios: muestra de RNA, transcriptasa inversa, DNA polimerasa, cebadores y
dNTPs. El proceso se inicia con la sintesis de una hebra de cDNA por la accién de la
transcriptasa inversa, una polimerasa de DNA dirigida por RNA, permaneciendo el
cDNA unido al molde como duplex RNA: cDNA. En una segunda etapa se
desnaturaliza el duplex y comienza la amplificacidon (etapas del PCR): la hebra de
cDNA liberada actia como molde para una segunda hebra de cDNA, amplificandose
el duplex en sucesivos ciclos.

Al analizar cambios en la expresion de genes especificos a nivel de RNA se utiliza un
RNAM celular como estandar interno. La estrategia consiste en llevar a cabo una
PCR doble, es decir, que identifique al mismo tiempo dos RNAmM especificos: el de
estudio comparado con otro que no sufra cambios significativos durante el proceso
fisioldgico o fisiopatoldgico. Para ello, se ha empleado como estandar interno el
producto de la expresidon de genes constitutivos a nivel de RNAmM (RNAm de la B-
actina). El primer paso consiste en extraer el RNA total de una misma muestra
biolégica, a partir de la cual se efectia la reaccidn de la transcriptasa inversa para
obtener el cDNA total (Panduro, 2000).
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En el afio 1986, el investigador norteamericano, K. Mullis, desarroillé un método que

permite, a partir de una muestra muy pequeria de DNA, obtener millones de copias de
DNA in vitro, en unas pocas horas y sin necesidad de usar células vivas (Panduro,
2000).

La técnica de PCR requiere conocer la secuencia de nucledtidos de los extremos del
fragmento que se requiere amplificar. Estas secuencias se usan para disefiar dos
oligonucledtidos sintéticos de DNA complementarios a una porcién de cada una de
las dos cadenas de la doble hélice. La muestra de DNA se coloca en una solucidén
(mezclia de reaccion).

Ampilificacion del DNA usando la rcaccion en cadena de la polimerasa
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a) La mezcla de reaccion contiene la secuencia de DNA que se quiere amplificar, dos
oligonucledtidos sintéticos (P1 y P2) que serviran como cebadores, una DNA
polimerasa termoestable (Taqg) y los cuatro desoxirribonucleétidos trifosfato —dATP,
dGTP,dCTP y dTTP-.

b) La mezcla de reaccion se somete a ciclos sucesivos, cada uno correspondiente a
una fase de desnaturalizacion, una hibridacion y una de elongacion. Durante la
desnaturalizacion, que se realiza por calentamiento de la mezcla a 95 °C, se separan
las dos cadenas del DNA molde.

c) Durante la hibridacion, la temperatura de incubacién se reduce para permitir el
apareamiento de las bases de ambos cebadores en el sitio donde encuentran una
secuencia complementaria.

d) Durante la fase de elongacién, la mezcla se calienta a 72 °C, temperatura a la cual
la DNA polimerasa extiende la cadena complementaria a partir del extremo 3" de los
cebadores. Al finalizar cada ciclo, la cantidad de DNA molde disponible para el ciclo
siguiente aumenta al doble (Fig. 7).

Al término de la reaccién, los productos amplificados se someten a electroforesis de
acrilamida y se tifie el gel con lo cual se visualizan dos bandas, una que corresponda
al estandar interno y la otra al RNAmM en estudio. Para tener la certeza de que los
cambios o variaciones en la expresion del gen de interés son reales, la banda
correspondiente al estandar interno debe tener la misma intensidad en las diferentes
muestras de estudio al visualizarse con el bromuro de etidio.

El paso siguiente consiste en determinar la variacion de intensidad de la banda de
RNAmM, entre muestras o comparada con el estandar interno. Para ello, se toma una
fotografia del gel y se analiza cada banda por densitometria (Fig. 8) (Panduro, 2000).
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PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

La malaria es uno de los principales problemas de salud publica en el mundo, y ésta
presente en 102 paises (Grenwood, 1997). El agente etiologico es el parasito del
género Plasmodium que se transmite a los humanos por la picadura del mosquito
hembra infectado del género Anopheles. Durante décadas se ha intentado erradicar
ésta enfermedad, a través de medidas de saneamiento basico y control del mosquito
vector. Sin embargo, multiples problemas de orden técnico, socioeconémico y politico
han impedido el éxito de los programas de erradicacion. Entre los factores mas
importantes relacionados con la persistencia de la malaria estan; la resistencia de los
mosquitos a los insecticidas y del parasito a las drogas antimalaricas. Probablemente
la estrategia mas importante para e! control de la malaria es el disefio de vacunas,
sin embargo, para:ello es necesario conocer y potenciar los mecanismos efectores de
la respuesta inmune, con el propdsito de intervenir inmunolégicamente en la
dlferenmamon Yexpansxon del parasito en el huésped o en ei vector (Good, 1992;
Bruce- Chwat}t? 1987). En este proyecto se analizara el papel del 6xido nitrico (NO) en
la regulacic‘m de la respuesta inmune celular durante la infeccidon con Plasmodium en

un modelo experimental de malaria murina. Para lo cual se cuantificara la
concentracion sérica de 6xido nitrico en ratones sanos e infectados con Plasmodium
chabaudi. Se estandarizara las dosis de inhibidor e inductor necesarias para inducir o
inhibir a la enzima o6xido nitrico-sintetasa inducible, con el fin de establecer el papel
qué juega el oxido nitrico en la regulacion de la respuesta inmune en malaria.
Finalmente se evaluara por la técnica de RT-PCR l|a expresiéon de los genes que
codifican para INF-, TNF-a, IL-4, IL-10 e INOS en ratones infectados con

Plasmodium, tratados con los inhibidores e inductores de la iINOS.

TE51S CON
FALLA DE QRIGEN
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

-
23

Analizar el papel del 6xido nitrico (NO) en la regulacion de la respuesta inmune

celular durante la infeccidn con Plasmodium.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2
-

g
Qe

Estandarizar la técnica para cuantificar dxido nitrico por el método de Griess en

el suero de ratones infectados con Plasmodium.

Determinar la cinética de la parasitemia de ratones CBA/Ca infectados con

Plasmodium chabaudi.

Evaluar la concentraciéon éptima de inhibidores e inductores del 6xido nitrico

sintetasa en los ratones CBA/Ca.

Determinar si el dxido nitrico interfiere con la expresion de las citocinas IFN-3,

TNF-«, IL-4, IL-10 e iINOS en ratones infectados con Plasmodium.

[ TESIS Com
| FALT A mm ey
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HIPOTES!S

Si el 6xido nitrico interviene en la modulacion de la respuesta inmune celular
durante la infeccién con Plasmodium chabaudi AS en ratones CBA/Ca,
entonces al inducir o al inhibir la produccion de oxido nitrico, se modificara la
parasitemia y la expresion de las citocinas [IFN-y, TNF-«, IL-4, IL-10 e iINOS

con relacion a los ratones del grupo control.
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MATERIAL

MATERIAL BIOLOGICO

e
ode
g3

S
o3

Ratones CBA/Ca machos, de 8-12 semanas de edad, mantenidos en
condiciones libres de patogenos especificos

Eritrocitos parasitados de ratdon con la cepa Plasmodium chabaudi chabaudi
AS criopreservados en nitrogeno liquido

Suero normal de ratones CBA/Ca

MATERIAL DE LABORATORIO

Portaobjetos

Tijeras de diseccidn

Guantes de hule latex

Pipetas Pasteur de vidrio

Gradillas para tubos falcon

Gradillas para tubos eppendorf

Jeringas de insulina nuevas y estériles, plastipac

Malla de acero inoxidable nueva y estéril

Gorros y botas para trabajar en areas limpias

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

Cajas Petri de 10 cm de diametro, de plastico, nuevas y estériles

Tubos eppendorf. 1.5mL, 650 4L, 250 4L, nuevos y estériles (libres de nucleasas)
Puntas para micropipetas: 2.5u4L, 10uL, 250u4L, 1000 4L, nuevas y estériles

(libres de nucleasas)

TESIS CON
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EQUIPO

Balanza analitica, SCIENTECH

Camara de electroforesis BIO-RAD, PROTEAN Il xi Cell, 16 cm.

Campana de flujo laminar, Veco

Congelador Nieto

Espectrofotometro UV, WPA

Equipo analizador de geles; Gel Doc 1000,BI10-RAD
Microcentrifuga, Eppendorf 5415C

Micropipetas Eppendorf: 2.5 L, 10 L, 20 1L, 100 L, 1000 L
Micropipeta Eppendorf 8 X 200 »L

Micropipetas Gilson: p20, p200, p1000

Microscopio 6ptico, Carl Zeiss Estandar 25

Refrigerador, MayTag

Tanque de nitréogeno liquido, 34XT, Taylor-VWharton
Termociclador, Eppendorf

Vortex Genie 2, Daigger

Lector de ELISA, Stat fax-2100, Awareness Technology Inc
Impresora, Deskjet 680C, Hewlett Packard

Ultacongelador REVVCO, Legaci Refrigeration System
Autoclave, Tuttnauer Brinkmann 2540M

REACTIVOS

Aceite mineral, Sigma

Acido fosférico, Sigma Chemical

Acetato de sodio, Sigma

Acido Bérico, Sigma

Acido Tricloroacético, Drogueria Cosmopolita SA de CV
Acrilamida, USB/Amersham

Agua bidestilada, Hidropura

Albumina sérica bovina, Sigma

Aminoguanidina hemisulfato, Sigma TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Amortiguador para retrotranscripciéon 56X (56X first strand buffer), Gibco BRL

L-Arginina, Sigma
Azul de bromofenol, Sigma

Bis acrilamida, Sigma

Bromuro de etidio, Sigma

Citrato de sodio, Sigma
Cloroformo, Burdick-Jackson
Cloruro de magnesio, Sigma
Cloruro de potasio, USB/Amersham
Cloruro de sodio, USB/Amersham
Colorante de Giemsa, Sigma
Dietilpirocarbonato, Sigma

dNTP s (desoxirribonucledtidos de trifosfato), Pharmacia
Ditiotreitol (dTT) Gibco BRL

EDTA, Sigma

‘Etanol absoluto, Merck
Eter, JT Backer
- . Fenol acido, Sigma

Gelatina. Sigma

Glicol, Sigma

Fosfato de potasio monobasico (KH,P0O,;), USB/Amersham
Fosfato de sodio monobasico (Na:HPO.), USB/Amersham
Heparina de sodio, Sigma

Inhibidor de RNA ‘sa, Gibco BRL

Lipopolisacarido, Sigma

Marcador de peso molecular 120pb, Gibco BRL
2-mercaptoetanol, Sigma

Metanol, JT Backer

NADPH (Tetrasodium salt) 98%, Roche

NED (N-1-Naphthyle Thylenediamine Dihydrochloride), Baker Analyzed Reagent

Nitrate reductase 20 U, Roche
Oligo dT
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Persulfato de amonio, Sigma
Retrotranscriptasa MMLV-RT

Sacarosa, Sigma

Sarcosil, Sigma

SNP (sodium Nitroprusside Dihydrate), Sigma
Sulfanilamida (p-Aminobenzenesulfonamida) 99%, Sigma
SDS (Dodeciisulfato de sodio), Sigma

Taqg polimerasa (AmpliTag DNA polimerase), Perkin Elmer
TEMED, Sigma

Tiocianato de guanidinio, Sigma

Tris base, Sigma

Xilencianol, Sigma

Primers u oligos para los genes: f-actina, IFN-y, TNF-

a, IL-4 e INOS, Gibco

BRL

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

IFN-»

3'TGG ACC TGT GGG TTG TTG ACC TCA TTG GC
5TGC ATC TTG GCT TTG CAG:CTC: T'TC CTC ATG

I.-10

3 GCT CTT . TAC

3'ATT TCG GAG AGA GGT ACAAACGAGGTTGTTT
5ATG CAG GAC TTTAAG GGTTAC TTG GGT T
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METODO

INFECCION DE LOS ANIMALES

.
2

Los ratones CBA/Ca se infectaron intraperitonialmente con 5 X 10* eritrocitos

parasitados.
Diariamente se tomara una muestra de sangre de la cola de los ratones para

evaluar la parasitemia en frotes tenidos con Giemsa.

ADMINISTRACION DEL INHIBIDOR E INDUCTOR

Se infecto un grupo de ratones con la técnica antes mencionada.
Se administro el inhibidor e inductor intraperitonealmente a cada uno de los

grupos de ratones
La primera administracion de inhibidor e inductor se aplicd del dia 2 al 4 de la

infeccidn con Plasmodium chabaudi.
La segunda administraciéon de inhibidor e inductor se realizé del dia 8 al 13 de

la infeccion con Plasmodium chabaudi.

TJOMA DE MUESTRAS

Diariamente se tomé una muestra de sangre de cola de los ratones para
evaluar la parasitemia en frotes tefiidos con Giemsa.

En dias alternados se tomaron 80 L. de sangre de la cola para obtener
suero atil en la cuantificacidn de éxido nitrico.

Se dejo coagular la sangre en el tubo y se centrifugd a 14,000 rpm durante 10

minutos.
Se separo el suero en un tubo estéril con ayuda de una micropipeta.

- Se céhgélé' a ‘=70 °C, hasta que se procesaron.

Se cuantificod la concentraciéon de NO en el suero de los ratones con la técnica

de Griess.

TEZIS CON
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TECNICA DE GRIESS (CURVA PATRON)

1)

2)
3)

4)

5)
6)
7)
8)

La curva se realizd en condiciones estériles en la campana, en una placa de
ELISA de 96 pozos de fondo plano estéril.

En el primer pozo se colocd el blanco de reactivos, 100 uL.

En los siguientes pozos se adicionaron las disoluciones seriadas del estandar
de nitritos (700 M, 350 uM, 175 u M, 87.5 u M, 43.75 u M, 21.87 uM, 10.9 u M).

Se adicionaron 50 L de sulfanilamida (p- Aminobencenesuifonamida) al 1 % en
acido fosférico al 5 %.

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

Se adicionaron 50 41 de NED (N-1-Naphthyl ethylene diamine Dihydrochioride) al 0.1%.
Se incubo por 2 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz.

La Absorbancia de cada muestra se evalué a 545 nanometros en un lector de
ELISA.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PROBLEMA

1)

2)

3)
4)
5)
€)
7)
8)
9)

La técnica se realizo en la campana de flujo laminar con material nuevo y en
condiciones estériles.

En un tubo eppendorf se adicionaron 15 x4 L de suero, 15 L de NADPH
(stock 1.25 mg/mL en PBS 1X) y 5 « L. de Nitrato reductasa (stock 5 U/mL en PBS 1X).
Se incubd por 25 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz.

Se aducnonaron 50 ,u L de sulfanilamida.

2 mlnutos a temperatura ambiente protegido de la luz

Se adicionaron 50 L de NED.

Se inct;lvbé;;"jbr?é'minutos a temperatura ambiente protegido de la luz.

Se mcubo fo)

Se adicionaron 100 u L. de acido tricloroacético al 10%.

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

10) Del sobrenadante de las muestras se tomaron 100 x4 L y se depositaron en los

pozos de la placa de ELISA.

11) La absorbancia de cada muestra se evalué a 545 nanometros en un lector de

ELISA.

TES(E CON
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EXTRACCION DE RNA
1) Se sacrificd el ratdon en una camara de éter
2) Se humedeci® la parte abdominal con etanol al 70% (para evitar el
desprendimiento del pelo), se procedié a la extraccion del bazo, siempre

procurando obtener el 6rgano totalmente limpio de grasa.

3) Se macerd el bazo con el émbolo de una jeringa de insulina (nueva y estéril)
pasandola a través de una malla de acero inoxidable y enjuagando con PBS
libre de calcio y magnesio, llevando a un volumen de 5 mL.

4) Se centrifugaron las muestras a 1000 rpm durante 5 min.

5) Se desecharon los sobrenadantes y los botones formados se desprendieron
agitandolos vigorosamente.

6) A la suspension de tejido obtenido se adicionaron 500 L de trizol.

7) En un tubo eppendorf se colocaron 500 4L del lisado y se adicionaron:

100 u«L de la mezcla cloroformo- alcohol isoamilico, se mezclo por 1 min.

8) Se coloco en hielo.

9) Se centrifugaron las muestras 14,000 rpm por 15 min.

10) Las fases acuosas se pasaron a otros tubos. -

11) Se colocaron en hielo.

12) Se centrifugaron a 14,000 rom. por 15 min.

13) Se paso la fase acuosa a otro tubo evitando la interfase.

14) Se adicionaron 500 x«L de isopropanol y se dejaron a -70 °C toda la noche.

15) Se centrifugaron las muestras de RNA que contenian isopropanol a 14,000
rpm durante 15 min.

16) Se decantaron los sobrenadantes con una micropipeta

17) Se adicionarbh. "800>,uL de etanol al 80% en agua DEPC y se agitaron
suavemente.

18) Se ggardaron en el congelador (-20 °C) durante 24 hrs.

19) Se centrifugaron las muestras que contienen etanol al 80% a 14,000 rpm
durante 15 min.

20) Se decantaron los sobrenadante con una micropipeta.

TESIS COI
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21) Se destaparon los tubos y se cubrieron con papel parafilm, posteriormente se
realizaron pequefos orificios con una aguja (limpia y esteril).

22) Se colocaron los tubos en un |ugar limpio y a temperatura ambiente,
permitiendo que se sequen durante 24 hrs.

23) Se hidrataron las muestras adicionando a cada tubo 20 ul. de agua DEPC al
0.1% esteéril, se prehidratd por 1hora.

24) Se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 seg.

25) Se determinaron las concentraciones de cada una de las muestras de RNA,
realizando una dilucion 1:400 con agua estéril y se cuantifico a 260

nanometros.
26) Se realizaron los calculos correspondientes para determinar la concentracion

en «g /ul, considerando el factor de dilucion.
[RNA] = (Abszcnm ) (40.ug/1000.4L) (400) = 9/l

Donde:
Abs.so = Absorbancia de la dilucién a 260nm.

40 ..g / 1000 1L = Concentracidon de RNA cuando la absorbanciazsonm = 1

400 = Dilucion.

RETROTRANSCRIPCION DEL. RNAM
1) De acuerdo a la concentracion de RNA obtenida, se determiné el volumen de
la solucidn de RNA necesario para tomar 1.5 ug de RNA, requerido para la

retrotranscripcion.
2) Se determind el volumen de agua DEPC requerido para la retrotranscripcion,

considerando que el volumen final es de 10 4L:

Volumen RNA + 1.5.L oligodT (0.5ug/nul) + Agua DEPC = 10.L
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3)
4)
S)
6)
7)

8)
9)
10)
11)
12)

En un tubo Eppendorf se colocaron: agua DEPC, oligo dT (0.751.g) y el RNA

Se incubd a 65 °C por 10 min., utilizando el termociclador.

Se colocaron en hielo durante 5 min.

Se centrifugaron a 14,000 rpm durante S seg.

Se colocaron en hielo y se adicionaran 10 L de la mezcla de retrotranscripcion

(Tabla 1v).

‘Enzima M-MLV RT,

Inhibidor de RNAsa 0.1 1L
‘Agua DEPC i
Volumen Final 10.1 ul

TABLA IV. Preparacion de la mezcla de retrotranscripcion

Se incubd a 37 °C por 1 hora, empleando el termociclador.

Se incubod a 95 °C por 5 min. | TESIS CON
Se colocaron en hielo durante 5 min. PP\;F;.D% DR}CE’N

Se centrifugaron a 14,000 rpm por 5 seg.
Se adicionaron 70 u«L de agua DEPC y se guardaron en el congelador

(-20 °C) hasta su uso. El producto se denomina cDNA (DNA complementario).

AMPLIFICACION DE LOS GENES PARA CITOCINAS POR PCR

1)
2)
3)

4)

Se etiquetaron tubos (fecha, numero de tubo y tipo de citocina)

Se calcularon las cantidades de reactivo para el nimero de tubos utilizados.
Se prepardé la mezcla de reaccion como se muestra en [a Tabla V,
considerando que el volumen final en un tubo de reaccidn debe ser de 20 uL.

Todos los reactivos y la mezcla de reaccion se mantuvieron en hielo
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“**De acuerdo al gen que se valla amplificar se coloca el oligonucleotido correspondiente.

TABLA V. Caracteristicas y preparacion de la mezcla para PCR en un tubo de reaccion

5)

6)

7)

8)

Se mezcldé en vortex y se distribuyd en cada tubo 18 4L de la mezcla de
reaccion.

Se adicionaron 504l de aceite mineral en cada tubo con la mezcla de
reaccion.

Se deposxtaron 2 ul. de cDNA o retrotranscrito, atravesando la capa de aceite
y. sin agltar Lo cual evité la formacidon de aerosoles y por consecuencia la
contahmnac:on con cDNA. Hasta este paso se mantuvieron en hielo los tubos.

“Se colocaron Ios tubos en el termociclador cuando éste alcanzé la temperatura

de’ 94 "C y se sometieron al siguiente programa:
1. 84 °C por 6 min.
55 °C por 2 min.
. 72 °C por 2 min.
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FALLA DE ORIGEN

Se repetira 29 veces del paso 2-4

55 °C por 2 min.

2

3

4. 94 °C por 45 seg.
5

6

7 72 °C por 7 min.



9)

8. 20 °C por 1 hrs.

9. Fin.
Se guardaron los productos de PCR en congelacion (-20 °C) hasta su uso.

ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR

1
2)

3)

4)

S)

6).

7)
8)

9)

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

Se adicionaron a cada muestra 10 4L de amortiguador de carga, se mezclo la
fase acuosa, sin hacer emulsiones con el aceite.

Se depositaron 10 4L de la muestra con amortiguador en cada pozo, utilizando
un pozo por muestra.

Se colocd en un pozo de los extremos 10 4L de marcador de peso molecular
de 100 pares de bases.

Se corrid la electroforesis a 180 volts por 2 horas, en TBE 1X.

Se p(éCédié a tefir los geles con bromuro de etidio, utilizando 20 wlL de una
solucién_ 10 mg/mL en 200 mL de TBE 1X, se agito suavemente durante 5 min.

.Se lava:con agua destilada durante 5 min.

El gel'se colocd en el equipo analizador de geles: Gel Doc para visualizar los

‘resultados.
Utilizando el software del equipo se determiné la absorbancia de los

productos de PCR y por densitometria se realizaron graficos para la expresién
de cada citocina en relacion a la expresion del gen constitutivo.




RESULTADOS

Parasitemias de los ratones CBA/Ca

En la mayoria de los experimentos en los cuales se utilizaron ratones CBA/Ca
infectados con Plasmodium chabaudi el pico de la parasitemia se detectd el dia 11 de
la infeccion (graficas 1, 2, 5), exceptuando un grupo de ratones que el pico de la
parasitemia se presento el dia 12 (grafica 3).

Los ratones CBA/Ca a los cuales se les administré un tratamiento para inducir o
inhibir la sintesis de oxido nitrico mostraron niveles de parasitemias semejantes a la
de los ratones controles parasitados (graficas 1, 2, 3, 5).

Los ratones que recibieron el tratamiento con el aminoacido L-arginina (L-arg), no
mostraron modificacion de !la parasitemia, durante o después de los dias en que se
administré el tratamiento, en comparacién a los ratones controles parasitados, el
tratamiento se administré del dia 6 al 12 post-infeccion, (grafica 1).

Los ratones que recibieron el tratamiento con Nitroprusiato de sodio (SNP), no
mostraron modificacion de la parasitemia, durante o después de los dias en que se
administré el tratamiento, en comparacion a los ratones controles parasitados, el
tratamiento se administré del dia 6 al 12 de la infeccién, para el dia 13 los ratones
que fueron tratados con el SNP murieron (grafica 2).

Los ratones que recibieron el tratamiento con Aminoguanidina hemisulfato (AGH), no
mostraron modificacion de la parasitemia, durante o después de los dias en que se
administré el tratamiento, esto en comparacién a los ratones controles parasitados, el
tratamiento se administré del dia 8 al 13 de la infeccidon (grafica 3).

Concentraciones de o6xido nitrico durante las parasitemias en ratones
CBA/Ca

Las concentraciones de oxido nitrico de los ratones CBA/Ca tratados con L-arginina y
con SNP (graficas 1 y 2) fueron semejantes a los del grupo control durante los dias
analizados. La L-arginina y el SNP se administraron del dia 6 al 12, durante la
infecciéon con el parasito se presentaron incrementos de é6xido nitrico en el dia 11 de
la infeccion, lo que coincidi® con los picos de las parasitemias. El grupo control
parasitado también desarrollo un pico en las concentraciones de NO.
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En la grafica 3 se muestran las concentraciones de oxido nitrico en los ratones
CBA/Ca tratados con Aminoguanidina. El! efecto del inhibidor de la iINOS es
importante los dias 11, 12 y 13, en los que la concentracién de NO se mantuvo en los
niveles basales a diferencia del grupo control que mostré un pico el dia 11 post-

infeccion.

RATONES CBAICa WNFECTADOS CON Frasmodiew chrdawdd AS.

——

% Patasit

AT ST Y|

te 11t 3 te S 1. 19 20
Dias post-infeccidéa
=3 Conc NO CTL o Conc NO Ts L-Arginina
—&- Parasitemia CTL O Parasitemia Tz L- Argini

GRAFICA 1. COMPARACION DE PARASITEMIA Y CONCENTRACION DE OXIDO NIiTRICO EN RATONES CBA/Ca SIN
TRATAMIENTO CONTRA LA PARASITEMIA Y CONCENTRACION DE OXIDO NITRICO EN RATONES CBA/Ca TRATADOS.
CON L-ARGININA (L-arg) 600mg/Kg. Los ratones fueron inoculados i.v. con 5X10° EP de P. chabaudi AS. La
administracion del medicamento fue del dia 6 al 12 post-infeccién. En los dias sefalados se realizaron frotis sanguineos

tedidos con Giemsa, cada punto representa la parasitermia promedio de 6 r. La acion de oxido nitrico se
determiné en suero empleando la técnica de Griess.
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X Parasitemia
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Dias Post-infeccion
= Conc NO CTL" o Conc NO Ts SNP
~da— PARASITEMNA CTL O PARASITEMNA Tz S

GRAFICA 2. COMPARACION DE PARASITEMIA ¥ CONCENTRACION DE OXIDO NIiTRICO EN RATONES CBA/Ca SIN
TRATAMIENTO CONTRA LA PARASITEMIA Y CONCENTRACION DE OXIDO NiTRICO EN RATONES CBA/Ca TRATADOS.
CON NITROPRUSIATO DE SODIO (SNP) 4mg/Kg. Los ratones fueron inoculados i.v. con 5X10* EP de P. chabaudi AS. La
administracion del medicamento fue del dia 6 al 12 post-infeccion. En los dias se reali on frotis 1]

tenidos con Giemsa, cada punto representa la parasiternia promedio de 6 ratones. La concentracion de éxido nitrico se

determind en suero empleando la técnica de Griess.

RATONES CBAICa WWFECTADODS CON laswodlews chabdowdd AS

% Patasitemia

TR AT IAT PR

UTATIRRRIN T SRS -"p

v . . [
Dias Post-infeccion
== Comnc NO CTL c—— Conc ND Ts AGH
A Paasitemia CTL O Parasitemia Te AGH

GRAFICA 3. COMPARACION DE PARASITEMIA Y CONCENTRACION DE OXIDO NITRICO EN RATONES CBA/Ca SIN
TRATAMIENTO CONTRA LA PARASITEMIA Y CONCENTRACION DE OXIDO NIiTRICO EN RATONES CBA/Ca TRATADOS
CON. AMINOGUANIDINA HEMISULFATO (AGH) 300mg/Kg. Los ratones fueron inoculados i.v. con 5X10° EP de P.

baudi AS. La ind acion del r i fue del dia 8 al 13 post-infeccion. En los dias senalados se realizaron

frotis sanguineos tefidos con Gi cada p rep! la parasi P iode 6 r La wracion
de 6xido nitrico se detefMind en suero empileando la técnica de Griess.
T
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Parasitemias de los ratones NIH

Los ratones NIH se infectaron con Plasmodium chabaudi, desarrollaron el pico de la
parasitemia el dia 10 de la infeccion, El mismo comportamiento en las parasitemias
se presentod tanto en los ratones controles parasitados como en los ratones infectados
y tratados con el inhibidor (Aminoguanidina) o con el inductor (Lipopolisacarido) de la
sintesis de Oxido nitrico. Los niveles de las parasitemias no se modificaron en
ninguno de los grupos en relacion al grupo control. El tratamiento con AGH y LPS fue
a partir del dia 8 al 13 post-infeccion (grafica 4).

Concentraciones de 6xido nitrico durante las parasitemias en ratones NiIH
Las concentraciones séricas de 6xido nitrico en los ratones NIH infectados con
Plasmodium chabaudi y tratados o no con LPS fueron muy similares a excepcion de
los dias 10 y 11. Los ratones tratados con LPS mostraron un incremento importante
en los niveles de NO el dia 10 (207uM) mientras que los ratones del grupo control

desarroliaron el pico mas alto el dia 11 con una concentracion de 97.4..M (grafica 4).

Los ratones NIH tratados con Aminoguanidina hemisulfato, desarrollaron valores de
NO semejantes al QFUbo control no tratado, excepto en los dias 11, 12 y 13 de la
infeccién, en que el grqpo tratado con el inhibidor de la INOS mostré una disminucién
de los niveles de éx,idb;nitrico. La AGH se administro del dia 8 al 13 post-infeccion, y
los ratones no desarrollaron un incremento en la concentracion de NO. El pico en los
niveles de oxido nitrico del grupo control parasitado no coincidié con el pico de la

parasitemia (grafica 4).
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RATONES NiH INFECTADOS CON Plasmodiom chadavef AS
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GRAFICA 4. COMPARACION DE PARASITEMIA Y CONCENTRACION DE OXIDO NITRICO EN RATONES NIH SIN TRATAMIENTO CONTRA LAS PARASITEMIAS Y
CONCENTRACIONES DE OXIDO NITRICO EN RATONES NIH Tx. CON LIPOPOLISACARIDO (LPS) img/Kg. y AMINOGUANIDINA HEMISULFATO (AGH) 300mgiKg. Los
ratones fueron inoculados i.v. con 6X10* EP de P, chabaudi AS. La administracion de los medicamentos fue del dia 8 al 13 post-infeccion. En los dias seialados se
realizaron frotis sanguineos tefiidos con Giemsa, cada punto representa la parasitemia promedio de 6 ratones. La concentracion de 6xido nitrico se deferming en
suero empleando la técnica de Griess.
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Parasitemias de los ratones CBA/Ca

En el ultimo experimento se utilizaron ratones CBA/Ca, infectados con Plasmodium
chabaud|.

Los ratones que recibieron el tratamiento con Aminoguanidina hemisulfato (AGH), no
mostraron modificacion en la parasitemia, durante o después de los dias en que se

les administro el tratamiento (dia 8-11) (grafica 5).
|l os ratones que recibieron el tratamiento con Lipopolisacarido (LPS), no mostraron

cambios en la parasitemia, durante o después de los dias en que se administré el
tratamiento (dias 8 al 11 post-infeccién), en relacidn a los ratones controles parasitados

(grafica 5).

Concentraciones de o6xido nitrico durante las parasitemias en ratones
CBA/Ca

a) Ratones tratados con el inhibidor de iINOS AGH.- Los niveles de NO en los ratones
CBA/Ca tratados con AGH (dias 8-11 post-infeccién) practicamente no se modificaron
durante el curso de la infeccién. En contraste el grupo control no tratado mostré un
incremento en la concentracion de NO en el dia 12 el cual no coincidié con el pico de
la parasitemia (grafica 5).

b) Ratones CBA/Ca tratados con LPS.- Los niveles de NO en el grupo tratado con
LPS se incrementaron los dias 11 y 12 (160uM y 350uM), mientras que en el grupo

control el nivel mas alto se obtuvo el dia 12 con 119uM (grafica 5).

Expresion de citocinas

Para analizar la expresién de las citocinas se obtuvo RNAmM del bazo de los ratones,
el cual se retrotranscribio para obtener el DNAc, a partir del cual se realizaron las
amplificaciones de cada uno de los genes que codifican para las citocinas estudiadas.
Se analizaron los RNAmM obtenidos de: a) ratones sanos, b) ratones parasitados con
P. chabaudi, c) ratones parasitados tratados con AGH y d) ratones parasitados con P.
chabaudi tratados con LPS, en los dias 4 y 11 post-infeccion.
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El analisis de los productos de PCR se realizé por electroforesis en acrilamida y con
el equipo analizador de geles Gel Doc se determinaron las absorbancias de cada una
de las bandas obtenidas. En las figuras 9 y 10 s€ muestran los geles correspondientes

a la amplificacion de las diferentes citocinas.

IFN-y. La expresion de IFN-y es muy similar en los grupos de ratones parasitados no
importando si fueron o no tratados con inductores o inhibidores de la iINOS: Sin
embargo, en todos los grupos se observé un incremento en los niveles de expresion

el dia 11 post-infeccién (Figura 9, 10 y grafica 6).

TNF-«. La expresion de TNF-a en todos los grupos de ratones con y sin tratamiento
fue similar en el dia 4. Sin embargo en el dia 11 los niveles de expresion de TNF-a en

todos los grupos de ratones parasitados disminuyeron (Figuras 9, 10 y grafica 6).

iL-4. La expresion de IL-4 en todos los grupos de ratones parasitados fue similar. En
el dia 11 se observd un ligero incremento en ios niveles de expresidén en todos los

grupos (Figuras 9, 10 y grafica 6).

IL-10. Los niveles de expresion de IL-10 se incrementaron con |a infeccion. Entre los
grupos no se observaron diferencias importantes por tratamiento. A medida que
avanzé la parasitemia (dia 11) los niveles aumentaron, no obstante no se detectaron
diferencias significativas entre los grupos de ratones infectados. (Figuras 9, 10 y grafica

6).

iNOS. La expresion del gen, en los ratones no infectados como en los infectados sin
tratamiento y los infectados con tratamiento (Aminoguanidina y Lipopolisacarido), son
similares tanto en los dias 4 como en el dia 11 de la infeccidn (Figuras 9, 10 y grafica 7).
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RATONES CBAICa INFECTADOS CON Plasmodium chadavdi AS
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GRAFICA 5. COMPARACION DE PARASITEMIA Y CONCENTRACION DE OXIDO NITRICO EN RATONES CBA/Ca SIN TRATAMIENTO CONTRA LAS PARASITEMIAS Y
CONCENTRACIONES DE OXIDO NITRICO EN RATONES CBA/Ca Tratados CON. LIPOPOLISACARIDO {LPS) 1mg/Kg. Y AMINOGUANIDINA HEMISULFATO (AGH)
300mg/Kg. Los ratones fueron inoculados i.v. con §X10" EP de P. chabaudi AS. La administracion del inductor e inhibidor fue del dia 8 al 11 post-infeccion. En los dias
seiialados se realizaron frotis sanguineos tefiidos con Giemsa, cada punto representa la parasitemia promedio de 6 ratones. La concentracion de 6xido nitrico se
determind en suero empleando la técnica de Griess. ( # Datos estadisticamente significativos P<0.05 {Andlisis estadistico ¢ student),
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FIGURA 9. EXPRESION DE LOS GENES DE LAS CITOCINAS EN EL DIA 4 POST-INFECCION EN RATONES CBA/Ca
INFECTADOS CON Plasmodium chabaudi AS. Se realizo la extraccion de RNA del bazo, la expresién de las citocinas
se determino por RT-PCR, utilizando geles de acrilamida al 5%. Carriles 1-3 corresponden a ratones sanos, carriles 4-6
corresponden a ratones infectados, carriles 7-9 corresponden a ratones infectados y tratados con un inhibidor de la
iINOS (aminoguanidina hemisulfato), carriles 10-12 corresponden a ratones infectados y tratados con un inductor de la

iINOS (Lipopolisacarido).
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FIGURA 10. EXPRESION DE LOS GENES DE LAS CITOCINAS EN EL DIA 11 POST-INFECCION EN RATONES CBA/Ca
INFECTADOS CON Plasmodium chabaudi AS. Se realizo la extraccion de RNA del bazo, la expresion de las citocinas
se determind por RT-PCR, utilizando geles de acrilamida al 5%. Carriles 1-4 corresponde a ratones sanos, carriles 5-8

corresponde a ratones infectados, carriles 9-12 corresponde a ratones infectados y tratados con un inhibidor de la
iNOS (aminoguanidina hemisulfato), carrit 13-16 corresponde a ratones infectados y tratados con un inductor de la iNOS

(Lipopolisacarido).
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CITOCINAS

RATONES CBAICa INFECTADOS CON Phsmedien chobandi AS.
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GRAFICA 6. EXPRESION DE IFN-, TNF-u, IL4 € IL-10 DURANTE LA PRIMERA INFECCION. Ratones CBAICa se inocularon iy con 5X10' EP de Plasmodium chabaudi
AS. En los dias 4 y 11 se obtuvo el bazo para la extraccion de RNA y se determind la expresion de IFN.y, TNF-, IL4 E IL-10 por RT-PCR. Cada punto del dia 4

representa la expresion promedio de IFN-y, TNF, IL4 E IL-10 en 3 ratones y cada punto del dia 11 representa la expresion promedio de IFN-y , TNF, IL4 E IL-10
endratones. () Datos estadisticamente significativos p<0.05 (Andlisis estadistico ¢ student).
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GRAFICA 7. EXPRESION DE iNOS DURANTE LA PRIMERA INFECCION. Ratones CBA/Ca fueron inoculados i.v con 5X10' EP de Plasmodium chabaudi AS. En los dias
4y 11 se obtuvo el bazo para fa extraccion de RNA y se determind la expresion de iNOS por RT-PCR. Cada punto del dia 4 representa la expresion promedio de iNOS
en 3 ratones y cada punto del dia 11 representa la expresidn promedio de iNOS en 4 ratones,




ANALISIS DE RESULTADOS

Para poder evaluar la participacion del oxido nitrico en la respuesta inmune en
malaria, se decidid inducir experimentalmente un incremento o una eliminacion del
NO /n vivo para lo cual se ensayaron diversos inductores e inductores de la iINOS.

La cinética de las parasitemias de los ratones CBA/Ca que recibieron tratamiento con
L-arginina y la de los ratones controles parasitados fueron semejantes (grafica 1). Se
ha descrito que la L-arginina es un inductor de la enzima iNOS y que por lo tanto su
administracion conduce a un incremento en la concentracion de éxido nitrico (Palmer,
et. al., 1988, Ashton, et. al., 1988), sin embargo, en nuestro modelo experimental, la
dosis de L-arginina que se administré no incremento el nivel de NO. Una probable
explicacion a lo anterior es que el metabolismo del ratéon en lugar de canalizar el
aminoacido a la via de la produccion de NO, lo esta eliminando por la via de la urea,
que es la via de excrecidn de compuestos nitrogenados (Lehninger, 1993). Dado que
con el anterior tratamiento no se logré incrementar el nivel de 6xido nitrico, se tomo la
decision de cambiar el inductor de la INOS, se decididé estudiar el nitroprusiato de
sodio (SNP), los resultados mostraron que la cinética de las parasitemias en los
ratones CBA/Ca tratados con nitroprusiato de sodio y la de los ratones controles
parasitados son semejantes antes, durante y después del tratamiento por lo cual, se
infirioc que el SNP no modifico el curso de la parasitemia (grafica 2). Las
concentraciones de 6xido nitrico son similares en los dos grupos de ratones durante
el curso de la mfeccnon este hallazgo podria deberse a que el SNP que es un
donador. de O debe sufrir un proceso de reduccién en las membranas celulares,
como .las; del musculo liso, para poder liberar el NO (Arnold, et. al., 1977), por lo

oncentramones de oxido nitrico liberadas podrian diluirse y no ser
sufcxentes ar aumentar el efecto citotoxico del NO en la eliminacion del parasito.
Es lmportan e lndlcar que el SNP genera tiocianato y cianuro (Giha, 1974), lo que
conduce a mtoxncamon y dano renal (Young, 2000). En nuestro modelo experimental
los ratones tratados con SNP murieron el dia 13 post-infeccidon probablemente como
consecuencia de la intoxicacion con cianuro y tiocianato. Dado que en nuestro

anterior:la

modelo experimental los inductores de NO probados no tuvieron efecto en
incrementar la concentracion de NO se decidid a) probar un diferente inhibidor de la
iNOS y b) montar un modelo identico_al descrito en la literatura. Por lo tanto, en el
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siguiente experimento se utilizé Aminoguanidina (AG) un reconocido inhibidor de la
iINOS (Wolf, 1995, Corbett, 1996 y Babu, 1998). La administracion de AG no modificé
la cinética de la infeccidn con plasmodio. Este resultado no coincidié con lo
observado por Taylor-Robinson et. al., 1999, quienes describieron que ei tratamiento
con AG dias 8-13 post-infeccion en ratones NIH infectados con Plasmodium chabaudi
indujo una elevacién y extension de la infeccién aguda, asociado con la disminucion
de los niveles de éxido nitrico. Ese resultado se basa en que la AG modifica la
parasitemia solo si se administra durante los dias 8-13 post-infeccion. Sin embargo,
encontraron que el pico de la concentracion del 6xido nitrico de los ratones controles
parasitados coincidid con el punto maximo de la parasitemia, |0 cual coincide con
nuestros resultados (grafica 3). Las concentraciones séricas de oxido nitrico en
nuestro modelo experimental mostraron una tendencia similar a las determinadas por
Taylor-Robinson et. al.,, 1999. No obstante las concentraciones que obtuvimos son
notoriamente menores, las diferencias en los resultados descritos por Taylor-
Robinson (1999) y las nuestras podrian explicarse por diferencias en las técnicas
empleadas y a la diferente cepa de ratones. Por lo anterior se tomo la decision de
utitizar un modelo igual al descrito por Taylor-Robinson con Aminoguanidina, y
Lipopolisacarido (LPS). Se utilizaron ratones NIH para: a) poder determinar si la cepa
de ratones CBA/Ca fue la causa de que las parasitemias no se modificaran con el
tratamiento de AG, asi como b) determinar cuales son los niveles de éxido nitrico que
detecta la técnica de Griess en los ratones NIH.

En los ratones NIH, el tratamiento con LPS no modificd la cinética de la parasitemia
(grafica 4). Sin embargo, en el grupo tratado se manifesté un marcado incremento en
los niveles de oxido nitrico el dia 10 post-infeccion que coincidido con el pico de la
parasitemia, lo anterior sugiere que el 6xido nitrico no participa directamente en la
eliminacion del Plasmodium. Este resultado no concuerda con lo descrito por Taylor-
Robinson (1998), quien le atribuye al oxido nitrico la capacidad de eliminar al
Plasmodium (Taylor-Robinson, 1993, 1994, 1995, 1996).

En el grupo de ratones NIH el tratamiento con el inhibidor de Ila iINOS
(aminoguanidina) no modificd la cinética de la parasitemia. La aminoguanidina
mantuvo la concentracion de oxido nitrico baja durante toda la infeccion (grafica 4).
Este resuitado correlaciond con el experimento anterior y sugiere que el éxido nitrico
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no participa directamente en la eliminacion del parasito. Este hallazgo no esta de
acuerdo con lo descrito por Taylor-Robinson (1999) y las diferencias no pueden
atribuirse a la técnica utilizada para la determinacion de NO. Sin embargo, en la
literatura, existen publicaciones que sugieren que el o6xido nitrico no participa
directamente en la eliminacion del parasito de malaria (Favre, 1999, Van der Heyde,
2000, Philippe, 1995)

En el modelo de ratones NIH se observd que el LPS produce un incremento en las
concentraciones de NO. Ademas que la AG mantiene bajos los niveles de oxido
nitrico dado que es un inhibidor selectivo de la iINOS, decidimos entonces utilizar
ambos: un inhibidor e inductor en el modelo de ratones CBA/Ca para investigar el
papel del NO en la infeccion con P. chabaudi AS en nuestro modelo experimental.

En los ratones CBA/Ca los tratamientos con AG y LPS no modificaron el curso de la
parasitemia (graficas 8). La AG permitid que la concentracién de oxido nitrico se
mantuviese baja durante toda la infeccidn, mientras que el LPS incremento
significativamente el pico del NO ( #p<0.05) el dia 12 post-infeccién. A un cuando se
logré manipular la concentracién de NO en los ratones infectados no se manifestaron
cambios relevantes en las parasitemias. Partiendo de la premisa en la que algunos
autores (James, 1991, Hirunpetcharat, et. al., 1999, Taylor-Robinson, 1999) confieren
al NO una actividad mas que citotdxica, reguladora de la respuesta inmune decidimos
analizar si la concentracion de éxido nitrico podria modificar los niveles de expresion
de los genes que codifican para las citocinas IFN-y, TNF-«, involucrados en una
respuesta tipo TH1 y la de los genes IL-4 e IL-10 asociados con la respuesta tipo TH2
(Figuras 9 y 10), ademas analizamos la expresion del gene iNOS. Para el disefno de
estos experimentos se eligieron dos puntos importantes el inicio y el pico de ias
parasitemias, este ultimo, coincidié anteriormente con el pico del NO.

Los tratamientos con AG y con LPS si modificaron la expresion de IFN-y en el dia 11
(grafica 6), la diferencia en relacién al grupo control fue estadisticamente significativo
(* P<0.05), Este resultado demuestra que los niveles de éxido nitrico si regulan la
expresion de IFN-y. Para detallar la cinética el analisis de la expresion de citocinas

podria ampliarse a un mayor numero de dias. TESIS CON
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Los niveles de expresion de TNF-a si se modificaron con los tratamientos de AG 6
LPS, en el dia 11 de la infeccidén disminuyeron a medida que la infeccion avanzé

( * P<0.05) (grafica 6). Si se considera que TNF-a es una citocina caracteristica de un
tipo de respuesta TH1, el resultado anterior sugiere una modificacidon de la respuesta
inmune que en un principio de la infeccion es primordialmente tipo TH1 y que
posteriormente se transforma a un tipo TH2, lo anterior es consistente con lo descrito

por algunos autores (Allen, 1997)

El tratamiento con AG mantuvo las concentraciones de 6xido nitrico en los niveles
basales sin modificar la expresion de IL-4, Por el contrario, el tratamiento con LPS
incremento los niveles de IL-4 el dia 11 post-infeccidon, la diferencia fue (« P<0.05)
estadisticamente significativa con respecto al dia 4 (grafica 6). Este resultado sugiere
que es posible que el 6xido nitrico este involucrado en la expresion de IL-4 lo que
favoreceria una respuesta tipo TH2 (von der Weid, 1993, Allen, 19897), esto

correlaciona con los resultados descritos anteriormente.

IL-10. Es una citocina reguladora que suprime las citocinas tipo TH1, ademas inhibe
la actividad microbicida de los macréfagos activados con IFN-y (Oswald et. al., 1992).
Los tratamientos con LPS y AG no modificaron los niveles de expresion de IL-10. Ese -
resultado podria indicar que el 6xido nitrico no regula la expresion de |L-10, o bien
que como la determinacidén de IL-10 no se realizo en el pico del NO, los resultados no
muestran mngun efecto Sin. embargo, la infeccidn con Plasmodium indujo un

incremento en: a: p { uccnon de IL-10. Los niveles fueron mayores el dia 11 que el dia

4 (grafica 6), Io‘ que podrla indicar que se esta favoreciendo la balanza de la respuesta

inmune hacia una ‘t'ipo TH2. Este hallazgo concuerda con la disminucion de la
expresion de TNF-a, probablemente el incremento que se observdé en IFN-y sea el
resultado de tratar de compensar la inactivacion de macréfagos porla IL-10.

iNOS. La enzima Oxido nitrico sintetasa es la encargada de sintetizar NO, cuya
principal fuente son los macréfagos activados con IFN-y, TNF-a o bien algunos

productos bacterianos como LPS.
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En el presente trabajo los tratamientos con LPS o AG no modificaron los niveles de
expresion de la enzima (grafica 7). Sin embargo, si se modificaron las concentraciones
de oxido nitrico. Tanto en el grupo tratado con LPS como en el control infectado, el
pico maximo de oxido nitrico se obtuvo el dia 12. Dado que los niveles de expresion
de la enzima se analizaron el dia 11 es probable que esa sea la razéon de la
inconsistencia en los resultados. Otro resultado interesante es que el LPS Gnicamente
incrementa el nivel maximo de la concentracion de NO cercano al pico en las
parasitemias, y no inmediatamente después de la administracion, lo anterior indica
que los niveles de NO estan muy regulados.
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CONCLUSIONES

< Los resultados obtenidos indican que en nuestro modelo
experimental el oxido nitrico no esta involucrado en la eliminacién
directa del Plasmodium.

< Los niveles de &xido nitrico modulan la expresion de INF-y, TNF-o e
IL-4 en el dia 11 de la infeccién, favoreciendo una respuesta inmune
TH2.

~ En nuestro modelo experimental el NO funciona como molécula
inmunorreguladora de la respuesta inmune en el dia 11 post-infeccién

Yy Nno antes.




ANEXOS

SOLUCIONES

1. NADPH_1.25mqg/ml.:
1.25mg de NADPH se colocaron en un tubo eppendorf y se le adiciondé 1mL de

PBS 1X, conservara —-70°C.

1. NITRATO REDUCTASA (Aspergillus) SU/ml.:
La concentracién stock es de 20U, se hidrata con 2mL de PBS 1X, se hacen

alicuotas de 0.25 mL, se congelan a -70°C, Cuando se utilice la enzima se lleva
a 1 mL, conservara -70°C.

Hi. SULFANILAMIDA AL 1% EN ACIDO FOSFORICO AL 5%:
Se preparan 40 mL para la cual se colocan 0.4 g de sulfanilamida en 37.6 mL

de H>O mas 2.4 mL de acido fosférico, conservar a 4°C en frasco ambar

IV. NAFTIL ETILENDIAMINA (NED) AL 0.1% EN H.O ESTERIL :
Se preparan 40 mL, para la cual se colocan 0.04 g de NED en 40 mL de H;O,

conservar a -4°C en frasco ambar.

V. ACIDO TRICLOROACETICO AL _10%:
Se preparan 100 mbL para la cual se colocan 10 g de acido tricloroacético en 100
mL de HxO, conservar a -4°C en frasco ambar

V. NITRATO DE SODIO (NaNO,) AL 0.7 mM:
Se preparan 40 mL para la cual se colocan 0.001932 g de NaNO;

Vil. ACETATO DE SODIO 2M, pH = 6 ; TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

ACETATO DE SODIO I 2461 g

AGUA DEPC l cbp 100 mL

Nota: Ajustar el pH con acido acético.
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Vill. ACRIL -BISACRILAMIDA AL 30%

ACRILAMIDA 29.0g
BISACRILAMIDA 1.09
AGUA BIDESTILADA cbp 100 mL

noTta: La acrilamida es neurotdxica, usar guantes y cubrebocas para su manipulacion.

I1IX. AMORTIGUADOR DE CARGA SX:

REACTIVOS

CONCENTRACION

TRIS, pH=8 50 MM
EDTA pHA=8 75 mM

SDS 0.5% p/v
SACAROSA 30.0% piv
FICOLL i 10.0% p/v. . -
AZUL DE BROMOFENOL T012% PN
XILENCIANGL

noTa: Guardar a temperatura ambiente.

X. GEL DE ACRILAMIDA Al 5%:

REACTIVOS

0.12% p/v

TEgIS CON j
24LLA DE ORIGEN

1

100 mL (2 GELES)

AGUA BIDESTILADA 72.2mL
TBE 10X 170.0 mL
ACRILAMIDA / BISACRILAMIDA 30% 16.8 mL
APS 10% 950 xL
TEMED 30 uL
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xXi. AMORTIGUADOR DE PCR 10X CON Mg*Z:

[FINAL] EN EL
STOCK REACTIVO TUBO DE 10mL PCR 10X [10X]
Rx= PCR 1X
M MgCl; 2 mM 0.2 mL 20 mM
2.5M KCI 50 mM 2.0mL 500 mM
2.0M TRIS, pH = 8.3 10 mM 0.5 mL 1000mM
20 mg/mL. | GELATINA 0.1 mg/mL 0.5 mL 1 mg/mL
AGUA
6.8 mL
MILLIPORE

noTa: Distribuir el amortiguador de PCR 10X en tubos eppendorf de 500 « L.

Xil. SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS):

REACTIVOS CANTIDAD
Nacl 8§09
KCI 02g
NazHPO, 1.44 g
KAzPO, R | 0249
AGUA MILLIPORE — cbp 1000 mL

nNoTa: Es para extraccion de RNA, libre de calcio y magnesio, alicuotar en frascos de

l TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

250 mL y esterilizar.

Xill. PERSULFATO DE AMONIO (APS) AL 10%:

PERSULFATO DE AMONIO I 10.0g
Agua bidestilada l cbp 100 mL
NoTa: Preparar alicuotas de 500 .« L y guardar en el congelador.
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XIV. AMORTIGUADOR TRIS-ACIDO BORICO-EDTA (TBE) 10X:

REACTIVO CANTIDAD
TRIS 1M 121.10g
ACIDO BORICO 1M 61.83 g
EDTA 50 mM 14.61g

AGUA BIDESTILADA

cbp 1000 mL

Nota: Calentar la solucidn para disolver mas rapido los reactivos.
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