UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FES ZARAGOZA

"EFECTO DE LA CLOROQUINAY DE LA
PIRIMETAMINA SOBRE LA EXPRESION

DE LOS GENES DE REGULACION DE LA
RESPUESTA INMUNE EN MALARIA”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMENTAL)

P R E S E NT A

ADRIANA RAMOS AVILA

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARTHA LEGORRETA
HERRERA

COMITE TUTOR: DRA. INGEBORG DOROTHEA BECKER FAUSER,
DRA. EMMA BERTA GUTIERREZ CIRLOS MADRID, DRA. MARTHA
LEGORRETA HERRERA, DR. FERNANDO GARCIA TAMAYO Y DRA.
ANA MARIA CEVALLOS GAOS

MEXICO, D.F. ABRIL, 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



COORDINACION

* Ciencias Bioldgicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presenle

Me pemito Informar a usted gue 2n la reunién ordinaria del Comilé Académico del Posgrade en
Ciencias Biologicas, celebrada ol dia 18 de energ de 2010, s& aprobt el siguients jurado para el
examen de grade de MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS (BIOLOGIA EXPERIMENTAL) de la
aumna RAMOS AVILA ADRIANA can admer de coenta 97221609 con 3 tesie filulada "Efecto
do la Cloroquina y do la Firimatamina sobre |8 expreeion de les genes de regulacidn de la

respuesta Inmune en malaria®, reskzada bajo [ direcclon de |2 DRA. MARTHA LEGORRETA
HERRERA:

Presidenie DRA, INGEBORG DORDTHEA BECKER FAUSER
Yocal DRA. EMMA BERTA GUTIERREZ CIRLDE MADRID
Secretariol  DRA MARTHA LEGORRETA HERRERA

Suplente: OR. FERNANDO GARCIA TAMAYD

Suplents: DRA ANA MARIA CEVALLOS GADS

SN Clro pafticular, me es grato enviarle un cordial szludo.

Atentamente
"POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITL®
Cd Universitaria, D.F., & 8 de marzo de 2010

Dr. Juan

Edif, de Posgrado P, B, (Costado Sur de ha Torre I de Humanidudes) Ciudad Universitari CF. 14510 México, D.F
Tel, $A23-0173 Fax: 5623-0172 https!/ pebiol posgrado.unam, my



AGRADECIMIENTOS

e Al Posgrado en Ciencias Biologicas, UNAM.
e Alabeca CONACYT No: 203583 CVU: 175795

e A los miembros del comité turoral por el apoyo para la revision
de este proyecto: Dra. Ingeborg Dorothea Becker Fauser, Dra.
Emma Berta Gutierrez Cirlos Madrid, Dra. Martha Legorreta
Herrera, Dr. Fernando Garcia Tamayo, Dra. Ana Maria Cevallos
Gaos.

e Al Dr.Armando Cervantes Sandoval por el apoyo en el
tratamiento estadistico de los datos.

Este trabajo se realizo en el Laboratorio de Inmunologia Molecular de
la FES Zaragoza, la parte de citometria de flujo en el Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM, se recibio financiamiento de los
proyectos CONACYT: 52782 y DGAPA: IN221104 y IN220310.



INDICE

Lo RESUMEN. .o eeti e e 1
2. ADBSIIACE. . .ot 2
3. INtrOUCCION. ...t 3
3.1 ANtECEACIEES. .. .. eettetee ettt et e e 3

3.2 Distribucion geograficade lamalaria ..o, 3

3.3 Ciclo bioldgico del Plasmodium ...............c.ooiiiuiiiiiiiiiiiiiiiieaieeaiaanan, 4

3.4 Caracteristicas clinicas de lamalaria.................cooo 5
3.5 Inmunidad en malaria ......... ..o, 6
3.5.1 El papel de macrofagos y células dendriticas en la respuesta inmune en

MALATIA ..ot 7

3.5.2 Laparticipacion de las células T CD4+ y T CD8+ en malaria................. 8

3.5.3 Laparticipacion de las células B en malaria.................................... 8

3.6 Las citocinas y su papel en malaria.............coooeviiiiiiiiiiiii it 9

3.6.1 Factor de necrosis tumoral-ot (TNF-at) ...........cooviiiiiiiiiiiii, 10

3.6.2 Interferon -y (INF-y)....ooooiiiii e, 11

3.6.3 Factor Transformador del Crecimiento- B (TGF-B)................o.iel 11

3.6.4 Interleucina - 10 .......oooiiii i 12

3.6.5 Andlisis de citocinas por RT-PCR..............ccoooiiiiiii, 12

3.7 El papel de 6xido nitrico en malaria.................oooiiiiiiiiiiiiiii e, 13

3.8 Tratamiento en malaria..............oiiiiniieiiit i 16

N 1) o (01 T TR 18
4.1 Generalidades de apOPLOSIS. . ..euuiieti ittt e 18

4.2 Genes FAS y BCL 2. ..o 19

4.3 ApOpPtosiS €N MAlATTA. . ....uiiueiit it 19

4.4 DetecciOn de 1a apoptoSIS. . .. ne ettt et e e 20

5. Planteamiento del problema..............cooiiiiiiiiii e 22
TR O 10 157 7 7 23
6.1 ObJetivo GENETaAl. ... ..ottt 23

6.2 ODbJetivos PartiCUIAreS. .. ..v ettt 23

/R 01510113 SRR 24



8. IMAALEIIAL ...ttt 25
8.1 Material BIOlOZICO. ...cuvieiriieiiieie ettt et e e e eeaee e as 25
8.2 Material de 1aboratorion..........cevueruieiiriiriiiiieniect et 25
8.3 EQUIPO...iieiiieeiiie ettt ettt ettt e et e e et e s be e teeetaeeennaennreeen 25
B4 REACLIVOS. ...ttt ettt ettt e 26
9. Disefio experimental y metodologia...........oovviiiiiiiiii e 28
9.1 Infeccion de 10S ratOnes. ... ..o.ueuuiiii i 28
9.2 Tratamiento de 10S TAtONES. .......eiueiniint it 28
9.3 Sacrificio de los ratones y extraccion del bazo...................coooiiiiiiiinn. 28
9.4 Evaluacion de 1a parasitemia...........cccueevveeeriieeiieeeiieeeieesiieeeeeesieeeeveeevee e 28

9.5 Deteccion de la apoptosis con la técnica de Anexina V-FLUOS.....................30
9.6 Evaluacion del fenotipo celular............ccocoeevieiiiiiiiiicie e 30
9.7 Expresion de citocinas en el bazo por la técnica de RT-PCR.............cceeeee. 31
9.7.1 Extraccion de ARN
0.7.2  RetrotranSCripCiON. ........c.ovveierieiiiiieeiieeiie e eeneeireeiieesieeeneeeenn 3 1

9.7.3 Amplificacion de los genes por PCR.............coooiiiiiiiiiiiiiinn32

9.7.4 Electroforesis de los productos de PCR.................cooiiiiiiiiiinn. 32

9.8 Determinacion de NO..........ooiiiiiiii e 33

9.9 Analisis estadistico de los resultados............c..oiiiiiiiiiiiiii 34

1O, ReSUIAAOS. . . ..t e 35
10.1  Parasitemia......ccccoueeuieieniiinienieeieiesieeieiee ettt st 35

10.2  Apoptosis en las cé€lulas de bazo.........ccoevviiiiiiiiiiiiiii e 35

10.3  Efecto del tratamiento con cloroquina o pirimetamina sobre los niveles de
expresion del ARN mensajero que codifica para genes asociados con la
apoptosis (FAS y BCL-2) en ratones infectados con P. yoelii 17XL...............39

10.4 Expresion del ARN mensajero que codifica para genes asociados con el la
respuesta inmune en malaria y con la apoptosis ...........oeveiiiiiiiiiiiiinnn.. 40
10.4.1 Efecto del tratamiento con cloroquina o pirimetamina sobre los niveles

de expresion del ARN mensajero que codifica para TNF-a en ratones

infectados con P. yoelii 17XL .........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenne, 41



10.4.2 Niveles de expresion de ARN mensajero que codifica para IFN-y en
ratones infectados con P. yoelii 17XL tratados con cloroquina y
PITTMETAMING. ...\ttt et et et e e et e e et e e e e et eaeeeeeaaeenns 41

10.4.3 Efecto del tratamiento con cloroquina o pirimetamina sobre los niveles
de expresion del ARN mensajero que codifica para TGF-p e IL-10 en
ratones infectados con P. yoelii 17XL .........ccccooviiiiiiiiiiiiiinnnnn. 42

10.4.4 Efecto del tratamiento con cloroquina o pirimetamina sobre los niveles
de expresion del ARN mensajero que codifica para iNOS en ratones

infectados con P. yoelii 17XL ....ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeennn 44

11. DiScusion de TeSUILAAOS .....vueeeeeie ettt e 45
12, CONCIUSIONES . . . e ettt et e e e, 51
L3, ADTEVIATUTAS . . e ettt e e e et 53
T4, Bibliografia. .......cooinii e 54
INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribucion geografica de malaria..............ooooiiiiiiiiiiiiii e, 4

Figura 2. Ciclo de vida del Plasmodium.....................c..covvninncnieeeccnenceneenen 4

Figura 3. Inmunidad en malaria..............ooiiiiiiiii e 9
Figura 4. Representacion esquematica de la técnica de PCR.........ccoovvvviviieiniiiiciiiiiece 13
Figura 5. Reaccion quimica d€ GIIESS.......vuueruueenieenteeteeeee et eeeeieeneaaeenans 16
Figura 6. Estructura quimica de la cloroquina................cooiiiiiiiiiiniiii e 17
Figura 7. Estructura quimica de la pirimetamina...............coooiiiiiiiiniiiiinene e, 17
Figura 8. Representacion esquematica del disefio experimental...........ccccoevcveeeniieniieeniennnne. 29

Figura 9. Representacion esquematica del disefio experimental de la técnica de Anexina V 'y
citometria de fTUJO. ..o e 30

Figura 10. Representacion esquematica del disefio experimental de la técnica de RT-

Figura 11. Representacion esquematica del disefio experimental de la técnica de
[ 3 1G] PR 34

Figura 12. Representacion esquematica de las conclusiones................coovveiininin.... 52



INDICE DE GRAFICAS

Grafical. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la parasitemia de
ratones BALB/c infectados con P. yoelii 17XL..........cooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeese e 35

Grafica 2. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la apoptosis total
de las células de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL...........ccooeviiiiiiin.. 36

Grafica 3. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la apoptosis de
las células TCD3+ de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL......................... 37

Grafica 4. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la apoptosis de
las células TCD4+ de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL......................... 38

Grafica 5. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la apoptosis de
las células TCD8+ de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL.............................38

Grafica 6. .Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la apoptosis de
las células B de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL............c.cooviiiiinnn... 39

Grafica 7. Efecto del tratamiento con cloroquina y con pirimetamina sobre la expresion de
FAS (a) y BCL-2 (b) en las células de bazo de ratones infectados con P. yoelii

Grafica 8. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la expresion
TNF-a en las células de bazo de ratones infectados con P.yoelii 17XL....................... 41

Grafica 9. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la expresion de
INF-y en las células de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL....................... 42

Grafica 10. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la expresion de
TGF-B en las células de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL...................... 43

Grafica 11. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la expresion de
IL-10 en las células de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL......................... 43

Grafica 12. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la expresion de
INOS (a) en las células de bazo y la concentracion de NO (b) en el suero de ratones
infectados con P. y0elii 17X L. .....oouiiniiiieeeie ettt et e 44



1.RESUMEN

El tratamiento con las drogas antimalaricas cloroquina (CLQ) y pirimetamina (PYR) se
estd utilizando con éxito para el tratamiento de desordenes inmunoldgicos como el
sindrome linfoproliferativo o la artritis reumatoide. A pesar de que el mecanismo de
accion de estos farmacos no esta bien dilucidado la mejoria en la sintomatologia del
paciente se atribuye a que ambas drogas son capaces de inducir apoptosis en los linfocitos
y de modular la produccion de las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias. Puesto
que ambas drogas continuan utilizdndose como drogas antimalaricas y dada la relevancia
que tienen los linfocitos en la respuesta inmune contra Plasmodium, en este trabajo,
consideramos importante estudiar como afecta el tratamiento con estos farmacos la
apoptosis total y la de las subpoblaciones de linfocitos T (CD3+, CD4+, CD8+) y B de las
células de bazo asi como que efecto tienen sobre la expresion de algunos genes asociados
con la respuesta inmune y apoptosis en malaria. Grupos de ratones BALB/c se infectaron
con 5X10” eritrocitos parasitados de Plasmodium yoelii 17XL. En el dia 7 post-infeccion
los ratones, se trataron con dosis terapéuticas de cloroquina o pirimetamina y 24 horas
mas tarde se sacrificaron y las células de bazo se utilizaron para evaluar la apoptosis por
Anexina-V y la expresion del RNAm de los genes FAS, BCL-2, TNF-a, IFN-y, TGF-3,
IL-10, iNOS y la produccion de NO. Los resultados indican que cloroquina y
pirimetamina no solo eliminan al parasito, sino ademas estos farmacos inducen apoptosis
de las células de bazo y modulan la expresion de citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias.



2.ABSTRACT

Treatment with antimalarial drugs chloroquine (CLQ) and pyrimethamine (PYR) have
been used successfully as therapy of autoimmune diseases like systemic lupus
erythematosus or rheumatoid arthritis. Even the mechanism of action is not well
understood it has been proposed that these drugs induce apoptosis in lymphocytes and
the balance of pro-inflammatory and antiinflammatory cytokines which has been
associated with the improvement in patient’s symptomatology. As CLQ and PYR are
still used as antimalarial drugs and these lymphocytes are central to control the infection
in malaria, in this work we study how treatment with both drugs modify the apoptosis
of spleen cells and mRNA gene expression of some genes associated with the immune
response and apoptosis in Plasmodium yoelii 17XL infected mice. Groups of BALB/c
mice were infected with 5X10* parasitized erythrocytes with Plasmodium yoelii 17XL.
On day 7 post-infection, mice were treated with a therapeutic dose of chloroquine and
pyrimethamine 24 hrs later, mice were sacrified and the spleen cells were used to
evaluate apoptosis using Annexin V and the mRNA expression of FAS, BCL-2, TNF-a,
INF-y, TGF-B, IL-10 and iNOS by RT-PCR. The results indicate that chloroquine and
pyrimethamine not only eliminate the parasite, but also they induce apoptosis of spleen
cells and modulate the expression of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines

during a malaria infection.



3. INTRODUCCION
3.1Antecedentes.

La malaria es una enfermedad infecciosa causada por un protozoario parasito del género
Plasmodium, que se transmite al humano a través de la picadura del mosquito
Anopheles hembra infectada. Diversas especies de este pardsito causan infecciones en
aves, reptiles y mamiferos, pero solo cuatro de ellas infectan al ser humano:
Plasmodium falciparum, P. malariae, P. vivax y P. ovale. Las caracteristicas de esta
enfermedad, son su naturaleza ciclica y los paroxismos febriles que aumentan y
disminuyen de intensidad con una periodicidad predecible dependiendo de la especie de
parasito que se trate (Stuart, 2000).

3.2 Distribucion geogrdfica de la malaria.

Esta enfermedad se considera como uno de los mayores problemas de salud publica. Se
estima que el 40% de la poblacion mundial esta expuesta a malaria endémica en zonas
como Africa, Asia y América Latina (figura 1). La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) reporta de 500 a 700 millones de personas infectadas por malaria en el mundo y
de 3 a 5 millones de muertes cada afio. Africa es el continente mas afectado registra el
90% de los casos conocidos de malaria, de los cuales el 75 % corresponde a nifios
menores de 5 afios (Good, et. al 2004).

Las estrategias implementadas para la erradicacion de esta enfermedad no han resultado
totalmente efectivas y desafortunadamente estas cifras continllan en aumento, algunos
de los principales problemas para el desarrollo de una solucion real son: la dificultad
para controlar eficientemente al mosquito vector, el limitado conocimiento con respecto
a los mecanismos de desarrollo de la inmunidad protectora contra el parésito (Marsh y
Kinyanjui, 2006), su complejo ciclo de vida, la resistencia que ha adquirido a la mayoria
de las drogas antimalaricas existentes y los mecanismos de evasion de la respuesta
inmune que ha desarrollado, asi como la variaciéon antigénica y el polimorfismo
genético (Good, et. al. 2005, Jason, et. al. 2001).

La sintomatologia mas severa de esta enfermedad la genera P. falciparum que es el
responsable del 90% de las muertes asociadas con esta infeccion (Good, et. al. 2005). P.
falciparum es endémico en la mayor parte de Africa Subsahara. La infecciéon por P.
vivax es menos frecuente y se presenta principalmente en Asia y Sud América.
Finalmente, las infecciones por P. malarie y P. ovale son aun menos frecuentes y se
presentan en Asia (Stevenson y Riley, 2004).

En México, los estados que reportan mayor numero de casos de infecciones por
Plasmodium son Chiapas, Oaxaca, Guerrero y Campeche, con una incidencia menor se
encuentran: Sinaloa, Durango, Jalisco y Michoacan. Plasmodium vivax causa mas del
99% de los casos de malaria en nuestro pais y los vectores principales son Anopheles
albimanus y Anopheles pseudopuntipennis (Tay, et. al.1993).



Figura 1. Distribucion geografica de malaria (OMS 2004)

3.3 Ciclo biologico del Plasmodium.

El ciclo biologico del parasito es sumamente complejo. Se presenta en dos fases: la fase
sexual 6 esporogonia que ocurre en el tracto gastrointestinal del mosquito y la fase
esquizogonia que se lleva a cabo en el humano (figura 2) (Good, et al. 2005).

esporozaoitos
b = R

mosquito

Anopheles N
i

dantra del intestina
del mosquito

Figura 2. Ciclo de vida del Plasmodium (Modificado de Good, et. al .2004)



El primer encuentro del huésped con el pardsito comienza cuando los esporozoitos
presentes en las glandulas salivales de la hembra del mosquito Anopheles entran al
torrente sanguineo del humano por medio de la picadura del insecto, en los primeros 30
minutos después de la inoculacion estos esporozoitos invaden a los hepatocitos, en los
cuales experimentan el ciclo de desarrollo asexual llamado esquizogonia hepatica,
donde crece una forma polinucleada denominada esquizonte dentro de cada hepatocito
infectado, la cual se divide y da lugar a los merozoitos. Tanto el tiempo que se requiere
para la produccion de merozoitos, como el nimero de los mismos varian segin la
especie de Plasmodium. Dos especies en particular, Plasmodium vivax y Plasmodium
ovale pueden producir una forma latente en el higado denominada hipnozoito que es
responsable de las recaidas de la enfermedad afios mds tarde. En el caso de P.
falciparum y P. malariae 1os merozoitos salen de las células hepaticas hacia el torrente
sanguineo donde invaden a los eritrocitos fijandose a las terminales glucosidicas
presentes en la membrana de las glicoforinas A, B y C de los eritrocitos para penetrar en
ellos por medio de un fendémeno que ocurre a manera de una endocitosis, inducido por
proteinas secretadas por el parasito que lo internalizan en una vesicula formado por la
membrana del mismo eritrocito. En la primera parte de esta etapa, el trofozoito
almacena una gran cantidad de nutrientes en una vacuola que ocupa casi la totalidad de
su citoplasma y que permite ver solo una mancha de cromatina, lo cual le confiere la
apariencia de un anillo con un rubi. Por esas caracteristicas, a esta primera fase se le
llama forma anular que pierde su cardcter vacuolado cuando el parasito crece y el
citoplasma se vuelve mas abundante, es entonces cuando aparecen granulaciones rojizas
en el citoplasma de los eritrocitos huéspedes que reciben el nombre de acuerdo a la
especie de Plasmodium de la que se trate. Después su nucleo se divide repetidamente
produciendo un esquizonte que tiene de 6 a 24 nucleos. El esquizonte se divide y
produce merozoitos uninucleados, que salen al lisarse la membrana de la célula madre y
a su vez estos lisan la membrana del eritrocito huésped y quedan asi libres en el plasma
armados para invadir otros eritrocitos. La rdpida elevacion de la temperatura y los
fuertes escalofrios que son caracteristicos de la malaria se producen en el momento en
que los eritrocitos se lisan y varian de 24, 48 y 72 horas dependiendo de igual manera
de la especie de Plasmodium de la que se trate. Los merozoitos liberados infectan
rapidamente a una nueva poblacién de eritrocitos, iniciando asi el siguiente ciclo de
fiebre y escalofrio (Good, et al 2005).

En el interior de algunos eritrocitos, los merozoitos se diferencian en gametos
masculinos y femeninos que se denominan microgametocitos y macrogametocitos
respectivamente, cuando el mosquito se alimenta de sangre, los ingiere. Una vez en el
intestino del insecto, los eritrocitos se lisan, los gametocitos se liberan, maduran y se
fusionan lo que conduce a una recombinacién de su material genético para producir un
cigoto, este ultimo se implanta en el epitelio intestinal y da lugar al oocisto, que a su vez
madura convirtiéndose en esporozoito. Finalmente este estadio emigra a la glandula
salival del mosquito en espera de inyectarse a la piel humana cuando el mosquito pica y
continue el ciclo de infeccion (Good, et al 2005).

3.4 Caracteristicas clinicas de la malaria.

Los sintomas clinicos y la patologia de esta enfermedad los causa la etapa eritrocitica
del parésito. La severidad depende en gran parte de las caracteristicas genéticas del
huésped y de las interacciones de su sistema inmune con el protozoario (Good y
Doolan, 1999). El paciente tras un periodo de incubacion aproximado de 10 a 17 dias,



experimenta sintomas de tipo gripal con dolor de cabeza y muscular, fotofobia,
anorexia, nausea y vomito. Conforme progresa la infeccion, es mayor el nimero de
eritrocitos que al romperse liberan merozoitos, desechos celulares, metabolitos
contenidos en el eritrocito y hemoglobina a la circulacidon sanguinea, todo ello da lugar
al patrén tipico de fiebre y escalofrios que aparecen de manera periddica y avanza el
ciclo de infeccion, replicacion y lisis celular. Los paroxismos pueden ser de caracter
leve o progresar a ataques graves, con sudoracion profusa, escalofrios, temblores y altas
temperaturas. En los individuos sin tratamiento, los sintomas pueden evolucionar
rapidamente a malaria cerebral, anemia, falla severa en 6rganos e incluso en ocasiones
si el paciente no se diagnostica a tiempo puede morir a causa de la enfermedad (Good,
et. al. 2005).

La patologia es el resultado de la destruccion de eritrocitos, de hecho, se cree que la
malaria severa es por lo menos en parte una enfermedad mediada por la respuesta
inmune (Stevenson y Riley, 2004).

3.5 Inmunidad en malaria.

Se han hecho enormes esfuerzos para entender las caracteristicas de la respuesta inmune
protectora contra el Plasmodium, sin embargo, los factores que la regulan no estan
completamente dilucidados debido principalmente al complejo ciclo bioldgico del
parasito y a los diferentes estados de diferenciacion del Plasmodium que involucran
diferentes mecanismos inmunes (Good y Doolan, 1999). En las regiones endémicas se
ha evidenciado que la inmunidad protectora contra malaria en humanos se desarrolla
muy lentamente y se establece inicamente después de que el individuo se infecta con un
gran numero de poblaciones de pardsitos antigénicamente diferentes y que para
conservarla se requiere mantener una exposicion continua, y aun asi, la inmunidad
esterilizante nunca es completa, ya que en ausencia de enfermedad clinica la parasitemia
persiste, lo que convierte al huésped en una fuente potencial de transmision (Phillips,
et.al. 1994).

A diferencia de otras infecciones con patdogenos intracelulares como virus, bacterias y
algunos protozoarios, en los cuales la respuesta inmune innata y adquirida estan bien
descritas, en el caso de la malaria, se requiere mayor investigacion sobre el papel de la
respuesta inmune tanto en ratones como en humanos (Stevenson y Riley, 2004). Se sabe
que tanto la respuesta inmune innata como la adquirida juegan un papel importante. La
respuesta inmune innata contribuye al control de la infeccidon primaria ya que limita la
primera fase de la replicacion del parasito controlando su densidad y dando tiempo para
el desarrollo de la respuesta inmune adquirida, la cual puede limitar el pico de la
parasitemia, prevenir la patologia y reducir la carga de células circulantes infectadas.
Sin embargo, ambas respuestas fallan en eliminar completamente la infeccion,
permitiendo la persistencia de la parasitemia que aunque generalmente esta a bajo del
limite de deteccion por microscopia puede persistir por meses o afios. (Stevenson y
Riley, 2004).

La mayor parte del conocimiento de los principios generales de activacion de la
respuesta inmune en malaria se basa en los resultados obtenidos a partir de los modelos
experimentales en raton, puesto que el acceso a los d6rganos linfoides humanos es
limitado (Stephiens y Langhorne, 2006). Son cuatro las especies de parasitos que
infectan a los ratones P. chabaudi, P. berghei, P. yoelii y P. vinckei las cuales se
utilizan para investigar los mecanismos inmunes, la patogénesis, los genes que regulan



susceptibilidad a malaria y ademads el desarrollo de vacunas y quimioterapia- (Stevenson
y Riley, 2004).

En estos modelos se ha reportado que el bazo es el 6rgano de mayor importancia
durante la infeccion con Plasmodium puesto que es un sitio clave para la remocion de
los glébulos rojos parasitados y para la generacion de inmunidad protectora (Alves, et.
al. 1996, Yap y Stevenson, 1992, Engwerda, et. al. 2005), en el bazo es donde tanto los
mecanismos humorales como los mediados por células juegan un papel muy importante
en el control del parasito (Podoba y Stevenson, 1991, Riley, et. al. 2006). La etapa
eritrocitica de la infeccion es la responsable de los sintomas clinicos de la enfermedad y
por lo tanto la que se ha estudiado mas intensamente, esta etapa se ha analizado mejor
en el modelo murino infectado con Plasmodium chabaudi chabaudi AS. La infeccion
con este parasito no letal se caracteriza por una respuesta inicial de tipo Thl (pro-
inflamatoria) con la produccion de citocinas pro-inflamatorias INF-y, TNF-a e IL-2 que
activa a otras células efectoras como macrofagos para que secreten intermediarios
reactivos de oxigeno, nitrogeno y 6xido nitrico que inducen la muerte e inactivacion del
parésito. Posteriormente, se presenta un cambio a la respuesta Th2 (anti-inflamatoria)
en el pico de la parasitemia que se caracteriza por la produccion de 1L-4, IL-5 e IL-10
cuyo papel es la activacion de los linfocitos B involucrados en el control final y la
eliminacion del parasito (Langhorne, et. al. 1989, Stevenson y Tam, 1993, Taylor, et. al.
1993). En la infeccion con la cepa letal P. yoelii 17XL (la cual se utilizd para la
realizacion de este proyecto) se ha observado que tanto la respuesta Thl como la Th2
estan involucradas, pero la activacion temprana de las células Th2 se asocia con un
incremento en la susceptibilidad a la infeccion (Angulo y Fresno, 2002).

3.5.1 El papel de macrofagos y células dendriticas en la respuesta inmune en malaria.

Los macrofagos y las células dendriticas forman parte de la primera linea de defensa
contra el huésped. Los macréfagos son células efectoras esenciales en la defensa contra
la malaria aguda, estan presentes en todos los tejidos y poseen la habilidad de detectar y
eliminar muchos microorganismos patégenos a través del reconocimiento de moléculas
microbicidas por los receptores sobre su membrana, pueden activar a las células T por
presentacion de antigeno en un contexto de moléculas MHC (Complejo principal de
histocompatibilidad)- clase Il y pueden eliminar a los globulos rojos parasitados por
fagocitosis (figura 3) (Ndungu, et.al. 2005).

En adicion a la funcién de los macrofagos, las investigaciones realizadas en humanos y
en ratones demuestran que las células presentadoras de antigeno (CPA) tienen un papel
importante en la inmunidad innata en malaria, debido a su habilidad de fagocitar a los
eritrocitos infectados en la ausencia de opzonizacién del antigeno por anticuerpos
especificos contra malaria (Stevenson y Riley, 2004). Los macréfagos y las células B
aisladas de ratones inmunes poseen la capacidad de procesar y presentar el antigeno a
las células T durante la infeccion con Plasmodium (Stevenson y Riley, 2004).

Las células dendriticas también poseen la capacidad de activar a los linfocitos T por
medio de la presentacion de antigeno, se localizan en tejidos como células inmaduras
con alta capacidad fagocitica y después de su activacion migran a los o6rganos linfoides
donde presentan el antigeno a las células T CD4 + y T CDS8 + (Bruna y Rodriguez,
2001). Estas células son presentadoras de antigeno y también se activan en el bazo
donde fagocitan y procesan a los eritrocitos parasitados, para posteriormente presentar



los péptidos del antigeno a los linfocitos T CD4 + lo que estimula la produccion de las
citocinas pro-inflamatorias (Langhorne, et. al. 2004).

3.5.2 La participacion de las células T CD4+, T CD8+ en malaria.

La infeccion con malaria es capaz de estimular a las células T CD4+ y T CD8+ que son
fundamentales para el establecimiento de la respuesta inmune humoral y celular. Ambos
tipos de linfocitos ejercen efectos protectores en diferentes fases de la infeccion (Siiss,
et. al. 1988).

En la etapa sanguinea de la infeccion por Plasmodium los linfocitos T CD4+ juegan un
papel importante en la inmunidad contra el parasito (Brown, et. al. 1986, Kumar, et. al.
1989) esto se ha demostrado en experimentos en ratones donde con anticuerpos
monoclonales se elimina in vivo a las células CD4 y también por transferencia adoptiva
(Good, et. al. .2005, Siiss, et. al. 1988, Kumar, et. al. 1989). Estas células se clasifican
en los subtipos Thl y Th2 de acuerdo con las citocinas que secretan después de su
activacion. Los linfocitos Thl producen citocinas como INF-y, IL-2, y TNF-a a través
de las cuales estimulan a los macréfagos. Los linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6 ¢
IL-10, que proveen la estimulacion para que las células B se conviertan en células
plasmaticas y como consecuencia produzcan anticuerpos (Mosmann y Coffman, 1989,
Taylor, et. al. 1995). La subpoblacion Thl favorece una respuesta de tipo celular y la
subpoblacion Th2 una respuesta de tipo humoral (figura 3) (Taylor, et.al.1995). En las
infecciones con P. chabaudi, el control de la parasitemia primaria esta asociada con la
respuesta Thl, mientras que las células Th2 participan en la resolucion final de la
infeccion (Langhorne, et. al. 1989).

Aunque los linfocitos T CD8+ estan involucrados en la proteccion de ratones durante la
fase pre-eritrocitica de la infeccion dado que interaccionan en un contexto de MHC
clase I con los hepatocitos, su papel durante la etapa eritrocitica del pardsito atin no esta
claro porque los eritrocitos carecen de este complejo. Algunos autores han descrito que
en la etapa sanguinea de la infeccion con P. chabaudi adami, estas células protegen
eficientemente por transferencia adoptiva en modelos de raton, lo que sugiere que
podrian estar involucradas en la regulacion de malaria aguda (Podoba y Stevenson,
1991), probablemente debido a su capacidad de secretar citocinas como INF-y (Angulo
y Fresno, 2002).

3.5.3 Participacion de las células B en malaria.

En la infeccion con Plasmodium, el paréasito se localiza generalmente dentro de las
células del huésped (hepatocitos y eritrocitos). Sin embargo, por periodos cortos ciertos
estados de diferenciacion del Plasmodium (esporozoito y merozoito) son vulnerables a
la muerte directa por anticuerpos. En la etapa pre-eritrocitica del parasito se generan
anticuerpos contra los esporozoitos los cuales evitan el proceso de invasién a los
hepatocitos, estos anticuerpos estan dirigidos principalmente contra la proteina de
superficie de los esporozoitos denominada circusporozoitica (CSP). En la etapa
eritrocitica de la infeccion los mecanismos inmunes involucran anticuerpos dirigidos
contra las proteinas de superficie de los merozoitos (MPS1) y anticuerpos que
reconocen las variantes antigénicas que se expresan sobre la superficie de las células
rojas infectadas, de las cuales la que se conoce mas es la PfEMP1 (Zhang, et.al. 2002).
Las proteinas de superficie (CSP, MSP1) se pueden liberar al torrente sanguineo o al



medio extracelular como complejos solubles (Stephiens y Langhorne, 2006) para los
que también se generan anticuerpos. La principal funcion de las inmunoglobulinas es
evitar la invasion de las células del huésped (eritrocitos y hepatocitos), para lo cual
promueven la opsonizacion de los esporozoitos y merozoitos, facilitando la fagocitosis
de los macrofagos y también inducen la lisis mediada por complemento después de la
unién del anticuerpo a los antigenos del parasito que se expresan sobre la superficie de
los eritrocitos infectados o de los merozoitos libres. Ademas de estos efectos
protectores, los anticuerpos también se han asociado con la patogénesis de la malaria
cerebral ya que se sugiere que median la citoadherencia a un gran numero de ligandos
sobre las cé¢lulas endoteliales (Marsh y Kinyanjui, 2006; Taylor, 1995).

En la infeccién por Plasmodium se ha descrito un incremento en la participacion de
anticuerpos de tipo IgM e IgG en relacion a IgA. Sin embargo, solo una pequeia
porcién del total de anticuerpos que se producen es especifica para Plasmodium
mientras que la inmensa mayoria no reaccionan con el parasito (Freeman y Jones,
1972).

Las células T son esenciales ya que regulan la formacion de anticuerpos e inducen la
inmunidad celular, por lo tanto, la adquisicion y mantenimiento de la inmunidad
protectora contra malaria depende de esta estirpe celular asi como de las citocinas que
producen. También se ha descrito que determinan el curso de la infecciéon con el
parasito de malaria (Troye, 1994), en esta enfermedad el balance entre la respuesta
inmune de tipo Thl y la de tipo Th2 determina la resolucion de la parasitemia (Jason,
et.al. 2001).

13 Tens g Ha-' s |- k’n—) __,uFIl " My

* "*'{ h:‘ P 5‘“:) -0

i FALS

s

L]
ic] Fafizzia ﬁk—! —
/ L

Anicesfpan i Hirame

Figura 3. Inmunidad en malaria. (Tomado y modificado de Good et. al. 2004). (a) El antigeno del parasito es capturado por una

Celula dendritica en la zona marginal (b) la célula dendritica migra a la vaina linfoide periarteriolar (PALS), donde ellas realizan la

presentacion del antigeno a las células T CD4+ por contexto MHC clase 1I. Estas células a través de la produccion de IL-2 generan

ayuda para el reconocimiento del parasito por las células CD8+ en un contexto MHC clase I (c) Las células TC4+ pueden migrar al
borde de la zona PALS y con la produccién de citocinas ayudar a coestimular la produccion de anticuerpos especificos contra el

parasito por las células B. (d) Las células T CD4+ parasito especificas migran a la pulpa roja donde los globulos rojos parasitados se
eliminan por macréfagos de la zona. (e) las células T CD4+ y TCD8+ parasito especificas pueden migrar a otros 6rganos donde

existen otras etapas de vida del parasito y contribuir a su eliminacion.

3.6 Las citocinas y su papel en malaria.

Se denominan citocinas al conjunto de proteinas que secretan diferentes células,
fundamentalmente del sistema inmune, como respuesta a una estimulacion
inmunolégica. Las citocinas presentan una gran variedad de funciones y son



importantes en la respuesta inmune, tanto natural o innata como en la adquirida, se trata
de proteinas de bajo peso molecular (8 — 80 kDa) que estimulan o inhiben la
proliferacion, diferenciacion o la funcion de las células de la respuesta inmune, suelen
actuar de forma autocrina (sobre la misma célula productora) o pardcrina (sobre células
cercanas). Desde un punto de vista funcional, las citocinas se agrupan de la siguiente
forma: (1) Mediadoras de la inmunidad natural y de la inflamacién, (2) Mediadoras de
la hematopoyesis (3) Mediadoras de la quimiotaxis y (4) Mediadoras de la activacion, la
proliferacion, la diferenciacion y la muerte de los linfocitos T (Angulo y Fresno 2002).

En malaria se ha descrito que las citocinas son un factor muy importante ya que
determinan la severidad y curso de la infeccion con Plasmodium y por tanto son blancos
potenciales para intervenciones terapéuticas. Algunos autores sugieren que el balance
entre las citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, INF-y, IL-2, IL-8) y las anti-inflamatorias
(IL-4, IL-6, IL-10) determina el grado de la parasitemia, el nivel de anemia, la severidad
clinica de la enfermedad y su curso (Jason, et.al. 2001, Winkler, et. al. 1998, Urquhart,
1994).

3.6.1 Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-q)

El factor de necrosis tumoral-o es una citocina pro-inflamatoria producida por las
células NK (Natural Killer por sus siglas en ingles: Asesinas naturales), los macrofagos,
los neutréfilos, los basofilos y los eosinofilos después de una estimulacion con
endotoxinas, con mediadores inflamatorios 6 con algunas citocinas como IL-1. E1 TNF-
a posee numerosas actividades biologicas que varian dependiendo de su concentracion,
el tiempo de la exposicion celular y de la presencia de otros mediadores que pueden
actuar en sinergismo con esta citocina. El TNF-a participa en procesos benéficos como
la activacion de la defensa del huésped contra la infeccion y el cancer, la inmunidad y
homeostasis de tejidos, sin embargo, un exceso en su produccion puede originar eventos
patologicos como caquexia, ¢ inflamacion (Camussi, et. al. 1991). A nivel celular es
capaz de provocar un incremento en la expresion de moléculas de adhesion y de
citocinas en las células endoteliales, epiteliales e inflamatorias (Richards, 1997). Los
efectos celulares del TNF-a se inician por la interaccion con dos tipos de receptores de
superficie celular llamados receptor TNF1 (TNFIR) y receptor TNF2 (TNF2R). La
mayoria de los efectos citotoxicos del TNF-o los media TNFIR (Kazuyoshi y
Nobuyuki, 2000). Es capaz de modular la sobrevivencia y activa genes a través de
varios intermediarios, incluyendo protein cinasas, protein fosfatasas, intermediarios
reactivos de oxigeno, fosfolipasas, proteasas y factores de transcripcion (Szatmary,
1999).

En malaria el TNF-a se produce cuando las células NK y los macrofagos se exponen a
los antigenos del parasito como las toxinas que se liberan durante el ciclo de vida del
Plasmodium, participa en la respuesta de la fase aguda de la infeccion y ademas es clave
en la activacion de los macrofagos (Bate, et. al. 1988). Esta citocina se produce en la
fase pre-eritrocitica estimulada por antigenos parasitarios en el tiempo de ruptura del
esquizonte, y en la fase eritrocitica en humano (Kern, et. al. 1989, Kwiatkowski, et. al.
1990). En el ratén se sintetiza durante la liberacion de los merozoitos de los globulos
rojos infectados (Clark, et. al 1997). Este factor junto con las citocinas IL-1, IL-6, IL-12
e IFN-y estan involucrados en la disminucion de la parasitemia en malaria, ya que son
capaces de eliminar a gametocitos intraeritrociticos, asi como inactivar parasitos
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intraeritrociticos indirectamente, induciendo la produccion del intermediarios reactivos
del nitrogeno (RNI) (Long, 1993).

El TNF-a juega un papel importante en el control de infecciones con Plasmodium. Esté
descrito que esta citocina es capaz de inhibir la infeccidon con el parasito in vivo (Clark,
et. al. 1987) e in vitro (Haidaris, et. al. 1983). Los niveles elevados de TNF-a en el bazo
se relacionan con resistencia a Plasmodium chabaudi AS y pueden contribuir a las
eliminacion de P.yoelii y P. vinckei en la etapa aguda, posiblemente a través de la
induccidon de mediadores como NO e intermediarios reactivos de oxigeno. Por otro lado,
el TNF-a esta claramente implicado en la patologia en malaria ya que el exceso en su
actividad se relaciona con la patogénesis de esta enfermedad (Kern, ez. al. 1989, Grau,
et. al. 1987), asi como con el desarrollo de malaria cerebral en el ratén y el humano (Li
y Langhorne, 2000), ya que provoca un incremento en la expresion de moléculas de
adhesion como ICAM-1, VCAM-1, y PECAM-1 en las células endoteliales del cerebro
(Good, et. al. 2005), sus efectos dafiinos son en gran parte debido a la habilidad de
estimular la produccion de otros factores como IL1, IL-6, INF-y, intermediarios
reactivos del oxigeno o del nitrogeno (Richards, 1997).

3.6.2 El Interferon-y (INF-y).

El interferdn-y es un importante factor activador de los macrofagos que esta involucrado
en la respuesta inmune contra Plasmodium, se trata de una citocina producida por los
linfocitos T CD8+ y T CD4+ activados en respuesta especifica a antigenos asi como por
las células NK (Natural killer) de forma no especifica (Schofield et al., 1987), juega un
papel importante en la defensa del huésped por sus actividades sobre diferentes células.
Es la principal linfocina de las células Thl, se considera pluripotente y es capaz de
activar a los macrofagos, aumentando la expresion de moléculas del MHC 11 sobre su
superficie, también incrementa la fagocitosis, induce la produccion del factor necrosis
tumoral (TNF-a) y de metabolitos reactivos del oxigeno y del nitrégeno, asi como
también de TGF-B, IL-1 e IL-6. Estos compuestos individualmente o en combinacién
tienen la capacidad de matar e inhibir el crecimiento del parésito in vitro. Se sabe que el
principal blanco del IFN-y durante la infeccion por Plasmodium son los monocitos-
macroéfagos (Bate et al, 1988) y los neutrofilos ya que estan asociados a la respuesta de
fagocitosis durante una primera infeccion por Plasmodium (Phillips, et. al. 1994).
Ademas, en modelos murinos, se ha demostrado que para controlar la infeccion se
requiere de INF-y durante los primeros dias de la infeccion (Jason, et.al/ 2001). EI IFN-y
y el TNF-a actuan sinérgicamente para inducir la muerte del parasito dentro de las
células fagociticas (Omer, et.al. 2003).

3.6.3 El Factor transformador de crecimiento- [ (TGF-p).

El factor transformador de crecimiento-f3 (TGF-f) pertenece a una familia de proteinas
que regula funciones celulares como la proliferacion, la apoptosis, la diferenciacion, la
migracion, y tiene un papel clave en el desarrollo del organismo (Engel, e. al. 1998),
ademas esta involucrado en algunas patologias humanas, incluyendo desérdenes
autoinmunes, enfermedades fibréticas y el céncer. Esta proteina la producen los
macrofagos, las células T, las células NK y los linfocitos B, se trata de una citocina con
caracteristicas reguladoras importantes. A concentraciones bajas actia como una
citocina pro-inflamatoria con la capacidad de reclutar macrofagos, células T y
neutrdfilos al sitio de inflamacion temprano. A concentraciones altas actia como una
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citocina anti-inflamatoria suprimiendo la produccion de TNF-a y del 6xido nitrico (NO)
en macrofagos, y la produccion de IFN-y y de TNF-a de las células NK (Taylor y
Smith, 1999), por lo tanto es importante en el mantenimiento del balance entre el
control-eliminacidon del parésito por un lado y en la prevencion de la patologia por el
otro (Omer, et. al. 2000).

3.6.4 Interleucina-10 (IL-10)

La interleucina-10 es un factor inhibidor de la sintesis de citocinas, proviene de células
Th2 e induce la proliferacion de linfocitos B, la diferenciacion de células plasmaticas y
la produccién de inmunoglobulinas. Inhibe la liberacidon de citocinas pro-inflamatorias
(Th1), incluyendo TNF-a de monocitos y neutréfilos humanos e inhibe la secrecion de
INF-y producidos por Thl, pero inclina el equilibro regulador a favor de las respuestas
inmunitarias humorales, su efecto predominante es reducir la inflamacién debido en
parte a que inhibe la funcion de las APC al suprimir la expresion de moléculas clase 11
del MHC en células dendriticas y macrofagos. La IL-10 se ha detectado en el plasma de
pacientes con malaria aguda (Deloron, et. al. 1994). En infecciones por P. chabaudi las
concentraciones bajas de esta citocina correlacionan con el desarrollo de malaria
cerebral y de anemia (Li, et. al. 1999) mientras que las concentraciones altas protegen a
los ratones infectados con P. berghei del desarrollo de malaria cerebral por una
regulacion de INF-y y TNF-a. En infecciones por P. chabaudi los ratones hembras que
tienen el gen IL-10 inactivado, tienen aumentados los niveles de TNF-a e INF-y (Li, et.
al. 2003). La IL-10 al desactivar a los macrofagos suprime la produccion de
intermediarios reactivos del oxigeno, o0xido nitrico y proteinas de adhesion (Roitt,
2000).

3.6.5 Analisis de citocinas por RT-PCR.

El analisis de citocinas en el laboratorio puede realizarse mediante bioanalisis (medicion
de las citocinas bioldgicamente activas utilizando animales vivos o lineas celulares)
(Thorpe, et.al, 1993), inmunoanalisis (mide la citocina bioldgicamente activa e inactiva
ej. RIA y ELISA) o RT-PCR, este tultimo fue el método utilizado para el desarrollo de
este proyecto de investigacion, en el cual se analizo la expresion del gene para cada
citocina asociada con la respuesta inmune en malaria a partir d¢ ARN mensajero. Este
analisis es altamente sensible, ya que identifica pequefios cambios en la expresion de
genes que serian indetectables por los métodos anteriores (Gause y Adamovicz, 1995).

Este proceso comienza con la sintesis de una hebra de ADNc (ADN complementario) a
partir del ARN por la accion de una transcriptasa inversa, una polimerasa de ADN
dirigida por ARN, el ADNc permanece unido al molde como duplex ARN:ADNc. En la
segunda etapa se desnaturaliza el duplex y comienza la amplificacion: la hebra de ADN
liberada actia como molde para una segunda hebra de ADNc y luego el duplex se
amplifica en sucesivos ciclos. La estrategia para analizar cambios en la expresion de
genes especificos a nivel de ARN es llevar a cabo una PCR doble, es decir, que
identifique al mismo tiempo dos ARNm especificos; el de estudio comparado con otro
que no sufra cambios significativos durante el proceso fisiologico o fisiopatologico.
Para ello, se ha empleado como estandar interno el producto de la expresion de genes
constitutivos en una misma muestra bioldgica como la B-actina, a partir de la cual se
efecttia la transcripcion inversa para obtener el ADNc total (Panduro, 2000). Cada ciclo
de una PCR consta de tres etapas (Figura 4): (1) Desnaturalizacion. Calentamiento para
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la separacion de las dos hebras del ADN, mediante una incubacién breve a un
temperatura de 94° C, que produce una rotura de los puentes de hidrégeno y por lo tanto
la separacion de ambas cadenas. (2) En la hibridacién, primero se induce un
enfriamiento rapido a 54°C de forma que se permita la hibridacion de las hebras
sencillas del ADN de interés con los oligos cebadores. (3) Elongacion (o replicacion) es
la etapa de amplificacion (72° C), en la que la ADN polimerasa termoestable elonga los
cebadores, empleando como molde ambas hebras originales. La replicacion transcurre
en direccion 5°- 3’ utiliza como sustratos 4 ANTPs hasta terminar la lectura del molde o
hasta que comience una nueva etapa de desnaturalizacion (ciclo siguiente). El ciclo se
repite una y otra vez, dando como resultado el doble nimero de ADN por cada ciclo.
Después de 30 ciclos se producen alrededor de un billon de copias de ADN entre los
dos oligonucledtidos cebadores. Esta cantidad de ADN es suficiente para detectarlo

directamente por electroforesis de acrilamida, en donde se tifie el gel con bromuro de
etidio (Hoffee, 1998).

PCR: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

ADN patrén de
doble cadena

J Desnaturalizacion

5 3"
ar 5
_ﬁ# Hibridacién
5' 3

Cebador 2 - ~ Cebador 1

;_.“— i
Extension

5' - 3

3 5

5 pmm ONSANSANANAANNAS T
3 5

Figura 4. Representacién esquemética de la técnica de PCR (modificado Griffits et.al., 1996)

3.7 El papel del oxido nitrico en malaria.

El 6xido nitrico (NO por sus siglas en ingles) es un radical libre de vida corta producto
de la conversion de L-arginina a L-citrulina por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS),
esta involucrado en funciones tanto fisiologicas como patoldgicas (Nathan y Xie, 1994).
Las actividades fisiologicas del NO involucran: mantenimiento de la fisiologia vascular,
participacion en la comunicacion intracelular, la neurotransmision y la citotoxicidad
celular, mientras que su actividad patologica promueve enfermedades inflamatorias
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cronicas como artritis, hepatitis y algunos desérdenes autoinmunes (Grisham, et. al.
1999).

Este radical libre es una molécula muy reactiva que en presencia de oxigeno molecular
se oxida a una gran variedad de compuestos bioldgicamente activos conocidos como
intermediarios reactivos del nitrogeno (IRN) (Nahrevanian y Dascombe 2002). Estas
moléculas incluyen: peroxinitrilo (OONO") y sus formas oxidadas nitratos (NOs) y
nitritos (NO,") las cuales poseen actividades antibacterianas y antivirales in vitro que
pueden causar dafio al ADN asi como inhibir una gran variedad de enzimas o iniciar la
lipoperoxidacion (Rockett, et. al. 1991).

La quimica del NO es sumamente compleja, para simplificar su entendimiento los
aspectos fisiologicos de este radical libre se pueden dividir en dos: efectos directos e
indirectos. Los efectos directos son aquellos en los cuales el NO interactia directamente
con una molécula bioldgica bajo condiciones fisioldgicas normales, es decir, cuando la
produccion de NO es baja. Generalmente este tipo de reacciones pueden ser reguladoras
y/o anti-inflamatorias. Los efectos indirectos del NO son aquellos en los que las
reacciones se llevan a cabo por los intermediarios derivados de este radical (OONO’,
NO;3; y NOy) que se producen cuando se incrementa el fluyjo de NO y este tipo de
reacciones predominan durante la inflamacioén activa, cuando los niveles de NO son
altos (Grisham, et.al 1999).

Se han identificado tres isoformas de la enzima que cataliza la sintesis de NO. La o6xido
nitrico sintasa neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y la inducible (iNOS), las tres son
similares en composicion pero diferentes en su localizacion y funcion (Xie y Nathan,
1994). La enzima nNOS es una isoforma constitutiva que se expresa principalmente en
el sistema nervioso central y periférico, se regula por iones calcio (Ca”") y calmodulina,
normalmente genera pequefias cantidades de NO para sefializacion intracelular. La
enzima eNOS es una isoforma constitutiva con baja produccion de NO, esta regulada
por (Ca?") y calmodulina, se encuentra en el endotelio vascular donde se activa por
estimulos hormonales. Finalmente, la enzima iNOS es una isoforma no constitutiva
independiente de calcio que produce NO en varias células nucleadas como parte de la
funcion citotoxica de las mismas, lo cual contribuye al control de la replicacién o
muerte de patogenos intracelulares (Nahrevanian y Dascombe 2002). Entre las estirpes
celulares que producen NO se encuentran: los macrofagos (Drapier, 1997) los
neutrofilos (McCall, et. al. 1989), los hepatocitos (Priego, et. al. 2006) y las células
cebadas (Salvemini, et. al. 1990), las cuales incrementan la expresion de iNOS en
condiciones inflamatorias, los estimulos mas relevantes son citocinas como IFN-y,
TNFa y algunas endotoxinas (Brunet, et. al. 2001).

En las ultimas décadas, se ha incrementado significativamente el nimero de
investigaciones sobre el papel que juega el NO en la respuesta inmune contra malaria, lo
que ha revelado que este radical posee tanto efectos benéficos como perjudiciales,
dependiendo entre otras cosas, del tiempo en que se produce, la cepa de Plasmodium, el
tipo de tejido, el dia de la infeccion, el nivel de la parasitemia, la cantidad producida y el
medio bioldgico en el cual se esta liberando. Los investigadores que le atribuyen un
papel protector al NO, encontraron que es esencial en la defensa contra algunos
plasmodios puesto que se ha evidenciado que esta involucrado en la muerte
intraeritrocitica de: Plasmodium falciparum (Anstey, et. al.1996, Rockett, et. al. 1991),
Plasmodium yoelii (Niissler, et. al. 1991), Plasmodium chabaudi (Rockett, et. al. 1991)
y Plasmodium berghei (Mellouk, et. al. 1991) como respuesta a la secrecion de
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citocinas entre las que se encuentran: el INF-y, el TNF-a y la IL-6 producidas por
linfocitos T y células NK. Los niveles elevados de IRN estdn asociados con efectos de
curacion clinica y parasitologica rapida en humanos y ratones (Kremsner, et.al. 1996).
Segun Hommel et. al., 1996, tanto el 6xido nitrico como los intermediarios reactivos del
nitrogeno se producen como parte de los mecanismos de respuesta a la infeccion
maldrica, dado que estas moléculas poseen actividad oxidante toxica para el
Plasmodium. En contraste, algunos investigadores han propuesto que el NO contribuye
al desarrollo de malaria severa y complicada, ya que se ha observado que un exceso en
la produccion de este radical involucra inmunosupresion (Ahvazi, et. al. 1995; Rockett,
et. al. 1996) o a la patogénesis de malaria cerebral (Brunet, et al, 2001, Clark, et. al.
1997, Polat, et. al. 2002, Thumwood, et. al. 1989). Sin embargo de manera general la
mayoria de los autores coinciden con el hecho de que un incremento en la produccion
de NO se relaciona con una répida eliminacion del parsito mientras que un exceso en
su produccion esta relacionado con patogénesis.

Los IRN pueden reaccionar de diferentes maneras para generar la muerte del
Plasmodium. Una vez que estos difunden dentro de los eritrocitos la formacion de
grupos nitrosotioles sobre las proteinas podria desencadenar la inactivacién o cambios
en la funcion de las mismas. En el eritrocito un blanco del ataque de los IRN es la
oxihemoglobina. El nitrito reacciona con esta molécula para formar meta hemoglobina o
nitrosotiol hemoglobina y el producto de la ultima reaccion es el peroxido de hidrogeno
que por si mismo es toxico para el parasito de malaria (Rockett, ez. al. 1991).

Algunas de las citocinas que juegan un papel importante en la defensa contra malaria
también estdn involucradas en la induccion de la sintesis de IRN. Después de la
infeccion de ratones con Plasmodium, los niveles de TNF-a generan incremento en la
produccion de IRN en plasma que son toxicos en los cultivos de P. falciparum. Esto
sugiere que el TNF-a podria contribuir a los efectos antimalaricos in vivo (Rockett et.
al. 1991). El efecto antimalarico podria ser el resultado de los IRN o de una reaccion
sinérgica con los IRN y las Especies Reactivas del Oxigeno (EROS) que también son
toxicos para el plasmodio (Rockett, et. al.1991). Por otro lado, el lipopolisacarido
bacteriano o las toxinas derivados de Plasmodium actian sinérgicamente con el INF-y
para inducir la produccién in Vitro de grandes cantidades de NO por los macréfagos
(Ding, et. al. 1988, Rockett, et. al. 1996). Finalmente, el INF-y solo o junto con el TNF-
a tienen la capacidad de inducir un incremento en la sintesis de NO in vivo (Jacobs, et.
al. (b) 1996).

El ensayo mas utilizado para medir indirectamente la produccion de NO es la reaccion
de Griess, este es un método espectrofotométrico que se basa en el analisis de un
compuesto colorido azo obtenido después de la reaccion de la muestra biologica con el
reactivo de Griess (Sulfanilamida, N-naftiletilendiamina, acido fosforico). Los
resultados asi obtenidos, se emplean como medida de los IRN (Giustarini, et. al. 2004).
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Figura 5. La reaccion quimica de Griess. (Tomado de Graham, 1998)

Durante la fase sanguinea de malaria la isoforma de NOS que mas contribuye a la
produccion de NO en ratones y humanos es la iNOS (Heyde, 2000). El anélisis de los
niveles de expresion del RNAm para iNOS también es un método que se utiliza para
evaluar la produccion de NO. En malaria la expresion de este gene puede generar
resultados diversos ya que dependen del tejido del que proviene la muestra, la cepa del
Plasmodium y el nivel de la parasitemia (Navhrevanian y Dascombe, 2002).

3.8 Tratamiento en malaria.

Existen una gran variedad de medicamentos utiles para el tratamiento y profilaxis de la
infeccion con Plasmodium, se pueden clasificar de acuerdo con la fase del ciclo de vida
del parésito sobre la cual actian. Los farmacos que eliminan a los esquizontes tisulares
en desarrollo o a los hipnozoitos latentes en el higado se denominan esquizonticidas
tisulares como la primaquina y el proguanil. Aquellos que actiian sobre los eritrocitos
parasitados son los esquizonticidas sanguineos dentro de los cuales se encuentran la
quinina, la cloroquina (CLQ), la pirimetamina (PYR) y la amodiaquina. Finalmente, los
gametocidas son medicamentos que eliminan a los gametocitos en sangre con lo que
previenen la infeccion en los mosquitos.

La cloroquina es una 9-aminoquinolina sintética (figura 6) descubierta desde 1934 como
un agente antimalarico, es uno de los medicamentos mas utiles para el tratamiento y
profilaxis contra Plasmodium, por su alta tolerabilidad y su bajo costo, se formula como
la sal de fosfato para uso oral y como clorhidrato para uso parenteral. El mecanismo
exacto de su accion no se ha determinado, sin embargo, se han propuesto diversos
mecanismos para explicar la actividad antimalarica de esta droga, entre los cuales se
encuentran: Su capacidad de bloquear la sintesis enzimatica del ADN y del ARN tanto
en cé¢lulas de mamiferos como de protozoarios y la de concentrarse en las vacuolas del
parésito aumentando el pH de estos organelos lo que interfiriere con la capacidad del
Plasmodium para metabolizar y utilizar la hemoglobina eritrocitica (Schwatz, 1992). Se
ha propuesto también que actia formando un complejo con la hematina 6 también
llamada ferritroporfirina IX que impide la destoxificacion de este metabolito dafiino
para el pardsito, lo que conlleva a una lesion generalizada de las membranas del mismo
(Hasting, et.al 2002). Existen datos que sugieren la posibilidad de que la toxicidad de la
Cloroquina (CLQ) contra los parasitos de malaria involucra su efecto sobre el ADN
(Kwakye y Meshnick, 1990). Sin embargo su utilidad se limita para la cepa P.
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falciparum que es parcial o completamente resistente a esta droga, por lo que
desafortunadamente su uso se esta limitando debido a la continua aparicion de cepas
resistentes.

Ademés de su ya conocido efecto antimdlarico, esta droga tiene propiedades
bioquimicas interesantes que han permitido su aplicacion en algunas infecciones virales
como flavivirus, retrovirus y coronavirus asi como en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico, la artritis reumatoide y el sindrome
linfoproliferativo donde esta droga es utilizada con éxito ya que disminuye el progreso
de dichas enfermedades y presenta toxicidad limitada (Savarino, et. al. 2003).
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Figura 6. Estructura quimica de la cloroquina. (Tomado de Goodman y Gilman, 2003)

La pirimetamina es un esquizonticida eritrocitico que pertenece al grupo de las
diaminopirimidinas (5,4-clorofenil-6-etil-2,4-pirimidindiamina) (figura 7). Se ha
utilizado en combinaciéon con una sulfonamida, usualmente sulfadoxina o dapsona,
posiblemente es activa contra las formas pre-eritrociticas del parasito e inhibe el
desarrollo del esporozoito. Es efectiva contra las 4 formas de malaria humana, aunque
han surgido cepas resistentes a esta droga (WHO, 2006).
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Figura 7. Estructura quimica de la pirimetamina (Tomado de Goodman y Gilman, 2003)

Se ha propuesto como su mecanismo de accion la inhibicion de la enzima dihidrofolato
reductasa plasmodial, de manera que indirectamente bloquea la sintesis de acidos
nucléicos en el parasito (WHO, 2006).

La cloroquina y la pirimetamina son dos medicamentos utilizados ampliamente como
drogas antimaldricas, interesantemente se les han encontrado diversas aplicaciones
terapéuticas en el tratamiento de desordenes inmunoldgicos como la artritis reumatoide,
el lupus eritematoso sistémico y el sindrome linfoproliferativo, en estas enfermedades la
mejoria en el cuadro clinico del paciente se ha atribuido a la actividad pro-apoptotica
que tienen las drogas ((Meng et. al. 1997; Potvin, et. al. 1997).
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4. APOPTOSIS.

4.1 Generalidades de apoptosis.

La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo genéticamente controlado
en el que la célula por un estimulo ambiental, activa una serie de cambios morfoldgicos
y bioquimicos que culminan con la muerte y formacidon de cuerpos apoptoticos que se
eliminan eficientemente (Kiechle y Zhang, 2002), este proceso estd implicado en
diferentes eventos patologicos y fisioldgicos. En algunas situaciones la apoptosis se
describe como un mecanismo protector contra la enfermedad por eliminar células no
requeridas, dafiadas, precancerosas, excesivas o viejas asi como que posee funciones
homeostaticas en la regulacion del desarrollo y crecimiento celular (Arends y Wyllie,
1991). Adicionalmente, este proceso se ha reconocido como un importante mecanismo
de defensa contra diversos parasitos, desde virus hasta nemétodos. En contraste,
investigaciones recientes sugieren que la apoptosis podria estar involucrada en el
desarrollo de algunos padecimientos como el cancer, las inmunodeficiencias, la
degeneracion neuronal, la linfoproliferacion, la inflamacion, las enfermedades
degenerativas y las enfermedades autoinmunes (Touré-Balde, er. al. 1996). En estos
procesos la induccion y en algunos casos la inhibicion de la apoptosis suele ser
benéfica, por lo tanto, las terapias que modulan la apoptosis proporcionan una nueva
oportunidad para el tratamiento de numerosas enfermedades (White, et. al.1996).

Los cambios morfoldgicos que ocurren durante este proceso incluyen: la pérdida del
contacto celular y de las estructuras membranales especializadas como las micro
vellosidades, asi como la formacion de protuberancias en la membrana y la
translocacion de fosfatidilserina de la capa interna de la membrana plasmatica hacia la
capa externa (como consecuencia de un incremento de la actividad de la flipasa), la
condensacion de la cromatina; la fragmentacion del ntcleo, mientras que el reticulo
endoplasmico se dilata y forma vesiculas que se fusionan con la membrana plasmatica.
Finalmente, la célula se rompe en varias vesiculas (denominadas cuerpos apoptoticos)
que contienen organelos intactos y fragmentos nucleares, los cuales son rapidamente
reconocidos y fagocitados por macrofagos o células epiteliales adyacentes (Touré-
Balde, et. al. 1996).

Los cambios bioquimicos que se presentan durante este proceso involucran la activacion
de las caspasas (cistein proteasas) que se encuentran en estado latente y que se activan
como respuesta a diversos estimulos. Existen basicamente dos vias de activacion: la via
intrinseca de la apoptosis que se caracteriza por la liberacion del citocromo c de las
mitocondrias, en la que se activa la caspasa-9; y la via extrinseca mediada por
receptores de muerte que se unen a su ligando sobre la superficie de la membrana
celular, estos receptores incluyen: receptor TNF, FAS, DR (death receptor) 3, DR4,
DRS5 y DR6, mientras que los ligandos de muerte incluyen TNF, linfotoxinas, Fas-L,
Apo3L y TRAIL en esta via se activa la caspasa-8. Ambas vias culminan con la
activacion de la caspasa-3 lo que da como consecuencia la activacion de una
endonucleasa que degrada paulatinamente el ADN, generando multimeros de
aproximadamente 180 a 200 pb (pares de bases) (Rossi y Daigiano, 2003, Jiménez y
Merchant, 2003).

La muerte celular programada puede ser una respuesta a las infecciones extracelulares
tanto en los organismos patdgenos como en el huésped, el suicidio de una célula
infectada se considera como una estrategia de supervivencia por parte del organismo
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multicelular, sin embargo, al patdgeno también puede resultarle util la muerte de la
célula, un ejemplo claro es la induccién de apoptosis a macréfagos del huésped para
escapar de la accion microbicida del hospedero (Arends y Wyllie, 1991).

La muerte celular programada o apoptosis también se considera como un mecanismo
importante que regula el desarrollo, maduracion y activacion de los linfocitos, ya que
los linfocitos pueden morir por falta de estimulacion propia o bien por un proceso activo
como la sefalizacion a través de receptores de muerte o bien a través de citocinas como
TNF-o (Parijs y Abbas, 1998). La eliminacion de las células autoreactivas se presenta
en los linfocitos T inmaduros en el timo. La unién del receptor T a la célula T inmadura
provoca en ellas una respuesta de autodestruccion a través de apoptosis. Aunque no hay
una evidencia directa de que este proceso se lleve a cabo en las células B, se cree que
también involucra apoptosis de manera similar a las células T (Williams, 1994).

4.2 Genes FAS y BCL-2.

Diversas moléculas regulan la apoptosis en las células del sistema inmune dentro de las
cuales se encuentra FAS o CD95 que es un miembro de la familia de receptores TNF y
es un potente inductor de apoptosis, cumple un papel importante en la homeostasis del
sistema inmune dado que participa en la eliminacidén de los linfocitos potencialmente
autoreactivos y regula la respuesta inmune reduciendo el nimero de células T y B
antigeno-especificas tras la eliminacion del patogeno. El mecanismo mediante el cual se
genera este proceso comienza cuando la molécula de FAS se une al receptor de muerte
FASL 6 CDO95L, el cual recluta dos moléculas transductoras de la senal llamadas
TRADD (TNF R1- Asociated Death Domain Protein) y FADD (Fas Associated protein
Death Domain). El complejo formado se denomina DISC, el cual se une a la procaspasa
8 para activarla e iniciar la cascada de proteasas caracteristica del proceso de apoptosis
(Kiechle y Zhang, 2002).

Por otro lado, el gene BCL-2 es otra de las moléculas que participa en la regulacion de
la apoptosis, se trata de uno de los primeros miembros de una familia de oncogenes
cuya principal funcion es incrementar la sobrevivencia celular e inhibir el proceso de
apoptosis, es por tanto uno de los mas estudiados y mejor caracterizados, se trata de una
proteina integral de membrana de 26 kD que se localiza en las mitocondrias, el reticulo
endoplésmico liso y en la membrana nuclear. BCL-2 se caracteriza funcionalmente por
inhibir la muerte celular programada por la via mitocondrial en una amplia variedad de
tipos celulares ya que previene la activacion de las caspasas que llevan a cabo este
proceso. Estudios de mutagénesis dirigida en el gene BCL-2 indican que su funcion
inhibidora de la apoptosis y su capacidad de interaccionar con otras proteinas, se
encuentra localizada principalmente en dos dominios, conocidos como BH1 y BH2
(Williams, 1994).

4.3 Apoptosis en malaria.

Existen varios fenomenos en la malaria en los que podria estar involucrada la apoptosis,
de hecho en las zonas endémicas los individuos infectados con malaria muestran un
mayor porcentaje de células que sufren apoptosis espontanea que el que presentan los
controles sanos de la misma edad y sexo (Hembly, et. al. 2000), aunado a esto, en los
estudios realizados en modelos en raton, se han encontrado significativamente
incrementadas las frecuencias y nimeros absolutos de células apoptéticas en el bazo de
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los ratones infectados (Hembly, ez. al. 2000), ademds las infecciones agudas con P.
falciparum se asocian con un incremento en la apoptosis de células TCD4+, células
TCDS8+ y linfocitos B en este mismo 6rgano (Touré-Balde ez.al. 1996).

Un incremento en la apoptosis de células linfoides ha sido también descrito durante la
infeccion de raton con microorganismos como virus (Razvi, et. al. 1995), bacterias
(Fuse, et. al. 1997), helmintos (Fallon, et. al. 1998) y protozoarios (Liesenfeld, et. al.
1997, Lopes, et. al. 1995). La preguntas relevantes en estos sistemas son en primer lugar
si el parésito utiliza las sefiales apoptdticas para interferir con la respuesta inmune y
establecerse en el huésped o si el incremento de la apoptosis durante la infeccion esta
asociado con un silenciamiento normal de la respuesta inmune contra el parésito. En la
malaria no se ha respondido esta incognita, algunos autores proponen que los altos
niveles de apoptosis en el bazo podrian ser un mecanismo de defensa del huésped para
limitar la excesiva respuesta inflamatoria o bien una medida por parte del parasito para
evadir la respuesta inmune (Touré-Balde, et. al. 1995, Touré-Balde, et. al. 1996).

El 6xido nitrico también puede promover o inhibir el proceso de apoptosis en algunas
células (Chung, et. al. 2001). Los efectos anti-apoptodticos del NO se han demostrado en
células como los hepatocitos donde su efecto involucra la inhibicién de la caspasa-8 lo
que impide la liberacién mitocondrial del citocromo c. (Kim, ez. al. 2000). Los efectos
pro-apoptdticos del NO son complejos e involucran una gran variedad de vias de
senalizacion (Williams y Djamgoz, 2005). En muchos tipos celulares el NO puede
formar IRN y directamente dafiar el ADN (Wink y Mitchell, 1998) y dependiendo de su
concentracion y del tipo de célula, este dafio puede promover el proceso de apoptosis.
Se ha evidenciado el efecto pro-apoptotico del 6xido nitrico en células neuronales (Wei,
et. al. 2000), células epiteliales (Li, et. al. 2001), macrofagos (Lu, et. al. 2003), células
vasculares de musculo liso (Chae, et. al. 2004). E1 mecanismo mediante el cual el 6xido
nitrico induce apoptosis involucra la participacion de mecanismos mitocondriales, ya
que este radical es capaz de inducir un decremento en el potencial transmembrana
mitocondrial, el cual es seguido por la liberacion del citocromo ¢ al citosol, lo que
provoca la activacion de la caspasa-3 (Pérez, et. al. 2007).

4.4 Deteccion de la Apoptosis.

Durante el proceso de apoptosis las células comienzan a sufrir una serie de cambios
morfologicos y bioquimicos caracteristicos, los cuales permiten su determinacidon por
una gran variedad de técnicas orientadas a cuantificar el proceso entre las cuales
podemos mencionar: La electroforesis de ADN en gel de agarosa, que es una técnica en
la cual se observa el rompimiento del ADN en fragmentos con pesos moleculares en
multiplos de 180 pb como un tipico patron en escalera en geles de agarosa caracteristico
de las poblaciones de células apoptoticas. La técnica de TUNEL (terminal
deoxytransferase-mediated bio-dUTP nick-end labelling) se fundamenta en la
determinacion de la presencia de ADN fragmentado en las células apoptdticas que
incorporan nucleétidos biotinilados en el extremo de las hebras libres el cual se
visualiza mediante inmunohistoquimica. Esta técnica requiere especial cuidado en su
interpretacion, ya que las hebras de ADN de células necrdticas pueden producir
resultados falsos positivos. Por tltimo la citometria de flujo que es la técnica que se
utilizo para la realizacion de este proyecto de investigaciébn que a continuacion se
describe y fundamenta.
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La citometria de flujo es una técnica de andlisis celular que permite la medicion rapida
de ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas, una de las
caracteristicas analiticas mas importantes de esta técnica es su capacidad de medir
multiples parametros celulares, como el tamafio, forma y complejidad y ademas,
cualquier componente celular o funciéon que se pueda marcar con un fluorocromo. El
fundamento de este método se basa en hacer pasar una suspension de particulas
(generalmente células) alineadas y de una en una por un haz de laser focalizado, es una
tecnologia que permite la medida simultinea de multiples caracteristicas de una sola
célula a una velocidad de 500 a 4000 células por segundo, a través del aparato de
medida en una corriente de fluido. El impacto de cada célula con el rayo de luz produce
sefiales que corresponden a diferentes pardmetros celulares y que se capturan por
distintos detectores fluorescentes, los cuales los convierten en sefiales electronicas que
posteriormente se digitalizan para permitir la medida simultanea de varios pardmetros
en una misma célula. Los pardmetros que tipicamente se miden de forma simultanea por
cada célula son: tamafo celular, complejidad de la célula e intensidades de
fluorescencia a diferentes longitudes de onda. La apoptosis se cuantifica por este
método cuando se usa la tincion con fluorocromos como la de Merocianina-540 (MCN
540) ( Kiechle y Zhang, 2002) o la Anexina-V. (White, 1996), dicho proceso se basa en
la determinacién de la translocacion de la fosfatidilserina, esta molécula que
normalmente esta confinada en la cara interna de la membrana celular, durante la
apoptosis se transloca a la cara externa, lo que permite que la Anexina-V (una proteina
de union a fosfolipidos acoplada a isotiocianato de fluoresceina) se una especificamente
a esta molécula y dicha unién se puede detectar por la intensidad de fluorescencia con el
citometro de flujo. Esta técnica se considera como una de las mas sofisticadas puesto
que es extremadamente sensible y aunque su costo es muy alto (Nyati, et. al. 2006), sus
aplicaciones y utilidad son considerables, de hecho en este trabajo ademas de utilizarla
para la deteccion de apoptosis también se utilizé para determinar de manera simultanea
el fenotipo celular por medio de anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-CD4, anti-
CDS8 y anti-B220 acoplados con Ficoeritrina.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La malaria es la enfermedad infecciosa que cobra mayor niimero de muertes en el mundo,
el desarrollo de resistencia por parte del vector a los insecticidas y del parasito a los
medicamentos disponibles, incrementan el problema y hacen importante la investigacion
sobre los mecanismos de regulacion de la respuesta inmune que detienen la proliferacion
y promueven la eliminacion del pardsito ya que a pesar de varias décadas de intensa
investigacion en el campo, los conocimientos al respecto son sorprendentemente
limitados. Diversos autores han demostrado que los linfocitos T y B son indispensables
para el control de la infeccion (Fell y Smith 1998, Kumar, et.al 1989, Siiss, et.al 1988,
Brake, et.al 1988; Taylor, et.al 1993). Por otro lado, las drogas antimalaricas cloroquina
y pirimetamina se estan utilizando con éxito para el tratamiento de desérdenes
inmunologicos como el sindrome linfoproliferativo, la artritis reumatoide y el lupus
eritematoso sistémico (Nishimura, et.al. 1998, Landewe, et.al. 1992), estas enfermedades
poseen caracteristicas en comin como lo es el fenomeno de autoinmunidad, problemas en
los linfocitos activados para sufrir apoptosis y la pérdida del balance entre las citocinas
pro- y anti-inflamatorias. La mejoria en la sintomatologia del paciente se atribuye a que
ambas drogas son capaces de inducir apoptosis en los linfocitos y de esa forma modular la
produccion de las citocinas. Puesto que ambas drogas inducen apoptosis de linfocitos y
dada la relevancia que tienen estas células en la respuesta inmune contra Plasmodium,
consideramos importante estudiar como afecta el tratamiento con estas drogas la
apoptosis total y la de las subpoblaciones de linfocitos T (CD3+, CD4+, CD8+) y B de las
células de bazo ya que este es el sitio donde se lleva a cabo la eliminacion del parasito y
donde existe la mayor activacion de linfocitos en ratones BALB/c infectados con
Plasmodium yoelii 17XL, ademds analizamos como el tratamiento con estas drogas
modifica la expresion de los genes que regulan la respuesta inmune tal como FAS, BCL-
2, TNF-a, IFN-y, TGF-B, IL-10, iNOS y la produccion de NO.
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6. OBJETIVOS.
6.1 OBJETIVO GENERAL.

Dado que el tratamiento con cloroquina o pirimetamina en pacientes con enfermedades
autoinmunes ademas de modificar los niveles de apoptosis, también modula la
produccion de las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, se decidi6é evaluar
como afecta el tratamiento con cloroquina y pirimetamina el proceso de apoptosis de los
linfocitos T (CD3+, TCD4+, T CD8+) y B, asi como los niveles de expresion de genes
que codifican para las citocinas (pro- y anti-inflamatorias) asociadas con la respuesta
inmune en malaria y con la apoptosis como los son: FAS, BCL-2, TNF-a, INF-y, TGF-
B, IL-10, iNOS en las células de bazo de ratones infectados con Plasmodium yoelii
17XL.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

e Evaluar la cinética de la parasitemia en los ratones infectados con P. yoelii 17XL
tratados con cloroquina, pirimetamina o con el vehiculo.

e Investigar el efecto del tratamiento con cloroquina y pirimetamina sobre la
apoptosis total de células de bazo y a la de las subpoblaciones de linfocitos T
CD3+, T CD4+, T CD8+ y B de ratones que cursan una infeccién con
Plasmodium.

e Determinar si el tratamiento con cloroquina o pirimetamina modifica la
expresion de los genes FAS, BCL-2, TNF-a, IFN-y, TGF-B, IL-10, iNOS y la
concentracion de NO en suero de ratones infectados con P. yoelii 17XL.
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7. HIPOTESIS.

El tratamiento con los antimalaricos cloroquina y pirimetamina modificaré la apoptosis
y la expresion de los genes involucrados en la regulacion de la respuesta inmune de los
ratones infectados con Plasmodium yoelii 17XL.
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8. MATERIAL.

8.1 Material biologico.

Ratones BALB/c machos de 8 semanas de edad mantenidos en condiciones libres de
patdgenos especificos.

Eritrocitos parasitados de raton con la cepa Plasmodium yoelii 17 XL y criopreservados
en nitrogeno liquido.

8.2 Material de laboratorio.

Portaobjetos.

Tijeras de diseccion.

Guantes de hule de latex.

Pipetas Pasteur de vidrio.

Gradillas para tubos Falcon.

Gradillas para tubos Eppendorf.

Malla de acero inoxidable estéril.

Gorros y botas para areas estériles.

Tubos Falcon: 15mL, 50mL libres de nucleasas y estériles.
Cajas petri de 10 cm de diametro, de plastico, nuevas y estériles.
Tubos Eppendorf: 1.5mL, 250mL, nuevos y estériles.

Puntas para micropipetas: 1.5 pL, 2.5uL, 10 pL, 200 pL, 1000 pL, nuevas y estériles.

8.3 Equipo.

Balanza analitica (Scientech).

Camara de electroforesis (Bio-Rad, Protean II xi Cell, 16 cm).
Campana de flujo laminar (Veco).

Congelador (Nieto).

Centrifuga Eppendorf 5804 R

Espectrofotometro UV (WPA).

Equipo analizador de geles (Gel Doc 1000, BIO-RAD).
Microcentrifuga (Eppendorf 5415C).

Micropipetas (Eppendorf: 2.5 uL, 10 uL, 20 pL, 100 pL, 1000 pL).
Micropipeta (Eppendorf 8 x 200 mL).

Micropipetas (Gilson: p20, p200, p1000).

Microscopio optico (Carl Zeiss Estandar 25).

Refrigerador (MayTag).

Tanque de nitrogeno liquido (34XT, Taylor-Wharton).
Termociclador (Eppendorf).

Vortex genie 2 (Daigger).

Lector de ELISA Stat fax-2100 (Awareness Technology Inc).
Impresora deskjet 680C (Hewlett Packard).

Ultracongelador (REVCO).

Congelador (Nieto)

Legaci refrigeration System.

Autoclave tuttnauer (Brinkmann 2540M).

Citometro de flujo FACSCalibur, Software Cell Quest'™ (Beckton Dickinson)
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8.4 Reactivos

Aceite mineral (Sigma).

Agua desionizada (Hidropura).

Acrilamida (USB/Amersham).

Albumina sérica bovina (Sigma).

Alcohol isoamilico

Amortiguador para retrotranscripcion 5X (5X first strand buffer) Gibco BRL.
Amortiguador para apoptosis por Anexina V

(10mM de HEPES/NaOH, pH 7.4; 140 mM NacCl; y 5SmM CacCl,)
Amortiguador de FACS (0.1% albiimina sérica bovina, 0.1% azida de sodio/PBS
Anexina—V FLUOS (Roche, Diagnostic)

Anticuerpos monoclonales anti-CD3,-CD4,-CD8 o -B220 anti-ratobn acoplados a
Ficoeritrina (BD Pharmingen)

Azul de bromofenol (Sigma).

Bis acrilamida (Sigma).

Bromuro de etidio (Sigma).

Citrato de sodio (Sigma).

Cloroformo( Burdick-Jackson.).

Cloruro de magnesio (Sigma).

Colorante de Giemsa (Sigma).

Dietilpirocarbonato (Sigma).

dNTP’s (desoxirribonucledtidos de trifosfato), (Pharmacia).
Ditioeritritol (dTT) (Gibbco BRL).

EDTA (Sigma).

Etanol absoluto (Merck).

Eter (JT Baker).

Fenol acido (Sigma).

Fosfato de potasio monobésico (KH,PO4) (USB/Amersham).
Fosfato de sodio monobasico (Na,HPO,), (USB/Amersham).
Gelatina (Sigma).

Glicerol (Sigma).

Fosfato de potasio monobéasico (KH,PO4 ) ( USB/Amersham).
Fosfato de sodio monobasico (Na,HPO4) (USB/Amersham).
Heparina de sodio (Sigma).

Inhibidor de ARNsa (Gibco BRL).

Isopropanol (JT Baker)

Ioduro de propidio

Marcador de peso molécular ADN Ladder 100 pb (Gibco).
2-mercaptoetanol (Sigma).

Metanol (JT Baker).

Nitrato reductasa: Roche

Oligo dT.

Persulfato de amonio (Sigma)

Retrotranscriptasa MMLV-RT.

Reactivo de Griess: (1% sulfanilamida (sigma), 0.1% N-naftil etilendiamina (sigma) y
acido sulfurico )

Sacarosa (Sigma).

Sarcosil (Sigma).

Sulfanilamida (p-aminobenzenesulfonamida) 99% (Sigma).
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Soluciéon Amortiguadora de fosfatos (NaCl 8.0 g, KC1 0.2g, Na,HPO4 1.44 g, KH,PO4,
0.24 g, Agua millipore cpb 1000 mL ) Realizar en alicuotas de 250mL y esterilizar.

SDS (Dodecilsulfato de sodio) (Sigma).

Taq polimerasa (AmpliTaq ADN polimerase) (Perkin Elmer).

TEMED (Sigma).

TriZol (invitrogen).

Tris base (Sigma).

Xilencianol (Sigma).

Primers u oligos para los genes a detectar (Invitrogen).

Oligonucleotidos iniciadores para la amplificacion de los genes: TNF-a, IFN-y, IL-10,
TGF-, iNOS, FAS, BCL-2.

Gen Secuencia de los oligonucledtidos utilizados
FAS 5’ATT GCT GAA GAC ATG ACA ATC CAG GA 3’
5" AAC AGA AGC AGT CCC TGG AAC CTG 3’
BCL-2 5’TCA TGA AGA CAG GGG CCT TTT 3°
5" TGG AGC TGC AGA GGA TGA TTG 3’
TNF-a 5> ATG AGC ACA GAA AGC ATG ATC CGC 3’,
5" CCA AAG TAG ACC TGC CCG GAC TC 3’
INF-y 5" TGCATC TTG GCT TTG CAG CTC TTC CTC ATG GC 3’
5" TGG ACC TGTGGG TTG TTG ACC TCA TTG GC 3
TGF-B 5> GAC CGC AAC AAC GCC ATC TA3Y’
5’GGC GTA TCA GTG GGG GTC AG 3’
IL-10 5" ATG CAG GAC TTT AAG GGT TACTTGGGT T 3’
5" ATT TCG GAG AGA GGT ACA AAC GAG GTT T 3’
iNOS 5" CAG GAT GCT AACGTAGACCTT G 3’
3’ CAG CTC CAC AAG CTG GCT CG 5’
B-actina 5" GTG GGC CGC TCT AGGCAC CAA 3’
3’ CTC TTT GAT GTC ACG CAC GAT TTC 5’
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9. DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA.

9.1 Infeccion de los ratones.

Se utilizaron 40 ratones singénicos BALB/c machos de alrededor de 8 semanas de edad
que se separaron en 8 grupos con 5 ratones cada uno, 4 de los grupos se infectaron via
intravenosa con 5X 10" eritrocitos parasitados con P. yoelii 17XL y 4 grupos se dejaron
sin infectar para utilizarlos como control (figura 8).

9.2 Tratamiento de los ratones.

El dia 7 post-infeccion los ratones infectados y los ratones control se trataron por via
oral con dosis terapéuticas de los farmacos de la siguiente manera: al primer grupo se le
administraron 25 mg/kg de CLQ en 50 pL de aceite de maiz, el segundo grupo se tratd
con 10 mg/kg de PYR en 50 plLde aceite de maiz, al tercer grupo Unicamente se le
administré 50 pL de aceite de maiz (Vehiculo VEH) y finalmente al cuarto grupo se le
dejo sin tratamiento como control. Los 4 grupos de 5 ratones restantes se utilizaron
como control adicional no se infectaron y se trataron de la misma manera el dia 7

(figura 8).
9.3 Sacrificio de los ratones y extraccion de bazo.

El dia ocho post-infeccion los ratones se sacrificaron, se les extrajo la sangre del
corazdn a partir de la cual se separd el suero que se almacend a -20° C hasta la
determinacion de NO por la reaccion de Griess. Ademas, se extrajo el bazo en
condiciones estériles, el tejido se hizo pasar por una malla de nylon utilizando PBS
(solucion buffer de fosfatos) y las células se lavaron con 5 ml de esta solucion. Las
células se centrifugaron a 3,000 rpm durante 5 min. y se elimin6 el sobrenadante. Se
evalud la apoptosis de los linfocitos T y B a partir de estas células utilizando la técnica
de Anexina-V y citometria de flujo (figura 8) de las células restantes se obtuvo el ARN
para determinar la expresion de los genes por la técnica de RT-PCR.

9.4 Evaluacion de la parasitemia.

Diariamente a partir del dia 3 de post-infeccion se tomaron muestras de sangre de la
cola de los ratones para evaluar la parasitemia en frotis tefiidos con Giemsa. Se evalud
el nimero de eritrocitos parasitados por cada 200 eritrocitos y cuando en un campo el
numero de eritrocitos parasitados era menor de 2, se evaluaron 50 campos. El curso de
la infeccion en cada grupo de ratones se muestra como la media geométrica del
porcentaje de parasitemia.
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Figura 8. Representacion esquemitica del disefio experimental.
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9.5 Deteccion de la apoptosis con la técnica de Anexina V-FLUOS

Se evalud la apoptosis de los linfocitos T y B a partir de las células de bazo de cada
raton para lo cual se contaron en un hematocitometro y la suspension se ajusté a 1X10°
de estas células, posteriormente se lavaron con soluciéon amortiguadora de fosfatos y se
colocaron en un tubo Eppendorf donde se resuspendieron con 200 ul de amortiguador
de reaccion (10 mM de HEPES/NaOH, pH 7.4; 140 mM NaCl; y 5 mM CacCl, ). Se
adicionaron 2 pl de Anexina—V FLUOS en cada uno de los tubos y se incubaron por 15
minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente, las células se lavaron con
el amortiguador de reaccion (que contenia 10 pg de yoduro de propidio) y se
resuspendieron en 400 uL del mismo. La fluorescencia se detectd por citometria de
flujo analizdndose en cada muestra 40,000 eventos. Se excluyeron las células necréticas
del andlisis, utilizando yoduro de propidio, el porcentaje de células apoptéticas en
relacion a su fenotipo se calcul6 utilizando el software del citdmetro de flujo (figura 9).

9.6 Evaluacion del fenotipo celular.

Para la evaluacion del fenotipo celular, se colocaron 1X10° células de bazo en un tubo
de citometro de flujo y se lavaron con 1000uL de PBS, posteriormente se tifieron con
las diluciones (1:500) de anticuerpos monoclonales anti-CD3,-CD4,-CD8 o -B220. Las
células se incubaron 30 min. a 4° C en la oscuridad y se lavaron una vez con el
amortiguador de FACS (0.1% albumina sérica bovina, 0.1% azida de sodio/PBS). Se
resuspendieron en 100 pL del mismo amortiguador y se tifieron con Anexina- V Fluos
como se indicé anteriormente, después de 10 minutos se lavd con solucion de PBS y se
colocd en hielo, la fluorescencia se detectd por citometria de flujo para cada muestra se
analizaron 40,000 eventos (figura 9). Como control positivo se utilizaron células de
bazo de ratones BALB/c tratados 12 h antes con dexametasona.
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Figura 9. Representacion esquemaitica del disefio experimental de la técnica de Anexina-V y citometria de flujo.
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9.7 Expresion de citocinas en el bazo por la técnica de RT-PCR.
9.7.1 Extraccion de ARN.

Las células de bazo restantes se centrifugaron a 3,000 rpm y se les elimind el
sobrenadante, al boton celular se le adicionaron 500 uL del reactivo comercial de Trizol
para obtener el ARN. En un tubo eppendorf se colocaron 500 uL del lisado y se le
adicionaron 100 pL de la mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (49:1), se mezcld en
vortex por 10 min y se centrifugd a 14,000 rpm durante 15 min. La fase acuosa se
transfirié a otro tubo y se le adicioné un volumen igual de isopropanol a -20° C. Las
muestras se centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 min, se desecho el sobrenadante y al
boton se le adicionaron 500 pL de etanol al 80% en agua DEPC (Dietilpirocarbonato
1%) enfriado previamente a -20° C. Se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm durante
15 min y posteriormente se desecho el sobrenadante, los tubos se cubrieron con papel
parafilm, al que se le realizaron pequefios agujeros con una aguja (limpia y estéril). Se
dejo secar durante 24 horas o en el termociclador a 60° C por 5 min y finalmente las
muestras se hidrataron con 20 pL de agua DEPC al 0.1 % estéril y se centrifugaron a
14,000 rpm durante 5 seg para posteriormente cuantificar el ARN de la siguiente
manera: en un tubo Eppendorf se coloco 1 uL de ARN puro y se adiciond 199 pL de
agua bidestilada (dilucion 1:200). Se ley6 la absorbancia de la soluciéon de ARN a 260
nm y se determin6 su concentracion por medio de la siguiente formula

ARN (pg/pL) = Absorbancia 60 nm X 40pg X Dilucion.
1000 uL

9.7.2 Retrotranscripcion.

Se colocaron 1.5 pg del ARN previamente cuantificado en un tubo eppendorf al cual se
le adicioné agua DEPC y Oligo dT. Esta solucion se incub6 a 65°C por 10 min, después
se coloco en hielo durante 5 min y se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 seg.
Posteriormente, se colocé en hielo y se le adicionaron 10 pL de la mezcla de reaccion
de retrotranscripcion que contenia lo siguiente:

Mezcla de reaccion de retrotranscripcion | 1Rx

Amortiguador de retrotranscripcion 5X 4.0 uL
0.ImM de dTT 2.0 uL
dNTPs 2.0 uL
Enzima M-MLV RT 1.0 uL
Inhibidor de ARNsa 0.1 uL
Agua DEPC 1.0 uL
Volumen final 10.1 pL

Después se incubd en el termociclador a 37°C durante 1 hora y a 95°C por 5 min.
Finalmente se le adicionaron 50 pL de agua DEPC fuera de la campana y el ADNc o
retrotranscrito se guardo en el congelador (-20° C) hasta su uso.
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9.7.3 Amplificacion de los genes por PCR.

El ADNCc asi obtenido se utiliz6 para amplificar el gene de B-actina y simultdneamente
en el mismo tubo cada uno de los siguientes genes: TNF-o, IFN-y, TGF-B, IL-10 e
INOS (figura 10). Se prepard la mezcla de reaccion de la siguiente forma considerando
que el volumen final en el tubo debia ser de 20 pL (todos los reactivos y mezcla de
reaccion se mantuvieron en hielo).

Mezcla de reaccion de amplificacion Concentracion/ pL/Rxn
Reaccion
10xAmortiguador de PCR 1X 2.0 uL
25 mM MgCl, 2mM 1.6 uL
5 mM dNTP’s 0.2 mM 0.8 uL
20 uM Oligo B-actina 0.1 uM 0.1puL
20 puM  Oligonucledtido que corresponda 0.1 uM 0.1 uLb
(FAS; BCL-2, TNF-0, INF-y, TGF-B, IL-10 ¢
iNOS)
SU/uL taq polimerasa 0.5U 0.1 uL
Agua para PCR 12.3 pL
Volumen final 17.0 uL

Posteriormente se distribuyeron en cada tubo 17 pL de la mezcla de reaccion
previamente preparada y se le adicion6 50 pL de aceite mineral y también 3 uL de
ADNC o retrotranscrito.

Se colocaron los tubos en el termociclador cuando la temperatura se encontraba a 94° C
y se corrio el siguiente programa.

94° C por 6 min.

55° C por 2 min.

72° C por 2 min.

94° C por 2 min.

se repite 30 veces del paso 2-4
55° C por 2 min.

72° C por 7 min.

20° C por 1 hora

fin

WX R WD —

Los productos de PCR asi obtenidos se separaron por electroforesis en geles de
acrilamida al 5%.

9.7.4 Electroforesis de los productos de PCR.

A cada producto de PCR se le adicionaron 10 pL de amortiguador de carga en la fase
acuosa, se mezclo evitando hacer emulsiones con el aceite mineral. En cada uno de los
pozos del gel de acrilamida al 5% previamente preparado se depositaron 10 pL de esta
mezcla y en el ultimo pozo 10 pL del marcador de peso molecular de 100 pares de
bases. La electroforesis del gel se corrié a 190 Volts por 2 horas. Posteriormente, los
geles se tifieron con 20 pL. bromuro de etidio (10 mg/mL) durante 5 min, se lavaron con
agua destilada y las bandas se visualizaron con la ayuda de una camara de video
acoplada a un transiluminador de luz UV, se utilizo6 el software del analizador de geles
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(Gel doc 100) para evaluar la densidad optica de cada banda, el resultado de cada
muestra se calculd en base a la densidad 6ptica de la banda correspondiente al gene

constitutivo B-actina (Figura 10).
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Figura 10. Representacion esquemitica del disefio experimental de la técnica de RT-PCR.

9.8 Determinacion de NO.

Se prepar6 una curva estdndar de nitrato de sodio utilizando para cada punto 15 pL de
un pool de suero normal de raton BALB/c y se le adicionaron 5 pL de estdndar de
nitratos a concentraciones que variaron desde 7.81uM hasta 500 uM. Cada muestra de
suero se analizd por duplicado. Se adicionaron 15 pL de suero a un tubo eppendorf a
cada una de las muestras problema se les adicionaron 5 pL del estandar que corresponde
a una concentracion de 62.4 uM y a todos los tubos se les trato de la siguiente manera:
se les adicion6 15 pLL. de NADPH (1.25 mg/mL), 5 pl de la enzima nitrato reductasa (5
U/ml en agua destilada). Todos los tubos se incubaron protegidos de la luz a
temperatura ambiente durante 15 min después de los cuales se les adicionaron 10 pL de
sulfanilamida (solucion saturada en etanol), 100 pL del reactivo de Griess (1%
sulfanilamida, 0.1% de NED, 1% de é4cido fosforico en agua destilada).y 100 pL de
acido tricloroacético (TCA 10%), se mezclaron perfectamente antes de la centrifugacion
a 14000 rpm por 5 min y finalmente 100 pL del sobrenadante se transfirieron a una
placa de 96 pozos para medir la absorbancia a 540 nm. Los tubos control se prepararon
con agua destilada y con suero normal de raton y se procesaron de la misma forma.
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Figura 11. Representacion esquematica del disefio experimental de la técnica de Griess.
9.9 Analisis estadistico de los resultados.

Cada grafica de resultados es la mas representativa de uno de los tres experimentos que
se realizaron. Las diferencias estadisticas se determinaron por medio de andlisis de
varianza de una via con el programa Statgraphics. Se considero diferencia
estadisticamente significativa cuando el valor de p<0.05.
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10. RESULTADOS.

10.1 Parasitemia.

A partir del dia 4 post-infeccion se evalud la parasitemia en frotes sanguineos tefiidos
con Giemsa a los 4 grupos de ratones BALB/c infectados con P. yoelii 17XL el dia 7
post-infeccion se trataron con cloroquina (CLQ), pirimetamina (PYR) o tinicamente con
el vehiculo (VEH) via oral utilizando las dosis previamente descritas en la metodologia.
Los resultados se muestran en la grafica 1, cada punto representa la media geométrica
de la parasitemia obtenida por dia. Los datos de los ratones infectados sin tratamiento
(S/T) se omitieron en todas las pruebas realizadas debido a que no presentaron
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo de ratones tratados con
el vehiculo (VEH), por lo que tinicamente se utilizo este tltimo grupo como control.

La parasitemia fue similar entre los tres grupos de ratones hasta el dia en que se
administraron los farmacos (dia 7 post-infeccion), ya que un dia después del tratamiento
se observo que tanto cloroquina como pirimetamina disminuyeron la parasitemia a un
30%, mientras que el grupo tratado con el vehiculo present6 una parasitemia un poco
mayor del 70%.
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Grifica 1. Efecto de la cloroquina y la pirimetamina sobre la parasitemia de ratones
BALB/c infectados con P.yoelii 17XL. Cada punto en la grafica representa la media
geométrica de la parasitemia obtenida por cada grupo de 5 ratones que se trataron el dia 7
post-infeccion con cloroquina (CLQ), pirimetamina (PYR) o vehiculo (VEH). La grafica
muestra los resultados representativos de uno de los tres experimentos que se realizaron.

10.2 Apoptosis en las células de bazo.

Para evaluar si en la malaria el tratamiento con cloroquina o pirimetamina modifica los
niveles de apoptosis en los linfocitos, se infectaron 3 grupos de ratones BALB/c con
Plasmodium yoelii 17XL en el dia 7 post-infeccion se trataron con cloroquina,
pirimetamina o vehiculo como se describe en materiales y métodos (como controles, 3
grupos sin infeccion se trataron de la misma forma), al dia siguiente se sacrificaron y se
obtuvieron las células del bazo para evaluar tanto la apoptosis total, como la de los
linfocitos T (CD3+, CD4+, y CD8+) y B (B220) utilizando tinciones simultdneas con
anticuerpos monoclonales (anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 y anti-B220 acoplados a
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ficoeritrina) y con Anexina V marcada con FITC que se analizaron por citometria de
flujo. Los resultados se muestran de la grafica2 ala 5.

Los ratones infectados con P. yoelii 17XL tratados con VEH (ratones control)
presentaron una disminucion en los niveles de apoptosis total de las células de bazo en
comparacion con los ratones sanos sin infectar tratados con el vehiculo. En contraste, el
tratamiento con cloroquina indujo un incremento estadisticamente significativo en la
apoptosis total tanto en el grupo de ratones infectados como en el grupo de ratones
sanos. Interesantemente este incremento fue notoriamente mayor en el grupo de ratones
infectados. En los ratones sanos el tratamiento con pirimetamina incremento la
apoptosis ain mas que la cloroquina, mientras que en los ratones infectados el
tratamiento con pirimetamina incrementd la apoptosis en comparacién con el grupo
infectado tratado con vehiculo. Sin embargo, la apoptosis fue estadisticamente menor en
los ratones parasitados con P. yoelii 17XL que en los ratones sanos (grafica 2).
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Grifica 2. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la
apoptosis total de las células de bazo en ratones infectados con P. yoelii 17XL. Se
infectaron grupos de ratones BALB/c con P. yoelii 17XL, el dia 7 post-infeccion se
trataron con: cloroquina (CLQ) barras lilas, pirimetamina (PYR) barras moradas o con el
vehiculo (VEH) barras verdes. Como controles se utilizaron grupos de ratones no
infectados tratados de la misma manera. El dia 8 post-infeccion se sacrificaron, se les
extrajo el bazo y se analiz6 la apoptosis total utilizando la tincién con Anexina V y
citometria de flujo. Cada barra representa el promedio de los valores obtenidos por grupo
de 5 ratones. El (*) denota una diferencia estadisticamente significativa con una p < 0.05.

Los niveles de apoptosis de los linfocitos T (CD3+ grafica 3, CD4+ grafica 4 y CD8+
grafica 5) en los grupos de ratones infectados con P. yoelii 17XL que se trataron con el
vehiculo, no se modificaron de forma estadisticamente significativa en comparacion con
sus controles sanos. Por el contrario, la apoptosis de las células B (grafica 6) presento
una clara disminucidn del proceso de muerte celular en el grupo de ratones parasitados
tratados con el vehiculo en comparacion con el grupo sano tratado de la misma forma.

En los ratones infectados con Plasmodium el tratamiento con cloroquina increment6 la
apoptosis de las subpoblaciones de linfocitos T CD3+, T CD4+, T CD8+ y B, mientras
que en los ratones sanos unicamente se incrementd la apoptosis en los linfocitos T
CD8+ (Graficas 3, 4, 5 y 6). Por el contrario, en los ratones sin infeccion el tratamiento
con pirimetamina no incrementd los niveles de apoptosis de los linfocitos T CD3+, T
CD4+, T CD8+, tnicamente provocd un aumento en la subpoblacion de linfocitos B de
los ratones infectados. Nuestros resultados indican que los linfocitos B de los ratones
infectados tratados con pirimetamina (grafica 6) son las células que mas contribuyen a
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los niveles de apoptosis total, puesto que presentaron niveles notoriamente superiores a
los de los linfocitos T (gréficas 3, 4, 5).
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Grifica 3. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la
apoptosis de las células T CD3+ de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL. Se
infectaron grupos de ratones BALB/c con P. yoelii 17XL, el dia 7 post-infeccion se
trataron con: cloroquina (CLQ) barras lilas, pirimetamina (PYR) barras moradas o con el
vehiculo (VEH) barras verdes. Como controles se utilizaron grupos de ratones no
infectados tratados de la misma manera. El dia 8 post-infeccion los ratones se
sacrificaron, para evaluar la apoptosis, se extrajeron las células del bazo y se realizaron
tinciones dobles: con el anticuerpo anti-CD3 marcado con ficoeritrina y con anexina V,
las muestras se analizaron por citometria de flujo. A) La grafica de puntos que reobtuvo
con el software del citometro que presenta los resultados de un raton representativo de
cada uno de los grupos. B) Cada barra representa el promedio de los valores obtenidos
por grupo (+ una desviacion estandar). El (*) denota una diferencia estadisticamente
significativa al comparar con el control tratado con el vehiculo con una p < 0.05 en el
analisis de varianza de una via con el programa Stathgraphics.
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Grifica 4. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la
apoptosis de las células T CD4+ de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL. Se
infectaron grupos de ratones BALB/c con P. yoelii 17XL, el dia 7 post-infeccion se
trataron con: cloroquina (CLQ) barras lilas, pirimetamina (PYR) barras moradas o con el
vehiculo (VEH) barras verdes. Como controles se utilizaron grupos de ratones no
infectados y tratados con cloroquina (CLQ), pirimetamina (PYR) o con el vehiculo
(VEH). El dia 8 post-infeccion, los ratones se sacrificaron, para evaluar la apoptosis se
extrajeron las células del bazo y se realizaron tinciones dobles con el anticuerpo anti-CD4
marcado con ficoeritrina y con anexina V. Las muestras se analizaron por citometria de
flujo. Cada barra representa el promedio de los valores obtenidos por grupo de ratones. El
(*) denota una diferencia estadisticamente significativa con una p < 0.05 en el analisis de
varianza de una via con el programa Stathgraphics.
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Grifica 5. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la
apoptosis de las células T CD8+ de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL. Se
infectaron grupos de ratones BALB/c con P. yoelii 17XL, el dia 7 post-infeccion se
trataron con: cloroquina (CLQ), pirimetamina (PYR) o con el vehiculo (VEH). Como
controles se utilizaron grupos de ratones no infectados y tratados con cloroquina (CLQ),
pirimetamina (PYR) o con el vehiculo (VEH). El dia 8 post-infeccion, los ratones se
sacrificaron, para evaluar la apoptosis se extrajeron las células del bazo y se realizaron
tinciones dobles con el anticuerpo anti-CD8 marcado con ficoeritrina y con anexina V,
los resultados se evaluaron por citometria de flujo. Cada barra representa el promedio de
los valores obtenidos por grupo de ratones. El (*) denota una diferencia estadisticamente
significativa con una p < 0.05 en el andlisis de varianza de una via con el programa
Stathgraphics.
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Grifica 6. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la
apoptosis de las células B de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL. Se
infectaron grupos de ratones BALB/c con P. yoelii 17XL, el dia 7 post-infeccion se
trataron con: cloroquina (CLQ), pirimetamina (PYR) o con el vehiculo (VEH). Como
controles se utilizaron grupos de ratones no infectados y tratados con cloroquina (CLQ),
pirimetamina (PYR) o con el vehiculo (VEH). El dia 8 post-infeccion, los ratones se
sacrificaron, para evaluar la apoptosis se extrajeron las células del bazo y se realizaron
tinciones dobles con utilizando el anticuerpo anti-B220 marcado con ficoeritrina y con
anexina V, los resultados se evaluaron por citometria de flujo. A) La grafica de puntos
que se obtuvo con el software del citometro que presenta los resultados de un raton
representativo de cada uno de los grupos. B) Cada barra representa el promedio de los
valores obtenidos por grupo. El (*) denota una diferencia estadisticamente significativa
con una p < 0.05 en el analisis de varianza de una via con el programa Stathgraphics.

10.3 Efecto del tratamiento con cloroquina o pirimetamina sobre los niveles de
expresion del ARNm que codifica para genes asociados con la apoptosis (FAS y BCL-
2) en ratones infectados con P. yoelii 17XL.

Para analizar si el incremento en los niveles de apoptosis que presentaron los grupos de
ratones tratados con los farmacos estd asociado con la expresion de FAS y BCL-2, se
analiz¢ la expresion del ARNm de ambos genes por RT-PCR. Los resultados mostraron
que la infeccidon con P. yoelii 17XL increment6 ligeramente la expresion de FAS, sin
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embargo este aumento no fue estadisticamente significativo. Por otro lado, el
tratamiento con una sola dosis de cloroquina 6 pirimetamina en los grupos de ratones
infectados con Plasmodium yoelii 17XL no modific6 de forma estadisticamente
significativa la expresion del gen FAS en comparacion con los grupos de ratones sanos
tratados con los farmacos. El tratamiento con cloroquina indujo una disminucion de la
expresion del gen BCL-2 en el grupo de ratones infectados con el parasito que si tuvo
significancia estadistica (grafica 7a 'y 7b).
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Grifica 7. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la expresion de FAS Y BCL-2 en
las células de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL. Se infectaron grupos de ratones BALB/c con P.
yoelii 17XL, el dia 7 post-infeccion se trataron con: cloroquina (CLQ), pirimetamina (PYR) o con el vehiculo
(VEH). Como controles se utilizaron grupos de ratones sanos tratados de la misma manera. El dia 8 post-infeccion
se sacrificaron, se extrajo ARN de las células del bazo, se retrotranscribio y se amplificé por PCR con un juego de
oligonucledtidos especificos para FAS (a) 6 BCL-2 (b). Los productos de PCR se resolvieron en geles de
acrilamida al 5%, se tifieron con bromuro de etidio, se visualizaron en un transiluminador de luz UV y se
analizaron con el software del analizador de geles. Los resultados muestran la densidad de la banda para FAS en
relacion a la densidad de la banda del gen constitutivo B-actina. El (*) denota una diferencia estadisticamente
significativa con una p < 0.05 en el analisis de varianza de una via con el programa Stathgraphics.

10.4 Expresion del ARN mensajero que codifica para genes asociados con la
respuesta inmune en malaria y con la apoptosis.

Dado que el tratamiento con cloroquina o pirimetamina en pacientes con enfermedades
autoinmunes ademds de modificar los niveles de apoptosis (Nishimura, et.al. 1998,
Landewe, et.al. 1992), también modula la produccién de las citocinas pro-inflamatorias
y anti-inflamatorias, se decidi6 investigar el efecto del tratamiento con estos farmacos
sobre los niveles de expresion de genes asociados con la respuesta inmune en malaria y
con apoptosis como los son: TNF-a, INF-y, TGF-f, IL-10 e iNOS en los ratones
BALBY/c infectados con Plasmodium yoelii 17XL.

Para ello, a partir del tejido del bazo se extrajo el ARN total, se cuantifico y se
retrotranscribi6 para obtener el ADN complementario que se utilizo para amplificar por
PCR los genes que codifican para TNF-a, INF-y, TGF-B, IL-10 e iNOS se amplificé
ademas el gene constitutivo B-actina para realizar los célculos de expresion en relacion a
este.
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10.4.1 Efecto del tratamiento con cloroquina o pirimetamina sobre los niveles de

expresion del ARNm que codifica para TNF-a en ratones infectados con P. yoelii
17XL.

En los ratones BALB/c infectados con P. yoelii 17XL que se trataron con el vehiculo se
disminuyo6 la expresion de TNF-a de forma estadisticamente significativa con respecto
al grupo de ratones sanos tratados de la misma forma. La administracion de cloroquina
al grupo de ratones infectados no modificd los niveles de expresion del gene TNF-a con
respecto al grupo de ratones sanos control. Sin embargo, se detectdé un incremento
estadisticamente significativo entre el grupo de ratones infectados y tratado con el
farmaco con respecto al grupo control infectado. Finalmente, el tratamiento con
pirimetamina increment6 los niveles de expresion de TNF-o en los ratones no
infectados pero este incremento no resulto estadisticamente significativo. En los ratones
infectados tratados con PYR se observo un decremento estadisticamente significativo de
la expresion del gene con respecto al grupo sano tratado con el fArmaco, sin embargo,
no se detecto modificacion en la expresion de este gen en los ratones infectados y
tratados con pirimetamina en comparacion con el grupo de ratones infectados a los que
se les administr6 vehiculo (grafica 8).
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Grifica 8. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la
expresion de TNF-a en las células de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL.
Se infectaron grupos de ratones BALB/c con P. yoelii 17XL, el dia 7 post-infeccion se
trataron con: cloroquina (CLQ), pirimetamina (PYR) o con el vehiculo (VEH). Como
controles se utilizaron grupos de ratones no infectados tratados de la misma manera. El
dia 8 post-infeccion se sacrificaron, se extrajo ARN de las células del bazo, el cual se
retrotranscribié y se amplificé por PCR con un juego de oligonucleotidos especificos para
TNF-a., los productos de PCR se resolvieron en geles de acrilamida al 5%, se tifieron con
bromuro de etidio, se visualizaron en un transiluminador de luz UV y se analizaron con el
software del analizador de geles. Los resultados muestran la densidad de la banda para
TNF-a en relacion a la densidad de la banda generada por gene constitutivo B-actina. El
(*) denota una diferencia estadisticamente significativa con una p < 0.05 en el analisis de
varianza de una via con el programa Stathgraphics.

10.4.2 Niveles de expresion del ARNm que codifica para IFN-y en los ratones
infectados con P. yoelii 17XL tratados con cloroquina o pirimetamina.

La infeccion con P. yoelii 17XL incremento los niveles de expresion de INF-y en el dia

8 post-infeccion, este aumento no resultd estadisticamente significativo con respecto al
grupo no infectado. El tratamiento con cloroquina no indujo cambio en los niveles de
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expresion de este gene en ninguno de los grupos. En contraste, en los ratones infectados
con P.yoelii 17XL el tratamiento con pirimetamina indujo un incremento
estadisticamente significativo en la expresion de INF-y que no se detectd en los ratones
sin infectar tratados con el mismo farmaco (grafica 9).
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Grifica 9. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la
expresion de IFN-y en las células de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL.
Se infectaron grupos de ratones BALB/c con P. yoelii 17XL, el dia 7 post-infeccion se
trataron con: cloroquina (CLQ), pirimetamina (PYR) o con el vehiculo (VEH). Como
controles se utilizaron grupos de ratones no infectados tratados de la misma manera. El
dia 8 post-infeccion se sacrificaron, se extrajo ARN de as células del bazo, el ARN se
retrotranscribid y se amplificé por PCR con un juego de oligonucleotidos especificos para
IFN-y los productos de PCR se resolvieron en geles de acrilamida al 5%, se tifieron con
bromuro de etidio, se visualizaron en un transiluminador de luz UV y se analizaron con el
software del analizador de geles. Los resultados muestran la densidad de la banda para
IFN-y en relacion a la densidad de la banda correspondiente al gene constitutivo -actina.
El (*) denota una diferencia estadisticamente significativa con una p < 0.05 en el analisis
de varianza de una via con el programa Stathgraphics.

10.4.3 Efecto del tratamiento con cloroquina o pirimetamina sobre los niveles de
expresion del ARNm que codifica para TGF-f e IL-10 en ratones infectados con P.
yoelii 17XL.

La infeccion con Plasmodium yoelii 17XL generé un incremento estadisticamente
significativo en la expresion de los genes TGF-3 e IL-10. La administracion de CLQ no
modifico la expresion de TGF-B (grafica 10). El tratamiento con pirimetamina generd
un incremento significativo en la expresion de TGF-f tanto en los ratones infectados
como en el grupo control no infectado. Al evaluar la expresion de IL-10 se detecto lo
siguiente: la infeccion con P. yoelii 17XL generd un incremento significativo de este
gene; la administracion de cloroquina no modifico los niveles de IL-10, mientras que el
tratamiento con pirimetamina indujo un incremento significativo unicamente en los
ratones no infectados (graficas 10 y 11). En los ratones infectados con P. yoelii 17XL
tratados con CLQ se detectd una disminucion estadisticamente significativa en la
expresion de las citocinas anti-inflamatorias TGF-B e IL-10 comparando con el grupo
de ratones infectados tratados con el vehiculo (graficas 10 y 11).

42



121 BVEH

BCLQ

OPYR
04 -

TGF-B/B-ACTINA

CONTROL INFECTADOS

— S — 540pb

e [l

— - m— T o E— e S— 30 )

Grifica 10. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la
expresion de TGF-B en las células de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL.
Se infectaron grupos de ratones BALB/c con P. yoelii 17XL, el dia 7 post-infeccion se
trataron con: cloroquina (CLQ), pirimetamina (PYR) o con el vehiculo (VEH). Como
controles se utilizaron grupos de ratones no infectados tratados de la misma manera. El
dia 8 post-infeccion se sacrificaron, se extrajo el ARN de las células del bazo, el ARN asi
obtenido se retrotranscribié y se amplifico por PCR con un juego de oligonucledtidos
especificos para TGF-B, los productos de PCR se resolvieron en geles de acrilamida al
5%, se tifieron con bromuro de etidio, se visualizaron en un transiluminador de luz UV y
se analizaron con el software del analizador de geles. Los resultados muestran la densidad
de la banda para TGF-$ en relacion a la densidad de la banda del gene constitutivo B-
actina. El (*) denota una diferencia estadisticamente significativa con una p < 0.05 en el
analisis de varianza de una via con el programa Stathgraphics.
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Griafica 11. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la
expresion de IL-10 en las células de bazo de ratones infectados con P. yoelii 17XL.
Se infectaron grupos de ratones BALB/c con P. yoelii 17XL, el dia 7 post-infeccion se
trataron con: cloroquina (CLQ), pirimetamina (PYR) o con el vehiculo (VEH). Como
controles se utilizaron grupos de ratones no infectados tratados de la misma manera. El
dia 8 post-infeccion se sacrificaron, se extrajo el ARN de las células del bazo, el ARN
asi obtenido se retrotranscribio y se amplificé por PCR con un juego de oligonucledtidos
especificos para IL-10, los productos de PCR se resolvieron en geles de acrilamida al 5%,
se tifieron con bromuro de etidio, se visualizaron en un transiluminador de luz UV y se
analizaron con el software del analizador de geles. Los resultados muestran la densidad
de la banda para iNOS en relacion a la densidad del gene constitutivo B-actina. El (*)
denota una diferencia estadisticamente significativa con una p < 0.05 en el analisis de
varianza de una via con el programa Stathgraphics.



10.4.4 Efecto del tratamiento con cloroquina o pirimetamina sobre los niveles de
expresion del ARNm que codifica para iNOS en ratones infectados con P. yoelii
17XL.

La infeccién con Plasmodium yoelii 17XL disminuyd los niveles de expresion del
ARNm para iNOS (grafica 12a) y la concentracion de NO en suero (grafica 12b). El
tratamiento con CLQ o PYR gener6 un incremento en los niveles de expresion de iNOS
(grafica 12a) y de 6xido nitrico en el suero (grafica 12a) en relacion a los niveles de los
grupos tratados con el vehiculo, en los ratones infectados como en los no infectados.
Los ratones que recibieron el tratamiento con cloroquina o con pirimetamina ya sea
infectados o no infectados, incrementaron la concentracion sérica de 6xido nitrico, sin
embargo, aunque se conservo la misma tendencia que en la expresion de iNOS, el
incremento en la concentracion de NO generado por la administracion de las drogas no
resultd estadisticamente significativo (grafica 12b).

a) b)
0.14 W
* *
g 0.12 * E-h- [ | *
E 01 BVEH !
g o.08 B I v
¥ \BcLQ
Q 0.06 aPYR o (L ET
g 0.04 o T
£ 0.02
0
CONTROL INFECTADOS L :

LT WA

Grifica 12. Efecto del tratamiento con cloroquina o con pirimetamina sobre la expresién de iNOS (a)
en las células de bazo y la concentraciéon de NO (b) en suero de ratones infectados con P. yoelii 17XL.
Se infectaron grupos de ratones BALB/c con P. yoelii 17XL, el dia 7 post-infecciéon se trataron con:
cloroquina (CLQ), pirimetamina (PYR) o con el vehiculo (VEH). Como controles se utilizaron grupos de
ratones no infectados tratados de la misma manera. El dia 8 post-infeccion se sacrificaron, se extrajo el ARN
de las células del bazo, se retrotranscribid y se amplifico por PCR utilizando oligonucledtidos especificos
para la enzima iNOS, los productos de PCR se resolvieron en geles de acrilamida al 5%, se tifieron con
bromuro de etidio, se visualizaron en un transiluminador de luz UV y se analizaron con el software del
analizador de geles. Los resultados muestran la densidad de la banda para iNOS (a) en relacion a la densidad
de la banda correspondiente al gene constitutivo B-actina. (b) La concentracién de 6xido nitrico se determind
por medio de la reaccion de Griess. El (*) denota una diferencia estadisticamente significativa en relacion al
grupo testigo tratado con vehiculo con una p < 0.05 en el andlisis de varianza de una via con el programa
Stathgraphics.
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11. DISCUSION DE RESULTADOS.

Los farmacos CLQ y PYR ademads de poseer efectos antimalaricos, son dos agentes
terapéuticos utilizados en el tratamiento para desérdenes autoinmunes como: el lupus
eritematoso sistémico (Wozniacka, et. al. 2006), el sindrome linfroproliferativo (Werff
Ten Bosch, et. al. 2002) y la artritis reumatoide (Khraishi y Singh, 1996). Estos
desordenes se caracterizan por problemas de los linfocitos activados para sufrir muerte
celular programada o apoptosis, lo que repercute directamente en la homeostasis de los
mismos (Jackson y Puck, 1999). Aunque el mecanismo inmunomodulador de estas
drogas no esta bien definido, el efecto benéfico en estos desordenes se atribuye a la
induccion de apoptosis en los linfocitos T (Meng, et. al. 1997, Pierdomicini, et. al.
2005, Lai, et. al. 2001). En malaria existen algunos fenémenos en los cuales la
apoptosis de las células linfoides podria estar involucrada, dado que el bazo es el 6érgano
en donde se elimina al parasito (Alves, et. al.1996, Grun, et. al. 1985, Engwerda, et. al.
2005), se sabe que en ¢l se desarrolla una proliferacion muy intensa de los linfocitos T y
asociado a ello una esplenomegalia severa, dado que una activacion de esa magnitud no
puede permanecer a ese nivel por mucho tiempo, se cree que la apoptosis podria ser
parte del mecanismo por el cual se mantiene en equilibrio la densidad de la poblacion
celular de este organo (Werff Ten Bosch y Abbas, 1998), lo que limitaria el dafio al
huésped causado por la respuesta inmune, ya que los linfocitos activados producen
citocinas tanto pro-inflamatorias como anti-inflamatorias que ademas de estar
involucradas en la eliminacion del parasito también causan patologia cuando se
producen en exceso (Day, et. al. 1999).

En la malaria se propone que la apoptosis es un mecanismo de regulacion inmunolédgica
importante, sin embargo no hay suficiente investigaciéon al respecto, ademads es
frecuente que en las regiones endémicas se administre cloroquina o pirimetamina en los
pacientes que cursan con la enfermedad, por tal motivo dadas las implicaciones
terapéuticas de estos farmacos, en este trabajo se decidi6 evaluar si la administracion de
cloroquina o pirimetamina que se sabe induce apoptosis en desordenes autoinmunes
puede modificar este proceso en ratones infectados con una cepa letal de Plasmodium
ademas de investigar si el tratamiento con estos farmacos podria modificar la respuesta
inmune contra este parasito

La estrategia inicial fue analizar el efecto antimaléarico de una sola dosis de cloroquina o
pirimetamina sobre la cinética de la parasitemia en los grupos de ratones BALB/c
infectados con P. yoelii 17XL. Los resultados mostraron que un dia después de
administrar los fArmacos (dia 8 post-infeccion) ambas drogas tuvieron un efecto similar
ya que disminuyeron a un 30% la carga parasitaria, mientras que en los ratones
infectados tratados unicamente con vehiculo la parasitemia fue de alrededor del 70%
(gréafica 1). Los niveles de parasitemia que presento el grupo control fueron similar a los
descritos previamente por otros autores con la misma cepa de Plasmodium donde
ademds también se ha informado que el dia 8 post-infeccion es el dia en el que los
ratones infectados sin ningun tratamiento comienzan a morir (Hirunpetcharat, et. al.
1999, Wykes, et. al. 2006), lo cual corrobora lo previamente observado por nuestro
grupo de investigacion y es la razén por la cual se evalud el efecto de ambas drogas el
dia 8 postinfeccién que es el punto en el cual todavia se puede contar con un grupo de
ratones control.
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Lo siguiente que realizamos fue determinar si la infeccion con P.yoelii 17XL modifica
la apoptosis y si la administracion de una sola dosis de CLQ o PYR tenia efecto sobre
los niveles de apoptosis total en el bazo. Encontramos que la infeccion con P. yoelii
17XL en los ratones BALB/c inhibe de forma estadisticamente significativa la apoptosis
total de las células de bazo (grafica 2) lo cual resulta contrastante con lo descrito
previamente en infecciones con el parasito no letal P.chabaudi chabaudi AS, los ratones
infectados con ese Plasmodium presentan un incremento en los niveles de apoptosis de
los linfocitos T (Riccio et. al. 2003; Helmby et. al. 2000; Sanchez et. al. 2001). En este
trabajo se utilizd a un parasito cuya infeccion es letal (Plasmodium yoelii 17XL), eso
podria explicar las diferencias encontradas en ambos grupos de trabajo, ya que es
probable que la disminucién de la apoptosis que se observo con este parasito, sea un
fendbmeno que esté asociado con la patologia que genera P. yoelii 17XL como
consecuencia de la misma respuesta inmune no controlada.

El tratamiento con cloroquina gener6 un incremento en los niveles de apoptosis total de
las células de bazo tanto en los grupos de ratones infectados como en los grupos de
ratones sin infeccion, el efecto fue mayor en los grupos de ratones infectados.

Sorprendentemente, el tratamiento con pirimetamina indujo mayor apoptosis en los
ratones control, mientras que en los ratones infectados evitd que los niveles de apoptosis
disminuyeran al nivel del grupo de ratones infectados tratados con el vehiculo, se
detecto una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos. (grafica 2), lo
cual podria ser una ventaja inmunoldgica para el huésped ya que el incremento en la
apoptosis que tiene lugar en el bazo se puede relacionar con un mecanismo benéfico
porque contribuye a la homeostasis celular impidiendo asi el dafio caracteristico del
incremento celular exagerado durante la infeccion con malaria (Hembly, et. al. 2000).

A continuacion se evaluo si el tratamiento con CLQ o con PYR tenia efecto diferencial
sobre la apoptosis de las diferentes subpoblaciones de linfocitos en el bazo. Para lo cual
se utilizaron tinciones dobles para medir la apoptosis y la poblacion de linfocitos
simultdneamente por citometria de flujo. En cada una de las subpoblaciones de
linfocitos evaluadas, el tratamiento con cloroquina o con pirimetamina modifico los
niveles de apoptosis de los linfocitos: T CD3+, T CD4+, T CD8+ y B-220 de manera
distinta (graficas 3-6). La CLQ incrementd la apoptosis en los ratones infectados,
mientras que la PYR tuvo mayor efecto incrementando la apoptosis en los ratones no
infectados, la apoptosis es un mecanismo que limita el dafo al huésped por reacciones
inmunes dado que elimina células auto reactivas, por lo tanto resulta sumamente
importante que CLQ y PYR incrementen los niveles de apoptosis de las células de bazo
en los ratones parasitados porque esto sugiere que ambos farmacos podrian contribuir a
regular a la respuesta inmune via apoptosis.

Se ha descrito el efecto pro-apoptotico de la cloroquina en diferentes modelos y cultivos
celulares entre los cuales estan las células endoteliales (Potvin, ez. al. 1997), las células
B de pacientes con leucemia linfocitica cronica (Lagneaux, et. al. 2001), en las lineas
celulares de fibrosarcoma (Saadat, er. al. 2005), asi como en cultivos de células
mononucleares de sangre periférica in vitro de pacientes infectados con Plasmodium
falciparum, (Helmby, et. al. 2000). El efecto pro-apoptotico de la pirimetamina se
observo por primera vez en pacientes con sindrome linfoproliferativo en los que el
tratamiento con esta droga di6 como resultado la activacion y normalizacion de dicho
proceso (Pierdominici, et. al. 2005).

46



Dado que la principal via que conduce a la apoptosis de los linfocitos esta asociada con
un incremento en la expresion del receptor de Fas y su ligando (Ju, et. al. 1995) y que
BCL-2 esta involucrado en la inhibicion de este proceso (Helmby, 2000), se decidio
evaluar si el incremento de apoptosis que generaban los tratamientos con CLQ 6 PYR
esta asociado con cambios en la expresion de estos dos genes involucrados en la via
extrinseca (FAS) e intrinseca BCL-2 de la apoptosis respectivamente. Nuestros
resultados mostraron que el incremento en la apoptosis inducido por CLQ y PYR es
independiente de la expresion del gene FAS (grafica 7a), lo que esta de acuerdo con lo
descrito por (Lai, ef a/ 2001) en cultivos de linfocitos T a los que adicionaron CLQ y
determinaron que la via involucrada en la apoptosis era independiente de FAS. El
mecanismo por el cual la pirimetamina induce apoptosis no se conoce, algunos autores
proponen que dicho proceso involucra la via mitocondrial (Werff Ten Bosh, et. al.
2002), lo cual concuerda con las alteraciones observadas en la expresion de genes
mitocondriales después de la incubacion con pirimetamina, € interesantemente ocurre
independiente de FAS (Pierdominici, et. al. 2005). La apoptosis inducida por el
tratamiento con CLQ en los ratones infectados segiin nuestros resultados podria estar
asociada con la disminucion en la expresion de BCL-2 (gréfica 7b), sin embargo, aun
falta conocer el mecanismo molecular exacto de su actividad pro-apoptotica.

En pacientes con enfermedades autoinmunes se ha detectado que los niveles de
citocinas Thl (pro-inflamatorias) y Th2 (anti-inflamatorias) circulantes estdn en
desequilibrio (Gomez, et. al 2004). En la infeccion por Plasmodium se modifican los
niveles de las citocinas pro- y anti-inflamatorias para tratar de eliminar al parasito, sin
embargo su produccion excesiva también conduce al desarrollo de patologia (Clark, et.
al. 2006).

Dado que el balance de las citocinas pro y anti inflamatorias es importante en ambos
tipos de patologias (malaria y enfermedades autoinmunes), se decidié evaluar si en los
ratones infectados con Plasmodium yoelii 17XL el tratamiento con cloroquina o
pirimetamina modifica la expresion de las citocinas: IFN-y, TNF-a, TGF-$, IL-10 y del
gene iINOS centrales en la defensa inmune contra el Plasmodium que estan asociados
con la induccion de apoptosis en diversos sistemas experimentales (Kazuyoshi y
Nobuyaki 2000, Kim, et. al. 2000, Kwang y Suk, 2001).

Detectamos que en los ratones BALB/c infectados con Plasmodium yoelii 17XL, los
niveles de expresion de los genes TNF-a e INF-y no se modificaron de manera
estadisticamente significativa con respecto al grupo de ratones control sin infeccion
(graficas 8 y 9), lo que corrobora lo descrito por (De Souza, et. al. 1997, Stevenson,
1990) ellos demostraron que en las infecciones con cepas letales (P. yoelii 17XL, P.
berghei) no se incrementaron los niveles de IFN-y o TNF-a durante la fase temprana de
la infeccion, a diferencia de lo que ocurre con las infecciones con las cepas no letales
(P. chabaudi y P. yoelii 17XNL) durante la fase temprana de la infeccion, lo que se
relaciona con la inhibicion de la proliferacion del parésito. En este trabajo el tratamiento
con CLQ en ratones BALB/c infectados con P. yoelii 17XL moduld positivamente la
expresion de TNF-a en comparacion con el grupo que recibid el vehiculo (grafica 8),
este resultado sugiere que los niveles de TNF-a que induce la cloroquina podrian
promover la eliminacion del pardsito dado que se ha descrito por otros autores que los
niveles elevados de esta citocina en el bazo, se han asociado con la resistencia a la
infeccion con Plasmodium chabaudi y con P. vinckei (Ching y Langhorne, 2000).
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Ademas, en nuestros experimentos detectamos que el tratamiento con pirimetamina
induce un aumento en la expresion de INF-y en las células de bazo de ratones infectados
con P. yoelii 17XL (gréafica 9) por lo que podria contribuir con el efecto antimalérico del
farmaco dado que otros autores han descrito que el IFN-y puede contribuir a la
eliminacion del parésito (Clark, et. al., 1987, Bienzle, et. al 1988, Meding, et. al. 1990
y Favre et. al 1997).

Ademas, se ha informado que el IFN-y puede inducir apoptosis en diferentes tejidos
(Kano, et. al. 1999, McCulough, et. al. 2006). En malaria, el incremento de los niveles
de esta citocina se ha asociado con un aumento de la apoptosis de los linfocitos T
activados (Xu, et al., 2002). En nuestros experimentos, la administraciéon de
pirimetamina incremento la apoptosis de los linfocitos T (grafica 1), lo anterior sugiere
que la pirimetamina modula la respuesta inmune induciendo un incremento de IFN-y
que conduce a incrementar la apoptosis de los linfocitos T activados. Es importante
indicar que si bien la inmunidad mediada por células puede matar al parasito, también
puede causar inmunopatologia, incluyendo malaria cerebral, pérdida de peso y anemia
(Good, et. al. 2005). La patologia en malaria no es causa directa de los productos del
parasito sino de los componentes normales de la respuesta inmune, principalmente de
citocinas como TNF-a e INF-y producidas en exceso, las cuales son mediadores que se
liberan de los macréfagos del huésped en respuesta a la estimulacion por productos del
parasito (Clark, et. al. 1989). Lo anterior denota la importancia que tiene la modulacion
de la respuesta inmune en malaria.

La actividad bioldgica del TNF-a y del INF-y en la infeccion con Plasmodium depende
del tiempo, y sitio de su expresion, ademas de la presencia de citocinas que regulen su
produccion (Jacobs, et. al. (a) 1996) como es el TGF-B y la IL-10, por ello se decidid
evaluar la expresion de estas citocinas en los grupos de ratones BALB/c en estudio. En
este trabajo, los ratones sin tratamiento infectados con P. yoelii 17XL incrementaron
significativamente la expresion de TGF- (grafica 10) con respecto al grupo control no
infectado, lo que explicaria la disminucién de TNF-a en este grupo de ratones. Este
resultado esta de acuerdo con lo descrito por otros autores (Omer, et. al. 2003, Good, et.
al. 2005) quienes en ratones C57BL/6 infectados con P. yoelii 17XL detectaron un
incremento en la sintesis de TGF-f lo que se acompand de una disminucion de los
niveles de expresion de TNF-a e INF-y que originaba una deficiente eliminacion del
parasito y por lo tanto mortalidad del 100%, por lo que concluyeron que el TGF-3
regula la produccién de citocinas pro-inflamatorias y determina el curso de la infeccion
con P. yoeliil TXL.

Por el contrario, el tratar con CLQ a los ratones infectados con P. yoelii 17XL
disminuyo¢ la expresion de TGF-f (grafica 10) e incremento la expresion de TNF-a, en
relacion al grupo control infectado, lo cual concuerda con lo descrito por otros autores
quienes han evidenciado que el TGF-B regula la produccion de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a en los macrofagos (Maeda, ef al., 1995), lo cual resulta muy
importante para la resolucion de la infeccion con malaria. Nuestros resultados sugieren
que el tratamiento con cloroquina modula el balance entre la respuesta inmune de tipo
Thl (pro-inflamatoria) y la de tipo Th2 (anti-inflamatoria), lo que también estd de
acuerdo con lo descrito por Jason et. al. 2001, quienes describen que el balance la
respuesta tipo Thl y Th2 es uno de los factores que determina la resolucion de la
parasitemia, la severidad y el curso de la enfermedad.
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En nuestros experimentos detectamos que la infeccion con P. yoelii 17XL induce un
incremento en la expresion de IL-10 (grafica 11) lo que probablemente reguld
negativamente la expresion de TNF-a (grafica 8), este hallazgo concuerda con lo
descrito por Kobayashi, et. al. 1996 quienes detectaron un incremento importante de IL-
10 durante la primera semana de infeccion, en las células del bazo de ratones infectados
con P. yoelii 17XL, mientras que en la infeccion con la cepa no letal P. yoelii 17NL no
se produjeron niveles detectables de esta citocina lo que asociaron con la resolucion de
la infeccion, también sugirieron que la IL-10 es una citocina reguladora asociada con el
agravamiento de la enfermedad en ratones infectados con P. yoelii 17XL (Kobayashi,
et. al. 1996). En nuestros experimentos el tratamiento con CLQ disminuy0 la expresion
de IL-10 lo que podria estar relacionado con el aumento de los niveles de expresion de
TNF-a (grafica 8) y probablemente también con la resolucion de la infeccion, por lo que
se sugiere que la cloroquina modula el balance entre citocinas reguladoras como IL-10 y
TGF-p y las citocinas inflamatorias como INF-y TNF-a lo que es importante para la
sobrevivencia en la infeccion de los ratones que cursan una infeccion con Plasmodium.

Tanto cloroquina como pirimetamina lograron de manera distinta modificar la expresion
de las citocinas en estudio, lo interesante fue que provocaron un incremento en la
expresion de citocinas pro-inflamatorias de forma mas intensa que la que se presenta en
los ratones infectados con esta cepa de Plasmodium sin tratamiento.

Se ha descrito que la produccion preferencial de citocinas pro-inflamatorias genera un
incremento en la sintesis de NO, el cual media la proteccion del huésped a través de la
muerte directa del Plasmodium o bien limitando su crecimiento (Taylor y Smith, 1999).
Dado que el tratamiento con CLQ 6 PYR en los ratones infectados con P. yoelii 17XL
incremento los niveles de expresion de las citocinas TNF-a e INF-y respectivamente,
dos moléculas que son los principales estimulos para la sintesis de NO por los
macrofagos (Mellouk, er. al. 1991; Niissler, et. al. 1991, Rosner, et al., 2006, Jacobs, et.
al. 1995), se decidio6 evaluar el efecto de estas drogas sobre la produccion de este radical
libre en los grupos de ratones infectados con P.yoelii 17XL y tratados con CLQ o PYR,
dado que el 6xido nitrico se ha relacionado con la induccion de apoptosis (Perrotta, et.
al. 2005; Volbracht, et al. 2005), lo que explicaria el incremento en los niveles de
apoptosis asociados con la administracion de pirimetamina o cloroquina. Para evaluar lo
anterior, se determin6 la expresion de ARNm para iNOS en bazo y se cuantificod la
concentracion de 6xido nitrico en el suero en los ratones infectados con P. yoelii 17XL
tratados con cloroquina o con pirimetamina.

El incremento en la sintesis de NO durante la infeccion en la fase sanguinea de malaria
se ha asociado con la eliminacion de Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium berghei y Plasmodium chabaudi (Anstey, et. al.1996, Jacobs, et. al. 1995,
Mellouk, et. al. 1991, Rockett, et. al. 1991), se ha evidenciado que la habilidad del
huésped para producir NO puede ser muy importante puesto que un incremento en la
produccion de este radical corresponde al pico de parasitemia y con la eliminacién
eficiente del parasito (Taylor y Smith, 1999) ademas los niveles de nitratos y nitritos en
plasma tienden a aumentar con la severidad de la enfermedad y estan asociados con una
eliminacion del parasito (Kresmner, et. al. 1996). En nuestros resultados la expresion de
iINOS (grafica 12a) y la produccion de NO (grafica 12b) disminuyeron
considerablemente y de manera estadisticamente significativa en los grupos de ratones
infectados con Plasmodium yoelii 17XL tratados con el vehiculo, lo que sugiere que la
infeccion con este parasito inhibe el incremento de NO en el pico de la parasitemia y
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por lo tanto evita su actividad microbicida contra el estado sanguineo de malaria, por lo
que es probable que el crecimiento descontrolado del parasito aunado con la
disminucién de la apoptosis sea un fendmeno asociado a la falta en la regulacion de la
respuesta inmune y como consecuencia a la muerte de los ratones. Es probable que el
parésito posea mecanismos capaces de eliminar a dicho radical como eficientes sistemas
antioxidantes que incluyen a las enzimas glutation peroxidasa, superoxido dismutasa y
tioredoxin (Miiller, ez. al. 2001, Becuwe, ef al 1993, Gamain, et. al. 1996).

El tratamiento con cloroquina o pirimetamina increment6 los niveles de expresion iNOS
(grafica 12a) y la produccion de NO (grafica 12b) en los ratones control sin infeccion
mientras que en los ratones infectados con Plasmodium yoelii 17XL ambos farmacos
lograron mantener los niveles de expresion y evitaron que la expresion decrementara al
nivel que alcanz6 el grupo control infectado, este resultado podria ser una ventaja que
confieren los fairmacos cloroquina y pirimetamina ya que al regular positivamente los
niveles de 6xido nitrico podrian ejercer un efecto positivo en la eliminacion de esta
especie de Plasmodium y también en la apoptosis que se observd cuando los ratones
infectados con P. yoelii 17XL se trataron con cloroquina o con pirimetamina. Nuestros
resultados estan acorde con lo descrito por otros autores (Prada, et. al.1996), en ratones
infectados con Plasmodium berghei donde el tratamiento con cloroquina influye en la
produccion de intermediarios reactivos del oxigeno y del nitrogeno este efecto se ha
evidenciado también en cultivos de células endoteliales murinas, porcinas y humanas in
Vitro (Ghigo, et. al. 1998). Existen evidencias en modelos de infecciones con
protozoarios como en la toxoplasmosis y la leishmaniasis que sugiere que la produccion
preferencial de citocinas pro-inflamatorias genera un incremento en la sintesis de NO, el
cual media la proteccién del huésped a través de la muerte directa del Plasmodium o
limitan su crecimiento (Taylor y Smith, 1999).

En resumen, el tratamiento con cloroquina generd un incremento en la expresion de
TNF-o en los ratones infectados mientras que la administracion de pirimetamina
aumento los niveles de expresion de INF-y, lo cual sugiere que ambas drogas son
capaces de modificar la expresion de citocinas pro-inflamatorias lo que conduce a un
incremento en los niveles de expresion de iNOS, enzima que genera un incremento en el
oxido nitrico, esta molécula puede estar involucrada tanto en la eliminacion de P.yoelii
17XL como en el incremento en la apoptosis, lo que como resultado modula la repuesta
inmune en este modelo experimental de malaria.
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12. CONCLUSIONES.

Los resultados de la infeccion con Plasmodium yoelii 17XL sugieren que la letalidad del
parasito probablemente se asocia con la habilidad de regular negativamente el proceso
de apoptosis e incrementar los niveles de expresion de TGF-f e IL-10 lo que da como
resultado la disminucion de la expresion de TNF-a, iNOS y de la produccion de NO que
son de suma importancia para la eliminacién del parasito. Es probable que la
disminucién de la apoptosis con este parasito, sea un fendémeno que este asociado a la
falta de regulacion de la respuesta inmune dando como resultado la alta mortalidad que
genera este parasito en los ratones.

El tratamiento con cloroquina o pirimetamina a ratones parasitados con Plasmodium
yoelii 17XL modula la apoptosis positivamente, ademads de influir sobre la expresion de
citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias por mecanismos diferentes. CLQ
incrementd los niveles de apoptosis en los grupos de ratones infectados con
Plasmodium yoelii 17XL probablemente mediante la modulacion en la expresion del
gene BCL-2, TNF-a e iNOS y en la produccién de NO, mientras que PYR modul¢ la
apoptosis en ratones infectados probablemente por la regulacion en la expresion de INF-
v, INOS y la produccion de NO.

Finalmente, ademas del efecto antimalarico de la cloroquina y la pirimetamina, estos
farmacos también regulan la respuesta inmune en los ratones infectados con P.yoelii
17XL, ya que modulan positivamente la expresion de TNF-a e INF-y respectivamente,
que son citocinas importantes en el incremento de la produccion de los niveles de 6xido
nitrico, molécula que participa en la induccion del proceso de apoptosis y en la
eliminacion del parésito.

Nuestros resultados ayudan a entender los mecanismos mediante los cuales las drogas
antimalaricas cloroquina y pirimetamina modulan la respuesta inmune, estos hallazgos
podrian utilizarse para disefar estrategias de regulacion de la respuesta inmune en
malaria.
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Figura 12. Representacion esquematica de las conclusiones. Los resultados de este
proyecto de investigacion evidenciaron que la infeccion con el parasito letal
Plasmodium yoelii 17XL favorece una respuesta inmune de tipo Th2 (a) que se
demostré con el incremento () estadisticamente significativo de la expresiéon de las

citocinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-3 y con el decremento ( ¥ )de la expresion de

la citocina pro-inflamatoria TNF-a lo que se relaciona con la alta mortalidad (IWE"! )de
los ratones BALB/c que cursan por una infeccion con Plasmodium yoelii 17XL aunado
también a la disminuciéon de la apoptosis total de las células de bazo y de la

concentracion de NO en suero. Los farmacos CLQ y PYR modularon( ™= )de forma
positiva la expresion de citocinas que favorecen una respuesta inmune tipo Thl a través
de la modulacién de las citocinas pro-inflamatorias como INF-y (PYR) y TNF-a (CLQ),
ambas drogas incrementaron los niveles de NO asi como induccion de apoptosis (CLQ
y PYR).
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13. ABREVIATURAS

APC
APS
DEPC
ADN
ADNc
dNTP’s
dTT
EDTA
IFN-y
Ig

IL

IRN
IRO
Mg
Mng
MHC
M-MLVRT
mM
NADPH
ng

NK

nM

NO
NOS
eNOS
iINOS
nNOS
NOy
NO;5
Oligo
OMS
ONOO
pb

PBS
PCR
ARN
ARNm
rpm
RT-PCR
Taq

Th
TBE
TEMED
TGF

ng
uM
pL

C¢lulas presentadoras de antigeno
Persulfato de amonio
Dietilpirocarbonato

Acido desoxirribonucleico

ADN complementario
Desoxirribonucleotidos trifosfato
Ditiotreitol

Acido etilendiamino tetraacético
Interferon gamma

Inmunoglobulina

Interleucina

Intermediarios reactivos del oxigeno
Intermediario reactivos del nitrogeno
Ion magnesio

Cloruro de magnesio

Complejo mayor de histocompatibilidad
Retrotranscriptasa del virus de leucemia murina Molones
Milimolar

Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
Nanogramo

Asesina natural (Natural killer
Nanomolar

Oxido nitrico

Oxido nitrico sintetasa

Oxido nitrico sintetasa endotelial
Oxido nitrico sitetasa inducible
Oxido nitrico sintetasa neuronal
Nitrito

Nitrato

Oligonucleotido

Organizacion mundial de la salud.
Peroxinitrito

Pares de bases

Soluciéon amortiguadora de fosfatos
Reaccion en cadena de la polimerasa
Acido ribonuleico

ARN mensajero

Revoluciones por minuto
Retrotranscripcion PCR
Thermmophillus aquaticus

Célula T cooperadora

Tris — &cido borico — EDTA
N,N,N’,N’, Tetrametiletilendiamina
Factor de crecimiento transformante
Factor de necrosis tumoral

Micro gramo

Micro molar

Micro litro
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