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Resumen

El desarrollo de nuevas técnicas de identificacion de especies en
parasitologia permite que la gran mayoria de las enfermedades parasitarias, se
diagnostiquen con mayor sensibilidad. En este trabajo, se utiliz6 la técnica de PCR
en nido, que tiene gran importancia para esta enfermedad; ya que la infeccion por
P. falciparum tiene el mayor indice de mortalidad en comparacion con las otras

dos especies causantes de Malaria en los humanos.

A pesar de ello en regiones endémicas, se han encontrado pacientes con
inmunidad ante la infeccion de cualquier especie de Plasmodium, por lo que en
este trabajo y a través de un modelo murino estudiamos lo que sucede con la
respuesta inmune de los ratones que sufrieron una infeccidn con una cepa letal de
plasmodio y después de tratarlos con farmacos antimalaricos se retaron
nuevamente con el parasito homdlogo, con uno diferente y con una mezcla de
ambos, se analizaron los niveles de la parasitemia, Ila pérdida de peso, la
concentracién de hemoglobina, el indice esplénico, asi como la identificacion de la
especie parasitante en la mezcla de especies por medio de la técnica de PCR en
nido.

Se encontré que después de la reinfeccion se desarrollo proteccién en
contra de la especie homologa, y que esta proteccion también es inespecifica en
los primeros dias, pues también hay una disminucion de la parasitemia de una
nueva especie de parasito, y mas aun cuando en el huésped se encuentra la
mezcla de ambos parasitos, sin embargo, los parametros de cuantificacién de
hemoglobina, pérdida de peso, se ven afectados de igual manera que en una

infeccion primaria.



Evaluacion de la especificidad de la respuesta inmune durante una infecciéon
secundaria con Plasmodium en ratones CBA/Ca utilizando la técnica de PCR

en nido.

1. INTRODUCCION.

El Plasmodium tiene un ciclo de vida complejo por lo que al entrar en
contacto con su huésped, se genera una respuesta inmune compleja, sin
embargo, gracias a los modelos animales se ha logrado el avance en el
conocimiento de algunos mecanismos de la respuesta inmune involucrados en la
eliminacion del parasito en el individuo infectado. Los modelos murinos de malaria
han ayudado no sélo a entender el ciclo biolégico del parasito, sino también a
entender mejor la respuesta inmune. En el humano, existen 4 especies de
Plasmodium que pueden generar la enfermedad: P. falciparum, P. malariae, P.
vivax y P. ovale; también existen cuatro especies que afectan al ratén: P. vinckey,
P. berghei, P. yoeliiy P. chabaudi, éstos dos ultimos son los mas utilizados, por

ciertas ventajas que se explicaran mas adelante.



En este trabajo se estudia la especificidad de la inmunidad durante la
infeccion secundaria en un modelo experimental de malaria. El desarrollo de la
inmunidad adquirida contra paludismo en los individuos que viven en las regiones
endémicas, requiere varios afos y del contacto constante con las distintas
especies del parasito, es decir, es necesaria la continua estimulacién antigénica,
ademas que la respuesta inmune es especifica para cada especie. Lo anterior nos
condujo a analizar lo que sucede con el sistema inmune después de haber estado
en contacto con un parasito y volverse a encontrar con el mismo después de
haberlo eliminado y como reacciona ante la presencia de otra especie, o0 bien, en
la presencia al mismo tiempo de una mezcla de plasmodios (la especie con la que
ya se habia encontrado el sistema inmune y una especie diferente), situacion en la
que se encuentran las poblaciones de las areas endémicas, ya que es comun que
en esas regiones los individuos se infecten con mas de una de las especies del

parasito.



2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. La Malaria o Paludismo

La Malaria o Paludismo es una infeccibn causada por un parasito
protozoario coccidiano del género Plasmodium, se transmite por la hembra del
mosquito Anopheles spp [1]. Se caracteriza por episodios febriles comunes de
acuerdo a la especie parasitante, con posteriores escalofrios intensos culminando
con diaforesis; ademas se presenta hepatoesplenomegalia y anemia que puede
variar de leve a grave [2].

La malaria representa una de las enfermedades documentadas mas viejas
de la humanidad e incluso de hoy en dia, los parasitos del género Plasmodium,
matan mas gente que otras enfermedades infecciosas. Un dato relevante es que
se han encontrado momias egipcias de mas de 3000 afos con esplenomegalia,
probablemente debido a la malaria. Las fiebres mortales y la esplenomegalia se
han descrito desde principios de 2700 a. C. en escritos egipcios y japoneses. Las
descripciones mas completas del paludismo se hicieron en la Roma antigua en
donde la malaria causo enormes estragos. Desde el siglo | a.C. los escritores
asociaron la enfermedad con la existencia de los mosquitos [3].

Debido a la ausencia de registros en el Nuevo Mundo antes del arribo de
los exploradores europeos, conquistadores y colonos, se asume, que ellos

importaron a P. malariae y P. vivax a América. Aparentemente la llegada de P.



falciparum coincide con la importacion de esclavos africanos y desde principios de
1800 la malaria se encuentra en todo el mundo [3].

Esta enfermedad ha tenido gran impacto sobre la historia del mundo mas
que cualquier otra enfermedad infecciosa. Ha sido responsable de los resultados
en diversas guerras y movimientos populares ademas del crecimiento y desarrollo
de varias naciones en el mundo [3].

A pesar de que el conocimiento del parasito era minimo, se comenzé a
utilizar como tratamiento la infusién de la corteza de quina por Don Juan de Vega,
para curar la malaria del conde de Chinchén, en 1631, lo que extendié su uso en
toda Europa, y fue hasta 1880 que Laveran descubridé el agente etiolégico. En
1884, Sajaron realizé la descripcion detallada de P. falciparum y seis ahos mas
tarde Romanowski introdujo el método pandptico de coloracion con azul de
metileno y eosina al estudio de los plasmodios, sin embargo, fue hasta 1897 que
Ross descubrié al transmisor del paludismo y mas tarde, los experimentos
realizados por varios investigadores, tal como, Bastieanelli, Gignami y Grassi
ayudaron a la descripcion detallada de todos los estadios morfoldgicos de la
esporogonia que se desarrolla en el mosquito [2].

De las cuatro especies mas comunes que infectan a los humanos, son P.
vivax y P. falciparum los que ocasionan el 95% del total de las infecciones.
Algunos estimados indican que P. vivax genera el 85% de la infecciones. Estas
especies también tienen la mas alta distribucion y extension en las zonas
tropicales y subtropicales. EI P. falciparum practicamente esta confinado a los
tropicos, El P. malariae se presenta esporadicamente, y P. ovale esta confinado

principalmente al oeste de Africa central y algunas islas del Pacifico Sur [3].



Normalmente la asociacion de la malaria con el paciente tiene una historia
de viajes a un area donde la enfermedad es endémica, sin embargo, otras
situaciones que pueden resultar en infecciones involucran la transfusion de
sangre, el uso de agujas hipodérmicas contaminadas por prior uso (como por
ejemplo, los adictos a drogas), las infecciones congénitas, y la transmisién por
mosquitos nativos que adquieren el parasito de infecciones importadas [3].

Se estima que existen de 300 a 500 millones de individuos que estan
infectados con malaria en el mundo y cada afio se infectan aproximadamente 1.5
a 2.7 millones de personas, de las cuales la mayoria son nifios y mueren por la
enfermedad. Los paises africanos, donde existe el 90% de las muertes por
malaria, son arrasados por la guerra y las naciones que financian la mayoria de
las investigaciones en malaria cortan el presupuesto de las mismas. La prevencion
de esta enfermedad es dificil debido a que el parasito ha desarrollado resistencia a
la mayoria de los farmacos disponibles. El estudio y perfeccionamiento de una
vacuna efectiva todavia tiene un largo camino. Se ha presentado un incremento en
el numero de casos de malaria por P. falciparum, los cuales pueden estar
relacionados con el incremento a la resistencia de la cloroquina [3].

Segun el sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica de la Secretaria de
Salud el numero total de casos de paludismo en México, mostré un acumulado de
641 casos de P. vivax hasta la semana 16 del 2007, mientras que no se

registraron casos ocasionados por P. falciparum en el mismo periodo [4].



2.2. Clasificacion taxonémica del Plasmodium [2]

Phyllum: Apicomplexa (una sola célula)
Clase: Sporozoea (carecen de organelos de locomocion)

Subclase: Coccidia

Familia: Plasmodiidae
Género: Plasmodium
Especies

que afectan

al humano: P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale.

2.3. Ciclo biolégico

El vector de la malaria es el mosquito hembra Anopheles, cuando el vector
toma su alimento sanguineo, los esporozoitos presentes en las glandulas salivales
del mosquito se descargan en la perforacién y después de aproximadamente una
hora, estos estadios infectivos se transportan via sanguinea al higado, donde
penetran en los hepatocitos y comienzan a crecer, asi se inicia el ciclo
preeritrocitico o exoeritrocitico. Estudios detallados de la entrada de los
esporozoitos dentro de los hepatocitos indican que el proceso involucra proteinas

de superficie del parasito y moléculas del huésped. Los esporozoitos comienzan a



dividirse repetitivamente, estas esquizogonias generan un gran numero de
merozoitos exoeritrocitarios que salen del higado e invaden a los eritrocitos, asi
inicia el ciclo eritrocitico. Se ha descrito una esquizogonia secundaria o inactiva
que puede existir en P. vivax y P. ovale, puede permanecer en el higado
secuestrada por un largo tiempo, estos estadios se denominan hipnozoitos. La
esquizogonia en reposo, no existe en P. falciparum y probablemente no exista en
P. malariae [3].

Cuando el sistema inmune o la terapia no eliminan al parasito y el nimero
de eritrocitos parasitados incrementa de nuevo con sintomas clinicos
subsecuentes se conoce como recrudescencia. Todas las especies pueden
provocar una recrudescencia. El escenario en el cual, el eritrocito infectado se
elimina y a pesar de ello, existe una recaida posterior debido a una nueva invasion
de los eritrocitos por los merozoitos del higado, se llama reaparicion o recaida
verdadera, tedricamente esto ocurre solamente en infecciones por P. vivax y P.
ovale [3].

Los parasitos crecen y se alimentan de hemoglobina, (el producto
metabolizado por el parasito se llama hemozoina) dentro de los eritrocitos, el
merozoito (o trofozoito joven) se invagina y forma un anillo ameboide uninucleado,
asi entonces, desde que los nucleos comienzan a dividirse el trofozoito se llama
esquizogonia, una vez que ha madurado contiene merozoitos (el numero de
merozoitos por esquizogonia depende de la especie), los cuales son liberados
dentro del torrente sanguineo muchos de ellos son destruidos por el sistema
inmune, pero otros invaden a los eritrocitos, en los cuales comienza de nuevo el

ciclo eritrocitico.



Después de varias generaciones eritrociticas, parte de los merozoitos no se
convierten en esquizogonias, se diferencian a gametocitos femeninos vy
masculinos. No se conoce si su desarrollo esta predeterminado genéticamente o si
es una respuesta a algun estimulo ambiental especifico. El estimulo ambiental
puede relacionarse directamente con el incremento de la densidad del parasito y
es probable que pudiera tener alguna conexion directa entre las dosis subletales
de cloroquina y un incremento en la gametocitogenesis, particularmente en
parasitos resistentes a este farmaco [3].

Las formas sexuales y asexuales solo se presentan en la fase eritrocitica.
En el caso de P. falciparum el parasito dentro del glébulo rojo continua creciendo y
la membrana del eritrocito se adhiere a las células endoteliales y a los capilares de
los 6rganos internos. De esta forma soélo las formas anilladas y los gametocitos
aparecen en sangre periférica [3].

Si los gametocitos ingresan cuando el mosquito ingiere sangre, maduran en
gametos dentro del intestino del mosquito. Los microgametos masculinos sufren
una division nuclear por un proceso llamado exaflagelacion, en el cual el
microgametocito se rompe fuera del eritrocito, comienza a moverse y penetra al
macrogametocito femenino originando asi al cigoto, que se vuelve elongado y
movil, se conoce como oocito. Este estado migra al intestino medio del mosquito,
secreta una delgada pared y crece dentro del oocisto, el cual se dispersa en el
hemocele del insecto. En unos pocos dias a 2 semanas, el oocisto madura, con la
formaciéon de cientos de esporozoitos. Cuando el oocisto se rompe, los
esporozoitos se liberan dentro del hemocele y se distribuyen por el cuerpo y

algunos toman rumbo hacia las glandulas salivales. Cuando el mosquito toma su



siguiente alimento sanguineo, lo esporozoitos se inyectan junto con la saliva

dentro del huésped [3].

2.4. Patogénesis

La malaria tiene uno de los pocos agentes infecciosos para los humanos
que invade los eritrocitos, las cuatro especies de parasitos que afectan al humano
tienen ciclos de vida similares que alternan entre el mosquito y el huésped

Los sintomas y los signos se producen cuando los eritrocitos infectados se
rompen y los merozoitos (formas asexuales del parasito) recientemente formados,
se liberan en los 6rganos vy tejidos del cuerpo, lo que induce la segregaciéon de
diversas citocinas proinflamatorias [1, 5, 6]. Los sintomas de fiebre, dolor
muscular, dolor de cabeza y nausea se relacionan con la parasitemia, la fiebre se
modula por pirdgenos enddgenos segregados por monocitos y macrofagos
respondiendo a la ruptura de los eritrocitos infectados y a la liberacion de los
merozoitos. Los pirogenos enddgenos son citocinas que afectan el centro
regulador de la temperatura en el hipotalamo e inducen la sintesis de
prostaglandina E,, la cual inicia la respuesta fisioldgica que produce fiebre,
escalofrios, vasoconstriccion y otras manifestaciones clinicas [7].

Los esporozoitos inyectados por el insecto, los parasitos exoeritrocitarios,

que se desarrollan en el higado, y las formas sexuales del parasito (macro y



microgametocitos) de los que surgen las formas asexuales no causan la

sintomatologia clinica [1].

2.4.1. La invasion de los eritrocitos

Los merozoitos en la sangre periférica invaden a los eritrocitos (y
ocasionalmente a las plaquetas), la proporcion y el grado por la cual el
parasito se multiplica parece relacionarse con las severidad de la
enfermedad en individuos no inmunes. La invasién es un proceso altamente
especifico, ordenado y secuencial en el cual la forma invasiva, el merozoito,
ataca a eritrocitos susceptibles, se reorienta para que su terminacién apical
este posicionada en la membrana del eritrocito y entonces se mueve
lentamente dentro de una invaginacion localizada. El proceso de entrada de
la invasion se completa en 30 segundos. En la malaria causada por P.
falciparum, el eritrocito se une al antigeno (EBA 175) y/o a las proteinas de
superficie del merozoito (MSP-1 y MSP-2) al parecer interactuan con las
sialoglicoproteinas (glicoforinas) del eritrocito. La adhesién y orientacion
continia con la interiorizacion acompafada por la deformacion de la

membrana eritrocitaria [1].
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2.4.2. Citoadherencia.

Es el proceso mediante el cual las células infectadas maduran
especificamente adheridas a las células endoteliales dentro de las venulas
pos capilares, parecen jugar un rol central en la patogénesis de la malaria
cerebral causada por P. falciparum, ademas, la citoadherencia de parasitos

maduros:

a) Evita su pase hacia el bazo, el sitio ideal para su destruccion,
b) Favorece el crecimiento del parasito puesto que los sitios de maduracion
del parasito se encuentran en lugares de tensién de oxigeno reducida,

c) Puede facilitar la invasién de eritrocitos no infectados.

La citoadherencia del parasito genera obstruccién microvascular, que
focaliza los efectos de las toxinas parasitarias, las cuales activan a las
células endoteliales y generan el dafio que resulta de la liberacién de
citocinas. Durante la maduracion del parasito un numero de protuberancias
regulares y simétricamente dispuestas aparecen sobre la superficie de la
célula infectada, se piensa que son el sitio de sujecién del eritrocito a la
célula endotelial. Un numero elevado de proteinas parasitarias de alto peso
molecular, sobresalen de estas protuberancias de las cuales la mejor
conocida es la proteina de membrana eritrocitaria de P. falciparum

(PfEMP)-1 codificada por los genes var (variantes) [1].
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2.5. Cuadro clinico

La malaria es una enfermedad febril, sin embargo las caracteristicas
clinicas pueden ser extremadamente diversas porque los eritrocitos parasitados
circulan por todos los 6rganos y tejidos dentro del cuerpo y por lo tanto pueden
producir una amplia variedad de patologias. En las regiones endémicas las
manifestaciones de enfermedades severas en nifios son principalmente las de
malaria cerebral, frecuentemente con convulsiones, dolor respiratorio y anemia
severa, mientras que en los adultos es mas probable desarrollar fallas
multiorganicas como la renal y son menos probables las convulsiones o0 anemia
severa. Entre las complicaciones de una infeccion prolongada, encontramos la
esplenomegalia Malarial Hiperactiva (HMS) y el sindrome nefrético debido a P.

malariae [1].

2.5.1. Anemia

La anemia que se genera por infecciones de malaria puede tener
diversos origenes [3]:

a) Lisis directa de los eritrocitos en funcion del ciclo de vida del parasito
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b) La eliminacion esplénica tanto de eritrocitos infectados como de aquellos
que no lo estan.

c) Lisis autoinmune de eritrocitos infectados y no infectados.

d) Descenso de la incorporacion de hierro al grupo hemo.

e) Incremento de la fragilidad de los eritrocitos, y

f) Descenso en la produccion de eritrocitos.

La anemia es normocitica y puede ser “grave” (Hb <4g/dL). Suele
haber trombocitopenia (<100 000 plaquetas/uL) y en las formas mas graves
de la enfermedad se observa una leucocitosis periférica. Se puede elevar:
la creatinina, las bilirrubinas y las enzimas séricas (p.e. aminotransferasas y
5’nucleotidasa). Los pacientes gravemente enfermos suelen tener acidosis,
con pH bajo en el plasma capilar y concentraciones bajas de bicarbonato.
Las alteraciones hidroeléctricas (sodio, potasio, cloro, calcio y fosfato) son
variables. Tanto en el adulto como en el nifio, las concentraciones de acido
lactico en la sangre y el liquido cefalorraquideo estan elevadas de forma
proporcional con la gravedad de la enfermedad [8].

La anemia causada por P. falciparum es compleja y multifactorial. La caida
de la hemoglobina es superior a la que ocasiona la perdida de eritrocitos
infectados [1].

El principal mecanismo en la patogénesis de la anemia es:

a) Los plasmodios liberan antigenos que se adhieren a las membranas de
los eritrocitos sanos, lo que induce cambios en su superficie que genera

la formacion de anticuerpos y la interaccion con estas moléculas los
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etiqueta como alterados y entonces cuando llegan al sistema
reticuloendotelial son destruidos.

b) Finalmente, la decadencia de la produccion de eritrocitos debido a
hipoplasia medular como se observa en las infecciones agudas y
diseritropoyesis, un padecimiento que en términos funcionales resulta en

eritropoyesis inefectiva.

2.5.2. Hepatoesplenomegalia

El bazo presenta cambios inmediatos en la infeccion, tal como
hiperemia y un ligero agrandamiento, después durante la fase cronica, el
bazo aumenta de tamano clinicamente aparente debido a que
microscopicamente tanto la pulpa roja como la blanca se distienden por una
hiperemia masiva, los eritrocitos y los macréfagos en su interior forman
grandes racimos amorfos de pigmentos negros y estos se encuentran
diseminados en todo el 6rgano. Las observaciones histoldgicas evidencian
una hiperplasia linfoide de la pulpa blanca y una proliferacién de las células
madre hematopoyéticas como resultado de la anemia

En el higado los cambios aparentes suceden durante la infeccion
clinica, se presenta una sobrecarga de fluido, donde existe una distension

de las sinusoides, por el incremento del numero de macrofagos con
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pigmentos asi como una cantidad mayor de células polimorfonucleares y las
células de Kuffer se repletan de pigmento lo que ocasiona necrosis focal

con infiltracion por polimorfonucleares vy linfocitos [7].

2.5.3. Pérdida de Peso Corporal

La pérdida de peso se debe en gran medida a las consecuencias
provocadas por la anemia, ya que, al igual que en los humanos la deficiencia de
oxigeno en el cuerpo hace que los 6rganos de mayor importancia reciban la mayor
cantidad de esté, mientras que al sistema digestivo, por ejemplo, sea el menos
beneficiado con fluido sanguineo y ello involucra que la absorcion de nutrientes
sea menor, esto a su vez, implica un decrecimiento en la masa muscular, tanto por
una menor cantidad de fluido sanguineo recibido, asi como también por la escasa

cantidad de nutrientes disponibles
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2.6. El modelo murino

Los modelos experimentales de malaria murina se utilizan ampliamente en
un intento para entender la biologia y la patologia de la malaria humana. Los
grandes avances que ha tenido la inmunologia de deben en gran parte a los
estudios que se han hecho en modelos animales y muy particularmente en el
modelo del raton. Aunque el sistema inmune del humano difiere un poco del de
ratén y la farmacocinética de las drogas difiere entre los humanos y el raton, todas
las especies de plasmodios tienen ciclos de vida comparables, ademas, su
diversidad es analoga a la que observamos en las cuatro especies que afectan al
humano [9].

Aunque el los ultimos anos el conocimiento de la respuesta inmune en el
humano ha avanzado considerablemente, sigue siendo valido el concepto de que
el sistema inmune mejor conocido es el del raton. Las similitudes que hay en la
organizacion y funcionamiento del sistema inmune de los mamiferos ha hecho
posible el extrapolar al humano, conceptos adquiridos al estudiar el sistema
inmune del ratén, sin embargo, hay que recordar que el sistema inmune del raton
no es una copia exacta del sistema inmune del humano y por lo tanto, las
extrapolaciones ratdn-humano deben estar sujetas a comprobacion experimental.

Los modelos de malaria murina se iniciaron cuando en la década de los
cuarentas del siglo pasado Vincke I. H. estudio el mosquito Anopheles duremi

millcampsi y establecié que el huésped vertebrado natural de este plasmodio era

16



la rata de campo Grammomys surdaster. Infectd a la rata con el mosquito y en
1948 aislo6 el parasito Plasmodium berghei, esto impulso la investigacion sobre la
malaria pero el parasito era letal para los ratones, asi que en 1952 aislo otro
parasito al que denomind Plasmodium vinckei que infecta facilmente al raton.
Posteriormente se aislaron dos especies mas P. chabaudi y P. yoelii en Africa,
con el tiempo se detectaron diferentes cepas de las 4 especies ya descritas con
distintas propiedades incluyendo infecciones no letales que permiten estudiar la
respuesta inmune en la infeccion [10].

En 1974, el doctor Killick-Kendrick propuso una clasificacién de los
diferentes plasmodios de roedores que es la que se usa actualmente. La
clasificacion se basa en las propiedades morfolégicas, bioldgicas y la presencia de
diferentes isoenzimas [10].

De esta forma los plasmodios murinos se distribuyeron en dos grupos: el
primero Berghei, que se caracteriza por infectar preferentemente a los
reticulocitos, producir de 10 a 18 merozoitos por eritrocito infectado y causar
infecciones no sincrénicas, asimismo pueden infectar ratas, ratones y hamsters y
el segundo grupo Vinckei, que infecta preferentemente a los eritrocitos maduros,
que producen de 6 a 12 merozoitos y causan infecciones sincronicas, ademas
estos plasmodios pueden infectar ratones de laboratorio pero no ratas ni hamsters.

Los dos grupos pueden agruparse segun la siguiente tabla [10]:
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Clasificacion Killick- Kendrick para los plasmodios murinos

GRUPO ESPECIES SUBESPECIES
BERGHEI P. berghei
P. yoelii P. yoelii yoelii

P. yoelii Killicki

P. yoelii nigeriensis

VINCKEI P. vinckei P. vinckei vinckei
vinckei petteri

vinckei lentum

P. chabaudi

P.

P.

P. vinckei brucechwatti
P. chabaudi chabaudi
P.

chabaudi adami

Kumate J, Martinez PA, comp. A cien afos del descubrimiento de Ross. El paludismo en México. México:

Editorial El Colegio Nacional, 1998:145-148

A continuacion se describiran las caracteristicas biolégicas de las especies
de parasitos que se utilizan en el modelo experimental de malaria de esté trabajo.
Los estadios de los esporozoitos y de las esquizogonias preeritrociticas son mas o
menos similares en las diferentes especies, probablemente porque se reproducen
con menor frecuencia que los estadios sanguineos, en contraste, los ciclos sexual

y asexual muestran muchas diferencias especificas [9].

18



2.6.1. Plasmodium yoelii

Esporogonia. Su temperatura ideal de maduracion esta entre 23-25° C con
una optima de 24° C

P. yoelii nigeriensis es una de las especies que produce mas oocitos en A.
stephensi, de 400 a 600 oocitos por mosquito, lo que lo convierte en un
portador mortal. Cuando existe una infeccidn masiva de esporozoitos, se
vuelven menos infectivos, también sucede lo mismo cuando mas de 100
hembras se alimentan del mismo roedor, pues parece ser que la eficiencia
de la esporogonia depende del numero de mosquitos alimentados de un
solo donador de gametocitos.

El tiempo de maduracién de los oocitos es corto, (9 y 10 dias), y un gran
numero de esporozoitos alcanzan las gandulas salivales cerca del 11° dia

después de haberse alimentado.

Esquizogonia preeritrocitica. Los esquizontes hepaticos maduran en
promedio de tiempo de 45 hs en los ratones. Se producen

aproximadamente 20,000 merozoitos en ratones.

Esquizogonia eritrocitica. Muestra una afinidad por los reticulocitos, y uno
de ellos podria contener hasta 10 parasitos, sin embargo, también pueden
invadir a los normocitos, dependiendo de la virulencia de la especie. La

parasitemia de P. yoelii yoelii 17X y 265BY, depende de la produccion de
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reticulocitos por el huésped, no obstante, P. yoelii nigeriensis crece
rapidamente e invade todos los eritrocitos disponibles. La duracion del ciclo
de la esquizogonia es de 18 hs y la infeccidn es asincronica. Esta especie

es mas resistente a la cloroquina que las otras especies.

Gametocitos. La produccién de gametocitos es constante en la infeccion.
En el laboratorio, estos no tienen un tiempo circadiano preferencial para la

infeccion de mosquitos

2.6.2. Plasmodium chabaud,.

Esporogonia. Semejante a otros parasitos, la maduracién de los oocitos

ocurre a 24° C ytoma de 12 a 13 dias.

Esquizogonia preeritrocitica. Es poca la informacion disponible sobre este
estadio pero su tiempo de maduracién es de 54 h. para P. chabaudi

chabaudiy 58 h. para P. chabaudi adami.

Esquizogonia eritrocitica. Las subespecies de esta especie invaden a los
normocitos y a los reticulocitos. La duracion de un ciclo de esquizogonia es
de 24 h. y es sincrénico. Las esquizogonias aparecen por la noche entre las

00:00 y las 03:00 h. donde el periodo de luz es diurno y al medio dia cuando
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el periodo de luz esta invertido. Ambas especies son muy sensibles a la

cloroquina.

Gametocitos. Una pequena cantidad de gametocitos se observa alrededor
del dia 3 y 4, pero mucha de la produccién de gametocitos ocurre durante y
después de la crisis, alrededor del dia 8, cuando la infectividad de los
gametocitos esta inhibida. El numero de gametocitos y su infectividad se
puede incrementar en ratones por la induccion de reticulocitosis, ya sea, por

repetidos sangrados o por la inyeccion de hidrocloruro de fenilhidrazina

2.7. Mecanismos de la respuesta inmune en malaria.

Existen varios tipos de respuesta inmune antiparasitarias, mediadas tanto
por linfocitos T como B, que poseen receptores (TCR) especificos de antigenos en
su membrana capaces de reconocer distintos determinantes antigénicos, como
por otros tipos celulares, polimorfonucleares (PMN) macréfagos, etc. [11]

La respuesta inmune que controla o elimina al estadio sanguineo de
plasmodio, depende principalmente de los linfocitos T, sin embargo para eliminar
completamente a este parasito se requiere la participacion de los linfocitos B [12,
13]. La infeccion por P. yoeliiy P. berghei no se puede controlar o eliminar sin

células B, la inmunidad depende de anticuerpos; mientras que, para las
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infecciones primarias provocadas por P. chabaudi chabaudiy P. chabaudi adami,
asi como, las infecciones secundarias por P. vinckei se pueden controlar, por un
mecanismo independiente de anticuerpo,

La respuesta inmune para los estadios sanguineos de las distintas especies
sigue, por lo regular el mismo comportamiento, comenzando como primera linea
de defensa, la participacidn de macréfagos y células NK [6], ademas de los
linfocitos T CD4+, los cuales son prescindibles para la adquisicion de inmunidad
tanto celular como humoral. A continuacibn se describe a detalle esta
participacion.

Las células NK son una fuente importante de interferén gamma (INF-y), una
citocina que juega un papel muy importante en la activacién de otras células con el
mecanismo inmune antigeno independiente, tal como los macréfagos, que
eliminan los parasitos tanto intra como extracelulares [14]. El principal mecanismo
por el cual, las células NK controlan el crecimiento de patdgenos intracelulares,
involucra la produccién de INF-y [6, 11], ademas contribuye a la resistencia
durante las fases tempranas de la infeccion, las células NK influyen en la
naturaleza de la respuesta inmune adaptativa [15], juegan un papel como células
efectoras en la resistencia innata y como células reguladoras en la inmunidad
adaptativa [16].

Las células T CD4+ reconocen a los antigenos en el contexto de sus

receptores celulares T (TCR) aff o y6. Segun estudios realizados en ratones, las

células T con TCR off son primordiales para la resolucién de la malaria en
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estadios sanguineos, mientras que, las células T con TCR yd estan mas bien
involucradas en la patogénesis de la enfermedad [16].

El reconocimiento de un antigeno especifico por parte de las células T
CD4+ con la interaccion del TCR af3, da lugar a la activacion de dos
subpoblaciones de células T CD4+: Th1 y Th2 que producen patrones
caracteristicos de citocinas con actividad en otras células, tal como T y B, asi
como macréfagos con la funcién de erradicar la infeccion [11]. Asi pues, las
células T CD4+ actuando con ambas subpoblaciones de Th1 y Th2 pueden mediar
la proteccion [5].

Langhorne et al (1989) demostraron que las células T CD4+ correspondian
al tipo inflamatorio o subpoblacién Th1 y predominaban en un inicio o fase aguda,
mientras que, durante fase crénica de la infeccidon predominaba la subpoblacion
Th2, las cuales cooperan para la produccion de anticuerpos por las células B, esto
es que la activacion de las células Th1 median los mecanismos de la inmunidad
mediada por células, la cual controla la parasitemia aguda, mientras que la
posterior activacion de las células Th2, participan en la proliferacion y la
diferenciacién de las células B para eliminar la infeccibn por mecanismos que
dependen de anticuerpos.

Los linfocitos Th1 estan involucrados principalmente en la activacion de las
células citotdxicas (TC y NK) y macrofagos debido a la produccion de citocinas, tal
como, IFN-y, TNF-B (conocida también como linfotoxina alfa) e interleucina 2 (IL-2)
[11, 13], al parecer la secrecion de INF-y activa a los macréfagos, los cuales

secretan IL-12, IL-1 y TNF-a asi como la produccion de grandes cantidades de NO

23



(6xido nitrico), el cual inhibe el desarrollo de los estadios exoeritrocitarios de
Plasmodium bergheiy P. yoelii in vitro y derivados del mismo matan a los estadios
eritrocitarios asexuales de P. falciparum in vitro. Alternativamente el NO puede
tener un efecto indirecto a causa de la vasodilatacion de los vasos sanguineos,
contribuyendo a una menor eficacia de los macrofagos en el secuestro de los
parasitos en los capilares tisulares profundos [5], sin embargo, en estudios
realizados con ratones infectados con P. chabaudi AS se ha propuesto que los
niveles elevados de NO en el bazo, pudieran proteger contra el dafio tisular [16],
Otro contribuyente a la proteccion del huésped es la IL-12 producida por los
mismos macroéfagos, es un potente factor de crecimiento de progenitores de la
hematopoyesis, asi como también progenitores celulares eritroides [18].

El INF-y, regula la opzonizacion y la produccién de las inmunoglobulinas
que fijan complemento como la IgG2a y la IgG3 involucradas en la fagocitosis, asi
como la regulacién de la citotoxicidad celular anticuerpo-dependiente. El INF-y
junto con las citocinas asociadas a las células Th1 y al TNF-a, pueden controlar la
parasitemia aguda, existen expectativas de que una cadena de citocinas que
involucran a la IL-12, INF-y y TNF-a son de gran importancia para lograr este
efecto [16].

Los células Th2 cooperan en la produccion de anticuerpos, secretan IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 [11,13]. La IL-4 es un factor de proliferacion para las
células B que favorece la produccion de anticuerpos IgG1 e IgE [19]. Las citocinas
IL-4, IL10 e IL-13, tienen propiedades antiinflamatorias que pueden antagonizar la

respuesta de las células Th1, debido a sus efectos inhibitorios sobre la activacion
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de los macrofagos. La produccion de citocinas por las células Th2 ejerce una
funcion sobre las células B, puesto que estimulan la produccion de IgM, tanto en
humanos como en ratones y los isotipos de IgG no fijadores de complemento,
lgG1 e IgG4, en ratones y humanos respectivamente, asi también como la
produccion de IgE.

El estadio preeritrocitico del parasito es mas susceptible a los efectores del
sistema inmune, porque el hepatocito es la unica célula huésped capaz de
expresar moléculas HMC de clase | y clase Il. El uso de roedores como modelo ha
ayudado a revelar el valor de los estadios hepaticos como blanco de defensa y a
permitido describir un gran numero de mecanismos capaces de inhabilitar el
desarrollo de los parasitos intrahepaticos, encontrando que en este estadio son
susceptibles anticuerpos, actuando solos o0 en conjunto con células no
parénquimales como son células de Kupffer, las células NK, la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos, las células CD8+, las células T CD4+ o las células T
vd, citotoxicidad y también un gran numero de citocinas y otros mediadores. La
capacidad de las células T CD4+ y CD8+ de roedores para inhibir los parasitos en
estadio hepatico radica en la presencia de antigenos en los hepatocitos en
asociacion con las moléculas de MHC clase | y clase Il. Los hepatocitos de
roedores normalmente expresan bajos niveles de moléculas de MHC clase | y la
expresion de moléculas MHC clase Il pueden inducirse por el IFN-a y el INF-y [20].

La respuesta de las células T CD8+ es extremadamente efectiva inhibiendo
el desarrollo de los estadios hepaticos y en corto tiempo después que los

esporozoitos invadieron a los hepatocitos, el mecanismo molecular por el cual se
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7. DISENO DE INVESTIGACION

Tipo de estudio: Experimental

8. MATERIALES

8.1. Material Biolégico

-  Eritrocitos infectados con cepas de P. yoelii 17XL y P. chabaudi AS
criopreservados en nitrogeno liquido.
- Ratones CBA/Ca Infectados con: P. yoelii 17XL y reinfectados con P.

chabaudi AS, P. yoelii 17XL y la mezcla de ambos parasitos.

8.2. Equipo

Equipo Marca

Balanza Analitica Scientech SA210
Balanza Granataria Sartorius BL610

Camara de electroforesis BIO-RAD



Campana de Flujo Laminar Veco
Congelador REVCO (-70° C) Nieto (-20° C)

Equipo para fotografia de geles

Espectrofotometro
Fuente de Poder
Incubadora de CO;
Microcentrifuga
Micropipetores
Microscopio
Refrigerador
Termociclador
Transiluminador UV

Vortex

WPA Lightwave

BIO-RAD Power Pac 300
LAB-LINE

Eppendorf 5804R

Wilson y Finepipette

Zeiss Estandar 25 ICS
MayTag

MJ Research Inc. PTC-100
BIO-RAD GelDoc 1000

Daigger Genie 2
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8.3. Reactivos

Reactivo

Aceite Mineral

Acetato de sodio

Acrilamida
bisAcrilamida
Alcohol Isopropilico
Agua milliQ

Agua bidestilada
AmpliTaq

Ficoll

Sacarosa

Duodecil Sulfato de Sodio (SDS)

TRIS

EDTA

Marca Concentracion
Sigma

Sigma Molecular
Biology

Sigma

UBS

Burdick & Jackon
UBS

Hidropura

Roche

Sigma

Sigma

UBS

Gibco BRL

Sigma
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Anaranjado G

Primers MCK4 + MCK5
Primers ML1+ML2
Azul de Bromofenol
Xilen cianol

Cloruro de Potasio
Gelatina

Bromuro de Etidio
Cloruro de Magnesio
dNTP’s

Etanol Absoluto
TEMED

Metanol

Mezcla Fenol:Cloroformo:Alcohol

Isoamilico

Persulfato de Amonio (APS)

Pronasa
Saponina

Acido Boérico

Sigma Molecular
Biology
Oswell

Oswell

Sigma

Sigma

Sigma MB
Sigma

BDH Chemical
Roche
Invitrogen
Merck

Sigma MB

Aldrich

Sigma

Sigma
Sigma
Sigma

USB

25 mM

5mM

25:24:1
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8.4. Material

= Estuche de diseccion

» Puntas estériles para micropipetas ( 10 yL, 200 yL y 1000 uL)
= Tubos Eppendorff de 1.5 mL

= Tubos Eppendorff de 200 yL de pared delgada

» Laminillas de vidrio

» Vasos de precipitados

= Micropipetores

= Papel Parafilm

» Aguja para jeringa estéril

9. METODOS:

9.1. Infeccidn y reinfeccion.

Se infectd un lote de 90 ratones CBA/Ca con P. yoelii 17XL y al dia 7 post
infeccion, cuando la parasitemia fue alrededor de un 30%, se trataron con
pirimetamina. Ocho semanas después el lote se dividié en 3 grupos de ratones,
los cuales se reinfectaron con 5X10* eritrocitos parasitados de:

Grupo 1 P. chabaudi AS

Grupo 2 P. yoelii 17XL

Grupo 3 mezcla de ambos parasitos
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9.2. Andlisis de la parasitemia.

A partir del dia 4 post infeccion, se tomaron muestras de sangre
diariamente de cada raton para evaluar la parasitemia en frotes tefidos con

Giemsa, los resultados se evaluaron por microscopia optica.

9.3. Obtencion de peso.

Los ratones se pesaron diariamente, se consideré el 100% el peso
registrado el dia cero, con los datos asi obtenidos, se calcul6 la pérdida de peso

corporal.

9.4. Indice esplénico.

Se extrajo el bazo de los ratones y se peso para obtener la relacion entre el

peso del bazo y el peso del ratdn lo cual determina el indice esplénico del raton.
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9.5. Andlisis de Hemoglobina (Hb).

Para la cuantificacion de Hb en sangre se utilizo el reactivo de Drabkin y un
estandar de Hb. La dilucion de la muestra fue de 1:251 (1 puL de sangre en 250 pL
de Drabkin), se agitdé hasta la lisis completa y después de 10 min se leydé la

absorbancia a 540 nm.

9.6. Extraccion de DNA

Diariamente se tomaron muestras de sangre a cada raton
(aproximadamente 10 uL) en tubos Eppendorf que contenian 450 uL de solucién
salina de Krebs heparinizada.

A cada tubo se le adicionaron 2 uL de saponina al 10% y se mezclé por
inversion hasta la lisis completa de los eritrocitos, los tubos se centrifugaron 5
minutos a 7000 rpm, se elimind el sobrenadante evitando tocar el botdn celular
que se obtuvo al centrifugar.

El botdén asi obtenido se resuspendié con 80 uL del amortiguador de lisis
con pronasa y se incub6 a 37° C por una hora, se adicionaron 320 uL de acetato
de sodio 375 mM y se incub6 a 37° C durante 1 h.

Se adicionaron 480 uL de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) y se agitd en vortex por 5 min, se centrifugd a 13000 rpm por 15min y se

separd el sobrenadante en otro tubo Eppendorf al cual se le adicioné el mismo
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volumen de isopropanol frio, y se incubd durante 20 min. a -20°C, se centrifugé a
14000 rpm por 15 min a 4° C, y se eliminé la mayor cantidad de alcohol evitando
tocar el boton de DNA.

El DNA se secd en el temociclador a 56° C hasta que se evapord

completamente el alcohol.

9.7. La Reaccioén en Cadena de Ia Polimerasa en Nido

Para la PCR en nido se realizaron los calculos para el numero de
reacciones a analizar, asi como del registro de cada una de las muestras en la
primera amplificaciéon de PCR en nido. Se realizé la mezcla maestra de reaccion,
como se indica en el Anexo 16.2.2 y se adicionaron 19 uL a cada tubo Eppendorf
de 200 uL, posteriormente se colocaron 50 uL de aceite mineral, y fuera de la
campana, se anadieron las muestras de DNA. Los tubos de reaccion se colocaron
en el termociclador en el programa ML1 correspondiente a los oligos ML1+ML2
(Anexo 16.2.1).

Se preparé la mezcla maestra para la segunda reaccion de PCR, se
utilizaron los oligos McK4 y McK5, se adicionaron 50 uL de aceite mineral y fuera
de la campana 1uL del producto de amplificacion de la primera reaccion de PCR,
se colocaron los tubos en el termociclador de acuerdo al programa SEGR para los

oligos MCK4+MCKS5 (Anexo 16.2.4).
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A los productos obtenidos de la segunda amplificaciéon se le agregaron 10
uL de solucion de carga, y se prepard un tubo extra que contenia un marcador de
peso molecular de 50 pb (pares de bases). Todos los productos de PCR se
resolvieron e identificaron por electroforesis en un gel de acrilamida al 3%. El
corrimiento electroforético se llevd a cabo por aproximadamente dos horas y
cuarenta y cinco minutos a 180 V, el gel se tiid con bromuro de etidio durante 3
minutos, se lavo y se elimind el exceso de agua y los resultados se visualizaron en
un trasiluminador de luz UV, la imagen se capturo utilizando una camara de video
conectada a una computadora y el analisis de las bandas se llevé a cabo con el

sofware del aparato analizador de geles Bio-Rad GelDoc 1000.

10. POBLACION

Ratones CBA/Ca machos de 8 -12 semanas

11. CRITERIOS

11.1. De inclusion

Cepa de ratones singénicos: CBA/Ca
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Sexo: machos
Edad: 8 -12 semanas

Condiciones: libres de patégenos

11.2. De exclusién

Ratones de diferente cepa.
Ratones hembra.
Ratones fuera del intervalo de edad ya establecido.

Ratones con otro tipo de infeccidn o padecimiento.

11.3. De eliminacion

Solamente en caso de muerte por la infeccion.

11.4. Variables

Parasitemia.

indice esplénico.
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Concentracion de Hemoglobina.

Peso corporal.
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12. DIAGRAMA DE FLUJO

INFECCION
PRIMARIA

2 Ratones CBA/Ca de 8-
12 semanas de edad

Infeccidn con eritrocitos

infectados con P. yoelii 17XL Seguimiento diario 0 e
crioconservados en nitrégeno de la parasitemia 40% Parasitemia
liquido

Infectar a los 90
ratones del lote con
la suspension

Macerar bazo para
obtener suspension
celular en PBS

Tratamiento con
pirimetamina hasta
0% de parasitemia

Después de 8
semanas de
infeccion

Tomar muestra de
cada raton

7 N 7\ 7\

4 Ratones para

Sacrificar ratones
para obtener bazo

Reinfectar lotes
con: B
P. chabaudi AS =+

P. yoelii 17XL =+
Mezcla de ambos

n__ 7

»[[ Para hemoglobina ]

registro de peso

Para extraccion de

v

Sacrificar para tomar
peso de bazo para

DNA

indice esplénico ' |[ Para frote sanguineo ]:l
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‘ PCR en nido

[[ Exiraer DNA ]]
v

Realizar mezcla de
Reaccioén para
oligos ML1+ML2

v

I:[ 12 Amplificacion ]
v

Realizar mezcla de
reaccion para oligos
MCK4 +MCK 5

* [[ Tincién con Giemsa ]
[[ 22 Amplificacion ]
* Lectura por =
microscopio Optico v

Electroforesis de
muestras Lectura por Calcular

indice
esplénico

Pesar
ratones

Sacrificar
ratones

Parasitemia

Cuantificacion de
Hemoglobina

Frotes sanguineos

Realizar
diluciéon 1:251
de sangre con
solucién de
Drabkin Pesar
bazo

espectrofotometrl indice

esplénico
* Conteo celular para
determinar
[[ Densitometria ]] parasitemia

v

I:[ Analisis de Resultados ]]

Analisis grafico
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13. RESULTADOS.

13.1. Evaluacion de la concentracion de hemoglobina

Un lote de 90 ratones CBA/Ca se inocularon con P. yoelii 17XL al dia 7 post
infeccion se trataron con pirimetamina y 8 semanas después se dividieron en 3
grupos que se reinfectaron con. A) P. yoelii 17XL, B) P. chabaudi AS y C) una
mezcla de ambos plasmodios. Diariamente se tomé 1 uL de sangre y se le
adicionaron 250 pL del reactivo de Drabkin, 10 minutos después se leyo la
absorbancia a 540 nm y se evalué la concentracion de Hb (Grafica 1) utilizando
una curva estandar.

Los resultados muestran que disminuye paulatinamente la concentracion de
hemoglobina en los tres grupos de ratones. No se encontré diferencia significativa
entre los niveles de Hb en los 3 grupos de ratones. A partir del dia 18 los ratones
empiezan a incrementar la concentracion de hemoglobina, sin embargo, el ultimo
dia de la evaluacion (dia 34 post infeccion) los ratones todavia no recuperaban

sus niveles normales de hemoglobina (Grafica 1).
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Determinacién de Hemoglobina
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Dias después de la reinfeccion

—7/—Reinfeccién ¢/ P chabaudi AS —I3— Reinfeccion c/ P yoelii 177XL — @ — Reinfeccion ¢/ Mezcla

Gréfica 1. Cinética de los niveles de hemoglobina durante la reinfecciéon con P. yoelii 17XL,
P. chabaudi AS o una mezcla de ambos parasitos. Un lote de ratones CBA/Ca se infecto con P.
yoelii 17XL a los 7 dias post infeccidon se trataron con pirimetamina y después de 8 semanas se
reinfectaron con: P. yoelii 17XL, P. chabaudi AS o una mezcla de ambos parasitos. Cada tercer dia
se analizé la concentracion de Hb con el reactivo de Drabkin, los resultados se interpolaron en una
curva estandar y se representan los promedios y las desviaciones estandar por dia en cada grupo
de ratones.

13.2. Pérdida de peso corporal

Un lote de 90 ratones CBA/Ca se infectaron con P. yoelii 17XL, se trataron con
pirimetamina al dia 7 postinfeccion y 8 semanas después se dividieron en 3

grupos que se reinfectaron con: P. yoelii XL, P. chabaudi AS o una mezcla de
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ambos plasmodios. Se evalud el peso corporal de cada grupo de ratones y se
analizé cada tercer dia por 34 dias, al final se determin6 el promedio por dia en

cada grupo Yy se graficd contra el tiempo de reinfeccion.

Pérdida de Peso

35

33

31

29

Peso en gramos

27 =]

25

Dias despuésde la reinfeccion

—t— Reinfeccion ¢/ P chabaudi AS —O—— Reinfeccion ¢/ P yoelii 177XL — —-— — Reinfeccién ¢/ Mezcla

Gréfica 2. Efecto de la reinfeccion sobre la pérdida de peso corporal por P. yoelii 17XL, P.
chabaudi AS y una mezcla de ambos. Se evalu6 el peso corporal de tres grupos de ratones
CBA/Ca después de sufrir una infeccion con P yoelii 17XL, se trataron con pirimetamina al dia 7
postinfecciéon y se reinfectaron con: el parasito homologo o con una cepa no letal (P. chabaudi AS)
y la mezcla de ambos parasitos y se analizo cada grupo por 34 dias, cada tercer dia hubo un
promedio del peso por cada grupo el cual se grafico contra el tiempo de reinfeccion.

Los ratones de todos los grupos pierden peso a lo largo de la infeccion, e
inclusive esta pérdida de peso se prolonga aun después que se ha eliminado
completamente la parasitemia, es importante hacer notar como el grupo de
ratones que se reinfectd con el parasito homdélogo fue el que perdié mayor peso,
aun cuando ya habian eliminado al plasmodio como lo muestra la grafica de
parasitemia. Este hallazgo podria estar asociado con la letalidad de esta cepa de

plasmodio.

44



13.3. El indice esplénico.

Grupos de ratones CBA/Ca se infectaron con P. yoelii 17XL, a los 7 dias
post-infeccion se trataron con pirimetamina y 8 semanas después se retaron con:
P. yoelii 17XL, o con P. chabaudi AS o con la mezcla de P. yoelii 17XL / P.
chabaudi AS
Diariamente los ratones se pesaron, el dia en que se sacrificaron también se peso

el bazo para calcular el indice esplénico con la siguiente férmula:

Peso del bazo

indice esplénico =

Peso del ratdon

Con los resultados obtenidos se obtuvo el promedio de los cuatro ratones,

se también la desviacion estandar por dia, los resultados se graficaron con

relacion al tiempo de la reinfeccion (Grafica 3).
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indice Esplénico
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Grafica 3. Indice esplénico durante la reinfecciéon. Grupos de ratones CBA/Ca se infectaron con
P. yoelii 17XL, se trataron con pirimetamina al dia 7 postinfeccion y 8 semanas después se
dividieron en 3 grupos que se reinfectaron con: P. yoelii XL, P. chabudi AS o una mezcla de ambos
plasmodios. En los dias sefialados se sacrificaron 4 ratones de cada grupo y se les determiné el
indice esplénico, las barras representan el promedio y la desviacién estandar de los resultados de
4 ratones por grupo.

En los tres grupos de ratones el indice esplénico aument6 durante los 10
primeros dias post reinfeccion, El grupo que manifestd el mayor incremento en el
indice esplénico fue el infectado con el parasito heterdlogo (P. chabaudi AS). En
los ratones que se retaron con el P. yoelii 17XL se observo un incremento en el
tamano del bazo, pero después del dia 10 el bazo ya no aumenté de tamafio y
empezo a regresar a su tamano original. En el grupo de los ratones reinfectados
con la mezcla se observd un incremento hasta el dia 22 y posterior a este dia

empezo a disminuir de tamano (Grafica 3).
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13.4. Evaluacion de la parasitemia

La parasitemia se evalu6 cada tercer dia durante 16 dias en los 3 grupos de
ratones, se realizaron frotes sanguineos que se fijaron con metanol y se tifieron
con Giemsa. Los resultados se analizaron en un microscopio 6ptico a un aumento
de 100X. El conteo de eritrocitos parasitados (EP) se realizé segun los siguientes

criterios:

— Cuando existian menos de 2EP por campo, se leyeron 50 campos

— Cuando existian 2 o mas EP por campo se contaron 200 eritrocitos

normales y parasitados

Finalmente se calcul6 la media geométrica de los resultados obtenidos para
cada dia en los diferentes grupos de ratones y se graficaron en relacién al tiempo

de la reinfeccién (Gréfica 4).

Los ratones reinfectados con el parasito homélogo (P. yoelii 17XL)
mostraron la menor parasitemia, el pico mas alto se alcanzé el dia 8 post
reinfeccion con una parasitemia cercana al 5%. El grupo de ratones reinfectados
con la mezcla de plasmodios (P. yoeli 17XL y P. chabaudi AS) desarrollo
parasitemias ligeramente mayores que los ratones reinfectados unicamente con P.

yoelii 17 XL, sin embargo, en el dia 16 post infeccion todavia no lograban controlar
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completamente la reinfeccion. Finalmente el grupo que desarroll6 la mayor
parasitemia fue el reinfectado con el parasito heterdlogo (P. chabaudi AS), el nivel
maximo se detectd el dia 12 post infeccidn, después de ese dia la parasitemia
disminuyo subitamente y en el dia 16 post infeccidn los ratones practicamente ya

habian eliminado la infeccion (Grafica 4).

Parasitemia

30 =

25

Lritrmcitar poraritedar

Dasdespuesde lareinfeccia

—f— Ratones reinfectados c/ P. chabaudi AS —~0O— Ratones reinfectados c/ P. yoelii 17XL

— —8— — Ratones reinfectados ¢/ Mezcla de ambos

Grafica 4. Evaluacién de la parasitemia en una segunda infeccion con el parasito homélogo,
heterélogo y una mezcla de ambos. Grupos de ratones CBA/Ca se infectaron con P. yoelii 17XL,
a los 7 dias post-infeccién se trataron con pirimetamina y 8 semanas después se retaron con: P.
yoelii 17XL, o con P. chabaudi AS o con la mezcla de P. yoelii 17XL y P. chabaudi AS.
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13.5. Analisis por PCR en nido

El analisis microscépico para la identificacion de las diferentes especies de
Plasmodium que se encuentran en la misma laminilla es extremadamente
complejo dado que con frecuencia es dificil la identificacion morfolégica de
especies y ademas porque la especie en mayor numero puede enmascarar a la
que esta presente en menor cantidad, por lo que se decidié realizar el analisis de
las especies utilizando la técnica de PCR en nido, esta técnica se disefio por este
grupo de investigacion [26]. En esta técnica se realizan dos reacciones de PCR
una con un par de primers denominados ML1 y ML2 y la segunda amplificacion
con primers internos a los primeros denominados McK4 y Mck5 que amplifican
una region mas pequena que corresponde a la primer regién variable de la
proteina MSPI y donde se generan amplificaciones polimérficas que son distintas
en peso molecular para P. chabaudiy para P. yoeli 17XL. Para este ensayo se
consideré unicamente el grupo de ratones que después de haber sufrido una
infeccion con P. yoelii 17XL se reinfecté con la mezcla de P. chabaudi AS y P.
yoelii 17XL. A diferentes tiempos durante la reinfeccién se tomaron muestras de
sangre, de las que se extrajo el DNA, mismo que se utilizé para realizar las dos

amplificaciones del PCR en nido, tal y como se describe en materiales y métodos.

Los productos de PCR se separaron en geles de acrilamida al 3%, los geles

se tineron con bromuro de etidio, las bandas se visualizaron en un transiluminador

de luz ultravioleta acoplado a una camara de video que envio la imagen a una
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computadora y se utilizo un software analizador de geles. Las bandas se
evaluaron por densitometria y los resultados se representan en barras que
corresponden a los valores de densidad obtenidos para cada banda en los dias
analizados, se muestra un gel que es resultado representativo del grupo en cada
dia de la reinfeccion (Grafica 5).

Los resultados muestran que al inicio de la reinfeccion con la mezcla se
encuentran ambos parasitos, a medida que el tiempo avanza, los ratones
eliminaron rapidamente al plasmodio homodlogo, esta eliminacion fue especifica,
dado que la banda correspondiente a P. chabaudi mostré mayor densidad lo que
indica un mayor numero de parasitos, es decir que la parasitemia después del dia

10 corresponde a P. chabaudi AS unicamente (Grafica 5).
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Grafica 5. Analisis de la técnica de PCR por densitometria de la mezcla de P. yoelii17XL y P.
chabaudi AS Se analiz6 por la técnica de PCR en nido 1ug de DNA purificado de aquellos ratones
infectados con una mezcla de ambos parasitos los productos de la PCR fueron separados en un
gel de acrilamida al 3% y analizados por densitometria
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14. ANALISIS DE RESULTADOS.

Dado que en las regiones donde la malaria o paludismo es endémico, el
desarrollo de inmunidad contra esta enfermedad es muy lento, se requiere de
afios para obtenerla y no es completa, es frecuente que los individuos que se
infectan y curan con una especie son susceptibles tanto a la misma especie como
a otras especies de Plasmodium diferentes y ademas, es comun que los
individuos se infecten con mas de una especie del parasito que produce malaria,
por lo que el estudio del desarrollo de una inmunidad protectora y la especificidad
de la respuesta inmune en malaria son de singular importancia para el desarrollo
de vacunas efectivas y mejores medidas de tratamiento y prevencion de esta
enfermedad. En este trabajo se trato de emular lo que ocurre en las regiones
endémicas en un modelo experimental de malaria de ratones, se estudiaron
algunos parametros que permiten conocer si se desarrollo una proteccion cruzada
(inespecifica) cuando los ratones que sufrieron una infeccion primaria con un
parasito letal como lo es P. yoeli 17XL se reinfectan ya sea con el parasito
homoélogo ( P. yoelii 17XL), un parasito diferente o heterdlogo ( P. chabaudi AS) o
bien una mezcla de ambos plasmodios dado que en las regiones donde la malaria
es endémica los individuos frecuentemente se infectan con mas de una especie de
plasmodios. Los parametros que evaluamos son: los niveles de hemoglobina, Ila
pérdida de peso, el indice esplénico, los niveles de parasitemia. Finalmente para

detectar la especie de parasito que predominaba en los ratones infectados con la

51



mezcla de plasmodios se utilizé la técnica de PCR en nido, que permite detectar
de forma diferencial el tipo de plasmodio presente en la sangre de los ratones

infectados con ambos plasmodios.

La anemia en los pacientes que sufren de malaria es muy comun, aun cuando
se han propuesto diversos mecanismos que explican la generacion de esta
alteracion todavia no se conocen con precisidon. La anemia se ha atribuido a la
participacién de citocinas como IL-10, pero principalmente a la actividad de
anticuerpos citofilicos que reaccionan con antigenos solubles del parasito y se
fijan a la superficie de eritrocitos sanos y a su paso por el bazo se eliminan en el
sistema reticuloendotelial [28]. Asimismo, los propios eritrocitos parasitados
también pueden eliminarse debido a que al estar infectados modifican su
estructura y exponen proteinas tanto propias como del parasito que los etiquetan
como “extrafios”, se tornan blanco de la respuesta inmune y de esta forma se
eliminan [1,3]. En nuestros resultados se puede observar que tanto los ratones
reinfectados con la cepa homologa como con la heteréloga de plasmodio y aun
con la mezcla de ambos parasitos, se desarrolla una disminucion marcada de la
concentracién de hemoglobina, que inclusive perdura después de la eliminacion
del plasmodio, lo que denota un sistema inmune activado que elimina una gran
cantidad de eritrocitos parasitados estén o no parasitados, esto se deduce dado
que la enorme destruccion de eritrocitos no se puede explicar unicamente por la

eliminacion de eritrocitos parasitados (Grafica 1 y Grafica 4).
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La pérdida de peso. Los individuos infectados con Plasmodium tienden a
perder peso, situacion que se ha atribuido a la produccion de TNF una citocina
asociada con caquexia o pérdida de peso. Esta citocina esta involucrada en el
sistema inmune activado por la presencia del parasito junto con otras citocinas
proinflamatorias tales como la IL-1, IL-6 e interferon gamma que también
contribuyen a la pérdida de peso. Por ejemplo, la IL-6 pone en marcha el sistema
proteosoma-ubiquitina de la proteolisis muscular dando lugar a la pérdida
irreversible de la masa magra, a pesar de que todas ellas tienen la funcion de
proteger al haber gran secrecion de las mismas provocan procesos metabdlicos
ineficientes con una gran disminucién del gasto energético [29, 30]. Es comun que
las personas que sobreviven a una infeccion por Plasmodium resistan con menor
sintomatologia una reinfeccion con el mismo parasito, por lo que analizar la
pérdida de peso durante la reinfeccién ayudaria a evaluar que tan protegido quedo
el individuo durante la primera infeccion. De hecho, se ha descrito que la
exagerada respuesta inmune que se desarrolla contra este parasito puede resultar
mas dafina que el mismo Plasmodium por lo que la pérdida de peso y anorexia
son las causas mas frecuentes de la muerte por malaria. Nuestros resultados
indican que durante la reinfeccién ya sea con el parasito homaologo, heterdlogo o la
mezcla de ambos plasmodios, los ratones tienden a perder peso aun cuando la
reinfeccion sea con el P. yoelii 17XL con el que ya habian tenido contacto con
anterioridad (Grafica 2). Es probable que este hallazgo este relacionado con la

letalidad de esta cepa particular de plasmodio.
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indice esplénico. Este parametro es una medida del incremento en el peso
del bazo en relacion al peso del raton. Dado que la estimulacién del sistema
inmune por la infeccion por Plasmodium induce proliferacion de las
subpoblaciones de células en el bazo y puesto que ese es el principal 6rgano
donde se lleva a cabo la eliminacion del parasito, las observaciones histoldégicas
han evidenciado una hiperplasia linfoide de la pulpa blanca y una proliferacion de
la serie hematopoyetica (CFU-S, CFU-GM y CFU-E) como resultado de la anemia,
estas modificaciones varian dependiendo de la especie infectante [9] lo que podria
explicar nuestros resultados, ya que el bazo resultara mas afectado en la

reinfeccion con P. chabaudi AS aun cuando es una cepa no letal.

En este trabajo evaluamos el indice esplénico, dado que nos permite saber
el grado de activacion de las células de bazo frente a la estimulacion de antigenos
del Plasmodium. En todos los grupos de ratones se incrementd su indice
esplénico, sin embargo, el grupo de ratones reinfectados con la mezcla de P.
chabaudi y P. yoeli 17XL fue el que alcanzé el mayor indice esplénico en el dia
22 post reinfeccién, esto podria deberse a que la carga antigénica en este grupo
de ratones fue mayor puesto que se infecté con el doble de plasmodios, sin
embargo, el grupo que se reinfectd unicamente con P. chabaudi también
increment6 el indice esplénico sobre todo durante los dias 12, 15 y 18 post
reinfeccion. En el caso del grupo reinfectado con P. yoelii 17XL se observo que el
pico en el indice esplénico se presentd en el dia 10 post reinfeccion y después la
tendencia fue de disminuir el tamafo del bazo, probablemente porque ya se habia

controlado la infeccion con ese plasmodio como lo muestra la grafica de
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parasitemia (Grafica 4) y ya no se requeria que siguiese activado el sistema
inmune. Estos resultados muestran que aun en un reto homologo se vuelve a
disparar la activacion del sistema inmune de forma importante puesto que se
incremento el tamafio del bazo y que durante la reinfeccion ya sea con el parasito
heterdlogo o con la mezcla en donde se activa todavia mas el sistema inmune,
probablemente porque se reconocen antigenos diferentes que no se comparten

entre las especies de plasmodios utilizados.

Parasitemia. En relacion a la parasitemia los resultados indican que existe
un fuerte componente especifico en la respuesta inmune, dado que durante la
infeccion con el parasito homologo, el parasito se elimind de forma mas rapida y
los ratones desarrollaron niveles menores de parasitos en sangre. La cinética de la
parasitemia en los ratones reinfectados con el parasito heterélogo (P. chabaudi
AS) mostro los niveles mas elevados de eritrocitos parasitados, con un pico el dia
12, sin embargo, este parasito se elimind el dia 16 mientras que en el grupo de
ratones reinfectados con la mezcla se observd una cinética diferente en la
parasitemia, se alcanzaron niveles mas bajos de eritrocitos parasitados, sin
embargo, en el dia 16 el parasito todavia persistia aun cuando eran niveles
menores al 10%. Los resultados muestran una vez mas que en la infeccidon con
este parasito se desarrollan mecanismos tanto especificos de especie de
plasmodio como inespecificos, probablemente esto se deba a que entre especies
se comparten algunos antigenos (mimetismo molecular) pero otros no, por lo que

al enfrentarse a un reto con el parasito diferente al que ya habia tenido contacto el
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sistema inmune tiene que volver a montar una respuesta lo que va acompafnado
de sintomatologia.

Cuando se comparo la parasitemia del grupo de ratones reinfectados con P.
chabaudi AS con la de los ratones que se infectaron por primera vez con P
chabaudi AS [32], se observo que existe un componente importante de eliminacion
inespecifica dado que los ratones con una infeccion primaria con P. chabaudi
desarrollaron parasitemias de alrededor del 40% y tardaron mas tiempo en

eliminarla [32] (Grafica 4).

PCR en Nido. Los analisis basados en la técnica de PCR en nido tienen la
capacidad de detectar de 1 a 5 parasitos por microlitro de sangre [27], con la
sensibilidad suficiente como para detectar dos especies diferentes en esté
microlitro de sangre. Se observa en la Grafica 5 que en los ratones que sufrieron
una infeccion con P. yoelii 17XL y se reinfectaron con la mezcla de P. chabaudi y
P. yoelii 17XL, el parasito que se elimina selectiva y especificamente es el P. yoelii
17XL, por lo que las parasitemias de estos ratones en los dias posteriores al dia
10 corresponden exclusivamente a P. chabaudi. Este hallazgo pone de manifiesto
la especificidad de la respuesta inmune durante la reinfeccion con la mezcla de
plasmodios, pero también muestra que aun con el parasito homdlogo se desarrolla
parasitemia y ciertos factores de patogenia como son: la pérdida de peso, el
aumento en el indice esplénico (esplenomegalia) y anemia; este modelo
experimental puede emular lo que sucede en las regiones endémicas y permite
incrementar el conocimiento sobre los mecanismos de respuesta inmune en

malaria.

56



15. CONCLUSIONES

La reinfeccion de una cepa letal de Plasmodium como lo es P. yoelii 17XL
confiere solo cierta proteccion cruzada a otra especie de Plasmodium no letal

como es P. chabaudi AS.

La reinfeccidn con una cepa letal disminuye los efectos de la enfermedad

en gran medida, pues se mantiene activo el sistema inmune ante esté parasito.

La proteccion generada por P. yoeli 17XL da como resultado una
disminucion de la parasitemia durante la reinfeccion con P. chabaudi AS
(heterdlogo), esto aunado a una respuesta inmune provocada por la reinfeccion
con el parasito homodlogo, lo que confiere proteccion cruzada y protecciéon
especifica, esto podria deberse a las similitudes antigénicas que puedan existir

entre las dos especies de plasmodios.

La proteccidn para una nueva infeccion por la misma especie, es casi
completa, pues la parasitemia al octavo dia, ya no existe segun la técnica de PCR
en nido, pero sus lesiones anatomicas siguen siendo el problema principal de la

infeccion aun a pesar de ser la segunda infeccién con el mismo parasito.

En el caso de los ratones reinfectados con la mezcla de ambos parasitos, el

incremento en el indice esplénico refleja que desde los primeros dias hubo una
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respuesta intensa contra el parasito y como consecuencia se controld mejor la
parasitemia en menor tiempo que la observada por la reinfeccion con P chabaudi

AS,

El crecimiento del bazo nos da un indicio de la recuperacion parcial del
huesped, sin embargo, también nos indica que la respuesta inmune se activa
fuertemente cuando el estimulo antigénico lo constituyen as dos especies de

Plasmodium.
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16. ANEXO

16.1. Preparacion de reactivos

16.1.1. Acrilamida/bis-Acrilamida al 30%

Acrilamida 29¢g
Bis-Acrilamida 19
Agua bidestilada 100 mL

NOTA: La acrilamida es neurotdxica, por lo que es necesario usar guantes y

cubrebocas para su manipulacion.

16.1.2. Amortiguador de Carga 5X

Ficoll 10% pliv
Sacarosa 30% p/v
SDS 0.5% p/v
TRIS pH 8 50 mM
EDTA pH 8 75 mM

Anaranjado G 0.12%
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Azul de bromofenol 0.12%

Xilen Cianol

0.12%

16.1.3. Amortiguador de PCR 10X

Cloruro de Potasio
TRIS pH 8.3
Gelatina

Agua Millipore

16.1.4. Buffer de Lisis

TRIS pH 8
EDTA pH 8

SDS

500 mM
100 mM

1 mg/mL

40 mM
80 mM

2%

16.1.5. Gel de Acrilamida al 3%

Agua bidestilada

TBE 10X

39.44 mL

5mL

Acrilamida/bisAcrilamida al 30% 5.04 mL

APS 10%

475 uL
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TEMED 50 L

NOTA: Formula para preparar un solo gel de 16x16 cm.

16.1.6. TBE 10X

TRIS 1M
Acido bérico 1M
EDTA 50 mM

Agua bidestcbp 1000 mL

NOTA: Calentar la solucién para disolver completamente los reactivos

16.1.7. Saponina 10%

Saponina 10% plv

Azida de sodio 0.01%

NOTA: La azida previene el crecimiento de levaduras, pero debido a que es

altamente téxica se debe tomar especial cuidado al manipularla, Hacer alicuotas

en tubo ependorff de 1.5 mL y almacenar en refrigeraciéon a -20° C
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16.1.8. Pronasa E

Pronasa E 25 mg

Agua estériicbp 1 mL
NOTA: Una vez obtenida la solucion incubar 1 h a 37° C, para asegurar que

cualquier actividad residual de nucleasa sea removida. Hacer alicuotas en tubos

ependorff de 1.5 mL y almacenar a -20° C

16.1.9. Bromuro de Etidio

Bromuro de etidio 10mg

Agua cbp 1mL

NOTA: Manejar con guantes y cubrebocas para evitar contaminarse, ya que, es

carcinégeno

16.1.10. Persulfato de amonio

APS 10% plv
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NOTA: Preparar alicuotas de 500 uL y guardar en el congelador a -20° C

16.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

16.2.1. Pasos de la Amplificacion en el termociclador. Programa ML1

PASO TEMPERATURA TIEMPO ACCION
’ 94° C 5 min Desna_tqrgllzamon
inicial
2 58° C 2 min Alineamiento
3 72° C 2 min Extension
4 94° C 1 min Desnaturalizacién
5 Repeticion de los pasos 2 al 4 un total de 25 veces
6 58° C 2 min Alineamiento final
7 72° C 5 min Extension final
La reaccion esta completa por la reduccion de la
8 o
temperatura a 20° C

16.2.2. 12 Reaccion de Amplificacidon especie especifica manejando el juego

de primers ML1 + ML2

Conesgiscn el iy | Concaaen | e
10X Amortiguador de PCR 1X 2ulL
25 mM MgCl, 1.9mM 1.6 uL
5mM dNTP’s 200uM 0.8 uL
10 uM ML1+ML2 250nM 0.5 uL
5 U/l AmpliTaq 1U/uL 0.2 uL
Agua 13.9 uL
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16.2.3. Pasos de la Amplificacion en el termociclador. Programa SEGR

PASO TEMPERATURA TIEMPO ACCION

’ 94° C 5 min Desn:ai’trtji(r:?glza0|on
2 60° C 2 min Alineamiento

3 72°C 2 min Extension

4 94° C 1 min Desnaturalizaciéon
5 Repeticion de los pasos 2 al 4 un total de 25 veces
6 60° C 2 min Alineamiento final
7 72°C 5 min Extension final
8 La reaccién esta completa por I? reduccion de la

temperatura a 20° C

16.2.4. 22 Reaccion de Amplificacion especie especifica manejando el juego

de primers McK 4 + McK 5

Concentracion del . Concentracion uL para 1
Stock Reactivo para 1 reaccién reaccion
10X Amortiguador de PCR 1X 2ulL

25 mM MgCl, 1.9 mM 1.5 uL

5mM dNTP’s 200uM 0.8 uL

2.5mM McK 4 +McK 5 100uM 0.8 uL

5 U/uL AmpliTaq 0.5 U/uL 0.1 uL

Agua 13.8 uL
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