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1. Introduccion

1.1 Caracteristicas de la malaria.

La malaria es una infecciéon causada por un pardsito del género Plasmodium que se
transmite a través de la picadura de mosquitos hembra Anopheles infectados [1]. En el
ano 2010, aproximadamente el 50% de la poblacién mundial estaba expuesta a la malaria

[2].

Se estima que existen zonas de riesgo de transmisidon de la malaria en mas de 107 paises,
asimismo se consideran entre 350 y 500 millones de episodios de malaria nuevos por afio,
la mayoria causados por P. falciparum y P. vivax con mas de 2.2 millones muertes al afio

3].

Areas en riesgo de la transmision de la malaria

mm Areas donde ocurre la infeccion con malaria
Areas en riesgo de contraer la malaria

Figura 1. Paises en riesgo de transmision de la malaria [Tomado de OMS, 2010]

En México se ha reducido el nimero de casos mediante un programa de “tratamiento
focalizado” que consiste en un tratamiento mas eficaz y rociamiento de accién residual en
determinadas zonas, lo que ha logrado interrumpir la transmisién en gran parte del pais.
Sin embargo, existen focos de transmisidon persistentes en los estados de: Nayarit,
Michoacan, Oaxaca y en la frontera Sur [3].



Imagen 2. Areas en riesgo de contraer malaria en México [Modificado de Venkataramani, 2012]

1.1.2 Ciclo de vida del plasmodio

El Plasmodium pertenece al subphylum Apicomplexa Se conocen mas de 100 especies de
Plasmodium que infectan a mamiferos, aves y reptiles, pero solo 5 infectan al hombre P.
vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale y P. knowlessi. Todos se transmiten por la
picadura del mosquito hembra Anopheles infectado. Existen dos fases en el ciclo vital de
este parasito: el ciclo sexual que tiene lugar en los mosquitos y el ciclo asexual que se
realiza en el hombre o huésped intermediario [1, 4].

El ciclo vital en el hombre comienza con la introduccidn de esporozoitos desde la saliva del
mosquito Anopheles. Los esporozoitos atraviesan la piel y al cabo de 30 minutos invaden a
los hepatocitos donde se multiplican y se diferencian a merozoitos. P. vivax y P. ovale
desarrollan una forma latente en el higado llamada hipnozoito, la cual origina las recaidas
qgue presentan los pacientes [5]. Al llegar al higado, algunos esporozoitos evaden a la
respuesta inmune y a otros los capturan las células de Kupffer y las células NK que
estimulan a los hepatocitos para la produccién de especies reactivas de nitrégeno. Los
esporozoitos se reproducen dentro de los hepatocitos y por mitosis se generan
merozoitos en un saco llamado merosoma que le permitira salir de los hepatocitos sin
activar a la respuesta inmune [6]. Los merozoitos entran a la circulacién y pueden invadir
rapidamente a los eritrocitos a través de procesos eficientes que emplean distintas vias
gue les permiten establecerse dentro del eritrocito. En el eritrocito los merozoitos
maduran y forman un trofozoito. Posteriormente, el trofozoito madura y divide su nucleo
en varias porciones y se transforma en esquizontes a ese proceso se le conoce como

2



esquizogonia [6]. Estos esquizontes al madurar generan merozoitos, nuevamente en el
ciclo eritrocitico. Algunos merozoitos no se desarrollan a trofozoitos, se diferencian
sexualmente en microgametocitos masculino y macrogametocitos femeninos. El mosquito
Anopheles cuando se alimenta ingiere junto con la sangre a estos gametocitos y dentro de
su intestino se forman un macrogameto femenino y ocho microgametos masculinos
semejantes a los espermatozoides. Después de la fertilizacion, el cigoto diploide se
diferencia a un oocineto mdvil que perfora la pared intestinal donde crece un oocisto
dentro del cual se producen numerosos esporozoitos que se liberan y migran a las
glandulas salivales listos para continuar con el ciclo cuando el mosquito ingiere su
siguiente dosis de sangre [7].

1.1.3 Plasmodium berghei ANKA

El P. berghei es una de las cuatro especies de Plasmodium que infectan a roedores
murinos de Africa Central y se transmite por el mosquito Anopheles stephensi. Sirve como
un buen modelo para los parasitos humanos con los que comparte caracteristicas
similares a las que se presentan en la malaria cerebral humana, principalmente en los
signos neuroldgicos y en los hallazgos histopatolégicos, por lo que los ratones infectados
con P. berghei ANKA pueden ser un buen modelo experimental de la malaria humana [8,
9l

La morfologia estructural del esporozoito de P. berghei ANKA se asemeja a la de los
esporozoitos de parasitos humanos, los merozoitos comparten caracteristicas de invasion
a los eritrocitos como los granulos apicales, los micronemas y los granulos densos con P.
falciparum[9].

En muchas cepas de ratones causa la muerte en 1 a 3 semanas y muchos animales
presentan complicaciones cerebrales. En ratones BALB/c y en C57BL/6 se ha detectado el
secuestro de esquizontes en la microvasculatura cerebral, pero principalmente en el bazo,
los pulmones y el tejido adiposo [8, 9].
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Figura 3. Fotografia tomada de un frotis sanguineo de un ratén infectado con P. berghei ANKA en el microscopio

Optico a un aumento de 100X

1.1. 4 Sintomatologia.

La sintomatologia se debe a la fase eritrocitica. Entre los sintomas de la malaria destaca la
fiebre, la cefalea por la liberacidon de los merozoitos. Si no se trata adecuadamente se
pone en riesgo la vida al presentarse las complicaciones que van desde la incapacidad para
sentarse sin ayuda, alteracion de la conciencia, dificultad respiratoria, convulsiones,
colapso circulatorio, sangrado anormal, ictericia, hemoglobinuria, anemia severa (Hb<
5g/dL), estado de coma e incluso la muerte. Estas complicaciones ocurren por lo general
con una parasitemia del 5% [10].

1.1.5 Diagnostico.

Un diagnéstico rapido y esencial se obtiene con los frotis de capa fina y gruesa tefiidos con
Giemsa. Estos deben permitir la identificacion de especies y cuantificacion (como el
porcentaje de eritrocitos infectados o como pardsitos por micro litro). La malaria no debe
excluirse hasta al menos 3 frotis de sangre negativos que se obtengan dentro de las 48
horas. Las pruebas rapidas incluyen las de deteccién rapida de antigenos (PDR) que
detectan proteinas del pardsito en muestras de sangre por puncién digital. La reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica altamente sensible y especifica, ademads, es
capaz de detectar parasitemias extraordinariamente bajas [10].



1.2 Vacunas y adyuvantes.

El objetivo de la vacunacién es la induccién de una respuesta inmune patdgeno-especifica
gue permita la proteccidn contra la infeccién causada por un patégeno. La respuesta
inmune hacia los antigenos se puede mejorar con adyuvantes que se adicionan a la
formulacion de la vacuna, los primeros adyuvantes que se emplearon fueron las sales de
aluminio [11].

Diversas sustancias como el agar poseen capacidad adyuvante, las sales de aluminio se
han utilizado en los ultimos 80 afios en la formulacion de una vacuna para la difteria con
aplicaciones veterinarias [11]. Los adyuvantes confieren a las vacunas una estimulacion
mas selectiva para obtener una respuesta antigeno-especifica. Los adyuvantes también
pueden utilizarse para mejorar la respuesta inmune contra antigenos que estdn en baja
concentracion [12].

Los adyuvantes pueden actuar de distintas formas: hacen que las células presentadoras de
antigeno (APC) incrementen la captacion del antigeno. Otros adyuvantes pueden ayudar a
los antigenos a activar las vias de la inmunidad innata, predominantemente por el
reconocimiento de las APC influenciando también a la inmunidad adaptativa [11].

Un aspecto importante en el desarrollo de las vacunas contra enfermedades infecciosas,
incluyendo a la malaria es utilizar un adyuvante apropiado, que sea capaz de estimular
una respuesta inmune protectora y segura para los humanos [11].

El hidréxido de aluminio es un adyuvante seguro para los humanos pero no es el
adyuvante apropiado, dado que puede estimular a la respuesta tipo Th2 que se
caracteriza por un aumento de los niveles de anticuerpos 1gG1 e IgE , ademas de activar a
las células T citotodxicas. Estos son algunos de los problemas que se presentan en el
desarrollo de vacunas contra enfermedades causadas por patdgenos intracelulares,
incluyendo al Plasmodium. La inmunidad protectora contra patdgenos intracelulares
generalmente depende de la respuesta Thl. La inmunidad contra el Plasmodium en su
estadio sanguineo es particularmente compleja y requiere de una respuesta celular Thl
eficiente pero también requiere de una respuesta tipo Th2 [12].

En el desarrollo de vacunas contra la malaria se trata de identificar antigenos que
induzcan proteccidn y para ello se han utilizado diferentes estrategias como la clonacién
de los genes y la expresidon de moléculas recombinantes. Esto ha generado un ndmero
importante de antigenos recombinantes derivados de las etapas sanguineas incluyendo:
MSPI, MSP2, MSP3, MSP4, MSP5, AMA |, P[EMP], RESA, RAP1 y RAP2 [12].



1.3 Protoxina CrylAc.

El Bacillus thuringiensis es una bacteria gram positiva, aerobia estricta, se relaciona
morfoldégicamente con B. cereus y B. anthracis. Estas especies de bacterias durante su
ciclo de vida presentan dos fases bien identificadas: la del crecimiento vegetativo, en la
gue las bacterias se duplican por biparticion y la de esporulacidn en la cual se establece un
programa de diferenciacidon a espora [13]. B. thuringiensis se diferencia de B. cereus y B.
anthracis por su capacidad para producir d-endotoxinas en forma de cristales. En el
citoplasma durante la esporulacién, dicho cuerpo paraesporal se caracteriza por la
presencia de las proteinas Cry y Cyt que tienen propiedades insecticidas que se emplean
en la agricultura [14].

La toxina Cry tiene un efecto auxiliar en la respuesta celular cuando se co-administra con
un patégeno de mucosas, ya que estimula la proliferacién de las células
inmunocompententes de forma mads intensa que cuando se administra Unicamente al
patogeno [15, 16]

La co-administracion intranasal de la protoxina CrylAc con lisados de amibas incrementa
la inmunidad protectora contra ratones infectados con Naegleria fowleri ya que aumenta
los niveles de IgG e IgA [17, 18]. Ademds de inducir una respuesta de proliferacion de
monocitos mas intensa cuando se co-administré junto con un lisado de Streptococcus
pyogenes que cuando se administrdo el lisado bacteriano uUnicamente. Ademas, la
protoxina CrylAc potencid la respuesta celular contra patoégenos de mucosas, lo que
resulta importante para el disefio de vacunas y para el manejo de infecciones [14].

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigacién, demostramos que la protoxina
CrylAc incrementa la sobrevida en ratones infectados con P. berghei ANKA y P. chabaudi
AS, esa proteccion podria deberse al aumento en los niveles de anticuerpos y de INF-y que
a su vez modula positivamente la activacion de la respuesta innata, asi como la
presentacion del antigeno lo que permite establecer una rapida respuesta adaptativa [19].
Otros autores han demostrado que los macréfagos profesionales son un blanco celular
importante que explica el efecto de la protoxina CrylAc sobre el sistema inmune humano
[14, 16]. Por lo que su uso tiene 2 ventajas sobre la toxina del célera (CT), no es todxica
para vertebrados y su produccién es de bajo costo [15].



1.4 Citocinas.

La inmunidad contra el Plasmodium es sumamente compleja y especifica para cada etapa
de la infeccidn. El pardsito induce una respuesta inmune especifica e inespecifica que
genera el incremento de los niveles de citocinas. Estas moléculas son importantes porque
activan a células como los monocitos, los neutréfilos, las células Ty las células NK [7].

En la respuesta inmune contra el plasmodio, tanto los anticuerpos como las citocinas, asi
como muchas otras moléculas que producen los linfocitos se pueden detectar en el suero.
También participan diversos tipos de células y moléculas solubles que se secretan,
mientras que otros tipos de células participan ya sea transmitiendo sefiales a los linfocitos
o respondiendo ante las citocinas secretadas por los linfocitos o los macréfagos [20]

Las citocinas se producen durante las fases efectoras de la inmunidad innata y especifica,
tienen como funcién mediar y regular la respuesta inmune e inflamatoria. El tiempo en
gue se secretan es muy corto y no se almacenan como moléculas preformadas. Los ARNm
gue codifican para las citocinas son inestables. La combinacion de un periodo corto de
transcripcién con un ARNm de vida corta, asegura que la sintesis de las citocinas sea
transitoria. Algunas citocinas pueden controlarse por mecanismos post-transcripcionales,
como la liberacién proteolitica de un producto activo a partir de un precursor inactivo.
Una vez sintetizadas, las citocinas suelen secretarse con rapidez, lo que da lugar a un pico
de citocinas cuando se necesitan. Las citocinas a menudo influyen en la sintesis de otras
citocinas, con frecuencia dos citocinas pueden interaccionar para antagonizar sus acciones
y producir efectos aditivos o en algunos casos, producir efectos mayores a los previstos
[21].

Las citocinas se unen a receptores especificos en la superficie de la célula diana y solo se
necesitan cantidades muy pequefas para desencadenar sus efectos. Estas citocinas
modulan las respuestas de las células T, de las células NK y de los macréfagos para que se
elimine al parasito ya que el incremento de la parasitemia conduce a complicaciones de la
malaria [21].

Diversos investigadores han demostrado que las citocinas pro-inflamatorias se expresan
importantemente en la fase aguda, lo que indica la activacién del sistema inmune, por lo
gue algunas citocinas anti-inflamatorias se incrementan en una etapa temprana para
contrarrestar los altos niveles de las citocinas pro-inflamatorias [22].



Una produccién rdpida de citocinas pro-inflamatorias por los fagocitos y las células NK es
un factor clave de resistencia del huésped contra la infeccion intracelular debido a que
una rapida induccion de citocinas (IL-12, TNF-a e INF-y) se ha asociado con la disminuciéon
de la replicacion del parasito en la etapa sanguinea de la infeccién. Sin embargo, se
requiere de la respuesta adaptativa para poder eliminar completamente al parasito [22].

1.4.1 Interferon- y (INF-y)

Las células TCD4+, ThO, Th1, las células NK y en menor medida las CD8+ producen IFN-y. La
transcripcién de esta citocina se inicia directamente como consecuencia de un incremento
de IL-2 e IL-12. El INF-y es un activador potente de los macréfagos, induce enzimas
mediadoras del estallido respiratorio lo que permite a los macréfagos eliminar a los
organismos fagocitados. Aumenta la expresion de moléculas MHCI y MHCII (moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase | y 2 respectivamente). Ademds actua
directamente sobre los linfocitos Ty B para promover su diferenciacion [21].

El INF-y representa a la molécula clave en la defensa contra la malaria. Una alta
produccién de INF-y es parte de la conduccion de la respuesta Thl asociada con modelos
murinos de malaria. Este efecto se ha explicado porque el INF-y activa la capacidad
fagocitica de los monocitos/macrofagos, para eliminar al pardsito durante la etapa
sanguinea de la infeccion a través de intermediarios reactivos del nitrégeno y del oxigeno
[23].

Diversos autores sugieren que los mecanismos de la inmunidad innata mediados por el
INF-y derivados de las células asesinas naturales (NK) y/o células T y8§, limita la fase inicial
de replicacion del parasito y la respuesta adaptativa (mediada por células T af y los
linfocitos B) para conducir a la eliminacién del parasito [24]

La resistencia a la malaria de roedores depende del INF-y y es una de las diferencias entre
una infeccion letal y una no letal, ademads, las concentraciones de IL-12, TNF-a, INF-y y la
respuesta sinérgica entre los dos ultimos optimiza la liberacidn de éxido nitrico (NO) que
esta involucrado en la eliminacion del pardsito. En los humanos la produccion de INF-y se
ha asociado con la resistencia a la reinfeccion con P. falciparum [24].



Induccion del INF-y en las distintas etapas del parasito
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Figura 4. Induccién de INF-y en las distintas fases de infeccion del parasito. A) Las células NK reconocen a los
esporozoitos directamente; B) las células dendriticas de los nédulos linfaticos atrapan a los esporozoitos invasores y
presentan el antigeno (Ag) del parasito a las células Th1 en un contexto de moléculas MHC clase | y a las células Th2 en

un contexto de moléculas MHC clase Il) ;C) en el bazo y en la sangre las células T Y& reconocen al antigeno a través de
PRR via TLR, las células CD4+ y las CD8+ reconocen a los gldbulos rojos parasitados (GRP) en un contexto de moléculas
MHCIl y MHC | respectivamente; D) las células Th2 reconocen directamente a los hepatocitos infectados [23].

1.4.2 Factor de Necrosis tumoral-a (TNF-a)

1 EI TNF-a es una citocina polipeptidica conocida como caquexina o linfotoxina, la
sintetizan los macrofagos, las células NK y las células T. Participa en la regulacién del
crecimiento y la diferenciacion celular y activa a los macréfagos [25, 26]. El TNF-a puede
tener funciones tanto benéficas como perjudiciales, dado que induce la resistencia contra
enfermedades infecciosas, pero también puede generar toxicidad en el proceso
inflamatorio en donde participa en la activacion de macréfagos; promueve la
extravasacion de los neutréfilos, los linfocitos y los monocitos para incrementar su
adhesién a las células endoteliales via moléculas de adhesién como ICAM-1 y VCAM-1;
afecta la respuesta inmune puesto que regula la actividad de las células T, estimula la
expresiéon de moléculas del MHC; en la superficie celular ademads induce la sintesis de
citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6 en los fagocitos mononucleares; ademas,



estimula la sintesis de prostaglandinas inductoras de fiebre; puede inducir la apoptosis de
diversos tipos de células [26]; es capaz de activar el sistema de coagulacion, alterando el
equilibrio entre actividades pro-coagulantes y anticoagulantes del endotelio vascular;
suprime la divisién de la célula madre en la médula 6sea y estd involucrado en
alteraciones metabdlicas al suprimir el apetito y la sintesis de la lipoprotein lipasa [21].

1.4.3 Factor de crecimiento transformante-f3 (TGF-B)

Es una citocina que sintetizan las células T y los monocitos, se activa por un rompimiento
proteolitico. El TGF-B es importante para regular la respuesta inmune frente a P.
falciparum [7].

El TGF-B estd asociado con una reduccion de la fiebre, ademas regula la cascada de
citocinas pro-inflamatorias y contribuye a la disminucién de la patologia en la malaria [27].
Un incremento en la produccion de TGF-B se ha asociado con efectos anti inflamatorios ya
gue inhibe a las citocinas pro-inflamatorias durante la fase temprana de la respuesta
inmune contra malaria [7]. El TGF-B tiene actividad pro-inflamatoria a bajas
concentraciones, mientras que a concentraciones elevadas tiene actividad anti-
inflamatoria [28].

1.4.4 Interleucina 10 (IL-10)

La mejor fuente de IL-10 son las células Th1, Th2, Trl (CD25+ Foxp3-) y las T reguladoras (T
reg). La estimulacion de las células T reg con IL-27 incrementa la produccion de IL-10 y de
INF-y [29].

La IL-10 inhibe el incremento de citocinas pro-inflamatorias provenientes de
monocitos/macréfagos, inhibe la presentacion del antigeno y la sintesis de IL-12 lo que
conduce a una disminucién en la produccién de INF-y. También inhibe la proliferaciény la
sintesis de IL-2 e INF-y en las células Thl CD4+ y regula la sintesis de IL-4 e IL5 en las
células Th2 [30].

Cuando la IL-10 y el TGF-B se producen en niveles elevados inhiben la respuesta pro-
inflamatoria, lo que conduce a un incremento en la parasitemia y la anemia severa y
puede ocasionar la muerte de los ratones infectados. Los ratones deficientes de IL-10
controlan la parasitemia durante la infeccidn con P. yoelii XL y se prolonga la sobrevida. En
los ratones infectados con P. yoelii NXL, se induce la produccién de IL-10 y TGF-f en la fase
tardia de la infeccion. Sin embargo, en los ratones deficientes de IL-10 se inhibe la
proliferacién del parasito, [30].
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A medida que disminuyen los niveles de IL-10, se incrementa la produccion de TNF-a y de
IFN-y, ademas cuando se incrementa el TNF-a se favorece la anemia por la fagocitosis de
eritrocitos infectados y no infectados [29].

En resumen, la IL-10 regula la respuesta inflamatoria, lo que reduce la patologia en
malaria [29].

1.4 PCR en tiempo real.

La técnica de PCR se basa en sintetizar numerosas veces un fragmento de ADN utilizando
una polimerasa que puede actuar a temperaturas muy elevadas, ya que proviene de la
bacteria Thermus aquaticus que vive en altas temperaturas. Al realizar una reaccion de
PCR se simula lo que sucede en la célula cuando se sintetiza el ADN y en un tubo se
mezclan los reactivos necesarios para hacerlo: la polimerasa, los oligos o iniciadores, los
dNTP’s; el ADN donde se encuentra el fragmento que se desea sintetizar y las condiciones
necesarias para el optimo desempefio de la polimerasa que incluyen MgCl,, KCl y un pH
adecuado. Para que esta reaccidn se lleve a cabo se requiere de temperaturas distintas, la
primera de ellas es a 95°C en la cual las dobles cadenas de ADN se desnaturalizan y
guedan en forma de cadenas sencillas; después se requiere una temperatura entre 40°C-
60°C que se llama temperatura de alineacion donde se forman y rompen puentes de
hidrogeno entre los oligos y el ADN, y las uniones mas estables que son las
complementarias permaneceran formando una pequefia regién de cadena doble. La
polimerasa se une a este pequefio fragmento de ADN de doble cadena y comienza a
copiar en sentido 5'a 3’a una temperatura de 72°C en la cual la polimerasa alcanza su
maxima actividad y continua la sintesis de los fragmentos de ADN a partir de los oligos que
se habian alineado [31].

La técnica de PCR en tiempo real es uno de los métodos cuantitativos para un analisis
fiable de la expresién génica aplicada a microarreglos, cuantificaciéon de patdgenos,
cuantificacion de cancer, estudios de farmacoterapia, etc. La técnica PCR en tiempo real se
diferencia de la PCR convencional en que permite monitorear en cada ciclo la aparicién del
ADN producto de la reaccion mediante el uso de fluoréforos como el SYBR Green que se
une al ADN, las sondas de hibridacién TagMan y oligos especificos marcados con un
fluoréforo, de aqui que la base de la técnica de PCR en tiempo real sea la asociacién
directa entre la fluorescencia y el nimero de amplicones [32].
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El resultado de una PCR en tiempo real se visualiza en un grafico de amplificaciéon. En él se
grafica la fluorescencia leida por el termociclador en el eje de las ordenadas y el nimero
de ciclos de la PCR en el eje de las abscisas. La cinética de la reaccidon de PCR tiene 3 fases,
la exponencial donde el producto incrementa exponencialmente debido a que los
reactivos no son limitantes, la fase lineal donde el producto incrementa linealmente y los
reactivos comienzan a escasear y la fase estacionaria donde la cantidad de producto no se
modifica debido a que los reactivos son limitantes [32].

Curva de amplificacion de B-actina

0.1 Estacionarial __—r }
/’ 1
0.01 LZ
| /
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Figura 5. Cinética de la reaccion de PCR

El punto de interseccién de una curva de amplificacidon con el umbral se denomina Ct (del Inglés
Threshold Cycle). Este punto indica el ciclo en el que la fluorescencia alcanza el valor umbral.
Cuanto mds ADN inicial tenga la muestra, se alcanza mas rapido este valor y el nimero de ciclos
necesarios sera menor para conseguir el Ct [32].

Los datos que se obtienen de la técnica de PCR en tiempo real se cuantifican absolutamente y/o
relativamente. Para la primera se requiere de una curva de calibracidn interna, mientras que la
cuantificacion relativa es una comparacion de un gen blanco con uno de referencia. Para esto se
han desarrollado métodos de analisis de datos, el modelo de eficiencia calibrada y el método del
AACt. Los sistemas experimentales para ambos métodos son semejantes puesto que se requiere
de la muestra, un control y para ambos se requiere de la amplificacion de un gen de interés y un
gen de referencia [33].

Para el modelo de la eficiencia calibrada se requiere calcular la eficiencia con el empleo de
diluciones seriadas de ADN y se amplifica el gen de interés y el gen de referencia. Se obtiene el
valor denominado Ct que se grafica contra el logaritmo de la concentracion.
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Curva estandar de B-actina
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Figura 6. Curva estandar de B-actina. Se obtiene al realizar diluciones seriadas de una muestra de ADN previamente
cuantificada.

Se obtiene la pendiente de la recta la cual se introduce a la siguiente ecuacion para
determinar la eficiencia

-1
Einteres =10 /pendiente —1 X100

-1
Ereferencia =10 /pendiente —1 x 100

Para realizar la cuantificacion relativa se requiere de la siguiente ecuacion

int ACtinteres

. [ ., . interes

Cuantlflcaaon relativa = ACt

i referencia
referencia
Donde
E = eficiencia
ACtinteres = thontrol - Cttratamiento

ACtreferencia = thontrol - Cttratamiento [2]
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2. Planteamiento del problema

La malaria es una infeccion a la que esta expuesta la mitad de la poblacion mundial y el
pardsito que la ocasiona supera los esfuerzos para erradicarla debido a que desarrolla
variacion antigénica y resistencia a los farmacos antimaldricos existentes; por lo que una
estrategia para su control es el desarrollo de vacunas efectivas. Para ello se requiere el
uso de adyuvantes que potencien la eliminacion del Plasmodio por el sistema inmune sin
generar patologia. Por esta razén, en un trabajo previo analizamos si administracién de la
protoxina CrylAc previa a la infeccion con P. chabaudi AS o P. berghei ANKA inducia
proteccién contra la infeccién. En ambos casos se detecté que la protoxina CrylAc reduce
la parasitemia, incrementa la sobrevida y modula la produccién de citocinas pro-
inflamatorias [19]. Ademas, se ha demostrado que la protoxina CrylAc induce proteccién
contra la infeccién del protozoario Naegleria fowleri [18], ya que estimula la inmunidad
innata, lo que se traduce como un potencial adyuvante para el disefio de una vacuna
contra otros protozoarios parasitos. Por lo anterior, en este trabajo consideramos
importante estudiar si la co-administraciéon de la protoxina CrylAc junto con un extracto
crudo de antigeno de P. berghei ANKA inducia una mejor proteccién que la
administracion del antigeno o la protoxina CrylAc administrados por separado, por lo que
el conocimiento que generd en este trabajo es importante para determinar si la protoxina
CrylAc podria utilizarse como adyuvante en el disefio de futuras vacunas contra la
malaria.
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3. Objetivos.

3.1 Objetivo general.

Evaluar si la co-administracion del antigeno del plasmodio junto con la protoxina CrylAc o
la toxina Cry1Ac mejora la proteccién que se obtuvo inyectando Unicamente a la protoxina
en una infeccion con P. berghei ANKA.

3.2 Objetivos particulares.

e Evaluar si la co-administracion de la protoxina o la toxina CrylAc junto con el
antigeno de P. berghei ANKA modifican la parasitemia en ratones CBA/Ca
infectados con ese parasito.

e Estudiar si la co-administracion de la protoxina o la toxina CrylAc junto con el
antigeno modifican la sobrevida en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei
ANKA.

e Analizar el efecto de la coadministracion de la protoxina o la toxina CrylAc
junto con el antigeno sobre el indice esplénico en ratones CBA/Ca infectados
con P. berghei ANKA.

e Examinar si la administracién de la protoxina o la toxina CrylAc junto con el
antigeno evita la disminucion en la concentracion de la hemoglobina en
ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA.

e Determinar si la administracion de la protoxina o la toxina CrylAc solas o en
combinacion con el antigeno de Plasmodio modifican la expresién de citocinas
pro y anti inflamatorias (INF-y, TNF-a, TGF-B e IL-10) en el bazo de ratones
infectados con P. berghei ANKA.
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4. Hipétesis

La co-administracion de la protoxina CrylAc en combinacion con el antigeno de P. berghei
ANKA a ratones CBA/Ca regulara la respuesta inmune contra el P. berghei ANKA lo que
permitird que los ratones presenten mayor sobrevida, menor pérdida de peso, menor
indice esplénico y modificard los niveles de expresién de citocinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias.

5. Tipo de estudio

Analitico experimental debido a que se analizé el efecto de la protoxina CrylAc sola y su efecto
adyuvante en combinacién con el antigeno de P. berghei ANKA sobre la infeccidon con P. berghei
ANKA evaluando con sobrevida, pérdida de peso, parasitemia, concentracion de hemoglobina y el
nivel de expresién de citocinas pro- y anti-inflamatorias.

Poblacion: ratones macho CBA/Ca de 8 semanas

Criterios de inclusidon, exclusion y eliminacidn: Se emplearan ratones CBA/Ca machos de 8
semanas de edad libres de patdgenos especificos

Variables dependientes: sobrevida, pérdida de peso, parasitemia, niveles de expresion de
las citocinas pro- y anti-inflamatorias.

Variables independientes: concentracion de protoxina CrylAc y de antigeno de P. berghei
ANKA

6. Diseno estadistico.

El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS (versién 20) y las diferencias significativas
entre los grupos se determinaron mediante el analisis de mediciones repetidas empleando la
prueba de Tukey considerando un valor de P<0.05 como significativo.
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7. Material.

7.1 Material biolégico.

Ratones singénicos de la cepa CBA/Ca.
Protoxina CrylAc

Toxina CrylAc

Antigeno de P. berghei ANKA
Plasmodium berghei ANKA
Plasmodium chabaudi AS

7.2 Reactivos y soluciones.

TRIS-HCI 100 mM

Aceite mineral ®Sigma

Acrilamida ®Sigma

Albumina sérica bovina (Sigma)
Amortiguador de retrotranscripcion First Strand ®Invitrogen
Azul de Comassie ®Gibco BRL
Bisacrilamida ®USB

Bromuro de etidio ®Sigma
Cloroformo: alcohol isoamilico 49:1
Cloroformo ®Burdick&Jackson
Columnas de celulosa

dNTP’s ®Invitrogen

dTT 0.1M ®Invitrogen

EDTA 5mM ®Sigma

Enzima MMLV-RT ®Invitrogen
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Etanol ®MERCK

Fluorocromo ROX 52 X Invitrogen

Heparina ®USB

Inhibidor de RNAsa 40U/uL ®Promega

Isopropanol ® Sigma

MgCl, 50mM ©Sigma

Oligo dT 500ug/uL ®Promega PBS 1X

Reactivo de BIO-RAD® para cuantificar proteinas

Reactivo de Drabkin

Taq polimerasa 5U/uL ®Applied Biosystems

TBE 10X

TEMED ®Sigma

TriPure ®Roche

Oligos F* y R 10uM ®Invitrogen para

B-actina: 5'a 3'DNA-CGG-GTC-AGG-TAG-TCT-GTC-AGG-TCC[JOE]G
5’a 3’ DNA-CTA-TGC-TCT-CCC-TCA-CGC-CAT-C

INF-y: 5"a 3’'DNA-CGG-TGA-GAA-GAT-GTT-CCA-TGC-CAC[FAMI]G
5’a 3’DNA-TCT-CCT-TCA-GGA-CAA-TGT-CAA-ACA

TNF-a: 5'a 3’ DNA-CGG-CTG-CTG-TCT-TTG-AGA-TCC-ATC-C[FAM]G
5’a 3’DNA-CGT-CGT-AGC-AAA-CCA-CCA-AGT-G

TGF-B 5'a 3'DNA-CGG-GAA-ATA-CAC-CAC-CAG-TCC[FAM]G
5’a 3’'DNA-AGG-CTG-ACA-CCC-GTC-ACT-TG

IL-10 5"a 3'DNA-CGG-TTC-TGG-ACA-ACA-TAC-TGC-TAA-C[FAM]G

5’a 3’DNA-TGG-ATC-ATT-TCC-GAT-AAG-GCT-TG
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7.3 Material.

Cdmara para electroforesis ®BIORAD
Campana de flujo laminar ®VECO
Centrifuga y microcentrifuga ®Eppendorf
Embolos de jeringas estériles
Espectrofotometro para luz UV ®WpA
Estuche de diseccion

Film dptico ®platemax

Parafilm

Placa para PCR en tiempo real ®Axygen
Termociclador Master Cycler ®Eppendorf
Termociclador ®Applied Biosystems 7500
Tubos Eppendorf de 0.5 ulL, 1.5 mL
Tubos Falcon 50 mL estériles

Vortex

Pipetas ®Eppendorf de 2 pL, 10 pL, 50 pL, 100 pL, 200 pLy 1000 uL

Puntas estériles ®Axygen libres de DNAsas y RNAsas para tomar volumenes de 2 uL, 10uL,

50uL, 100puL, 200uL y 1000pL estériles.

19



8. Métodos.

8.1 Obtencidn de los controles positivos para las citocinas

Se infectd a un grupo de 5 ratones CBA/Ca con 5x10” eritrocitos parasitados con P.
chabaudi AS y a los 7 dias post infeccidon los ratones se sacrificaron. Se les extrajo el bazoy
se obtuvo el ARNm. El ARN se cuantificd espectrofotométricamente a 260nm vy se
retrotranscribieron 1.5pug con 10uL de la mezcla de reaccidn que contenia 4ulL de
amortiguador First Strand, 2 pyL de dTT 1.5M, 200U de la enzima MMLV-RT, 40U del
inhibidor de RNAsa y 0.5mM de los dNTP’s y se incubo a 37°C durante una hora y a 55°C
por 5 minutos en el termociclador y a partir del ADNc obtenido se amplificaron por PCR
punto final los genes de B-actina, INF-y, TNF-a, TGF-B e IL-10 con 2mM de MgCl,, 100nM
de los oligos para cada citocina y 0.025U de Tag Polimerasa y se colocé en el
termociclador con el programa descrito en la tabla 1. El producto se colocé en un gel de
acrilamida al 5% y se corrio durante 40 minutos 170 volts en una camara de electroforesis.
Se tifid con bromuro de etidio y los resultados se analizaron en un analizador de geles.

Paso Temperatura Tiempo
1 50°C 2 minutos
2 95°C 2 minutos
3 95°C 30 segundos
4 65°C 45 segundos
5 72°C 45 segundos
6 Repetir 3-5 40 ciclos

Tabla 1. Programa de amplificacién de los genes de 3-actina, INF-y, TNF-a, TGF-f3 e IL-10

8.2 Obtencion del antigeno de P. berghei ANKA.

Se infectaron a 10 ratones CBA/Ca con P. berghei ANKA. Cuando presentaron una
parasitemia del 30% se sacrificaron y se les extrajo la sangre con soluciéon de Krebs
heparinizada. Se pasé por una columna de celulosa CF11 y se lavd 3 veces con la solucién
de Krebs. El botén que se obtuvo se resuspendid en la solucién de Krebs y se le
adicionaron 25uL de saponina al 10%. Se centrifugd a 13 000 rpm a 4°C durante 5
minutos. Se elimind el sobrenadante y el botén se liso con una solucién de lisis. Se le
adicionaron inhibidores de proteasas y se centrifugaron a 14 000 rpm durante 20 minutos
a4°C.
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Para determinar la integridad de las proteinas del antigeno se utilizd la técnica de
electroforesis en acrilamida. Primero se procedié a cuantificar la concentraciéon de
proteinas con una curva estandar de albumina que se preparé con diluciones seriadas de
un estandar de albumina en un volumen de 200uL de agua desionizada estéril y se
adicionaron 50uL del reactivo de BIO-RAD para cuantificar al antigeno, se tomdé 1ulL del
extracto proteico y se procedid igual que en la curva de albumina, se mezcld
perfectamente y después de 5 minutos se leyé la absorbancia a 595nm. Una vez conocida
la concentracion de proteinas, se colocaron 50ug de proteina en un tubo y se adicionaron
4uL del amortiguador de Laemli 5X y se hirvié durante 5 minutos, después se incubd en
hielo y se adicionaron a cada pozo en un gel de acrilamida que contenia un gel
concentrador al 5% y un gel separador al 12%, se aplicaron 60V durante 20 minutos hora y
en el gel separador 12% a 90V por 40 minutos. El gel se tifio con Azul de Comassie, se
incubo a 50°C durante 20 minutos y se destifio en una solucidon con 25% de metanol y
7.5% de acido acético.

8.3 Evaluacion de la parasitemia.

Se tomo diariamente una gota de sangre de cada ratén, se colocd sobre un portaobjetos y
se extendid la sangre. Posteriormente, se fijo con metanol, se tifio cada laminilla con
colorante de Giemsa a una dilucion 1:10 durante 20 minutos. Por ultimo se enjuagd con
agua.

8.4 Determinacion de la sobrevida.

Se registré diariamente el porcentaje de los ratones que se mantenian vivos, para esto se
tomo6 como 100% a una poblaciéon de 6 ratones.

8.5 Determinacién del indice esplénico.

El dia en que se sacrificaron los ratones se pesaron y se extrajo el bazo y se registro el
peso, posteriormente se obtuvo la relacién entre el peso del bazo y el peso del ratén.

8.6 Determinacion de la concentracion de Hemoglobina.

Se tomaron 2uL de la sangre del ratén que se adicionaron en 498uL del reactivo de
Drabkin y se leyd la absorbancia a 540 nm. La concentracién se determind con una curva
estandar.
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8.7 Validacion de la técnica de PCR en tiempo real para los genes de B-actina, INF-
v, TNF-a, TGF-B e IL-10.

Para realizar la cuantificacidn relativa de la expresion de los genes de las citocinas pro-
inflamatorias INF-y y TNF-o. y de las citocinas anti inflamatorias TGF-3 e IL-10 fue necesario
realizar la validacion de la técnica de PCR para cada citocina, para asegurar que los genes
analizados y el gen enddgeno tuvieran eficiencias de amplificacién adecuadas y
semejantes. Para ello se realizaron diluciones seriadas de ADNc correspondiente a los
controles positivos y se amplificaron los genes de B-actina, INF-y TGF-B e IL-10 con 6mM
de MgCl,, 0.03U de Tag Polimerasa, ROX a 1X y los oligos correspondientes a una
concentracion de 200nM. Para amplificar el gen de TNF-a la concentracién de MgCl, fue
de 3mM. Cada gen se amplificé en el termociclador de Applied Biosystems 7500 para PCR
en tiempo real con temperaturas de desnaturalizacién de 95°C, de extensién de 72°C y de
alineamiento de 60°C para los genes de B-actina, INF-y, TGF-B, para TNF-a la temperatura
de alineamiento fue de 65°C mientras que para IL-10 fue de 63°C.

8.8 Administracion de la protoxina y de la toxina CrylAc a ratones CBA/Ca.

Se utilizaron grupos de 12 ratones y se les aplicaron los siguientes tratamientos. Al primer
grupo se le administré una dosis de 5ug de la protoxina CrylAc, a un segundo grupo se le
co-administré 50ug de antigeno de P. berghei ANKA junto con 5ug de la protoxina CrylAc,
a un tercer grupo se le administré una dosis de 50ug de antigeno de P. berghei ANKA, al
cuarto grupo se le administré una dosis de 50ug de la toxina Cry1lAc, al quinto grupo se le
co-administré el antigeno de P. berghei ANKA mas 50ug de la toxina CrylAc, y al ultimo
grupo que fue el grupo control se le administraron 100uL de PBS. Los tratamientos se
aplicaron una vez a la semana durante 5 semanas. Veinticuatro horas después de la ultima
dosis, todos los ratones se infectaron con 1x10° eritrocitos parasitados con P. berghei
ANKA. La sobrevida, la parasitemia y la pérdida de peso se registraron diariamente. Al dia
6 y 9 post infeccidon se sacrificaron 3 ratones de cada grupo, se les extrajo el bazo y la
sangre de donde se extrajo el ARN.
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8.9 Extraccion del ARNm del bazo.

Una vez que se registro el peso del bazo, se colocé sobre tela de nylon en un tubo Falcon
de 50mL, se le adicionaron 1000uL de PBS y se macerd con un embolo. Las células se
lavaron con 4 mL de PBS, se centrifugaron a 3 000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se
desechd el sobrenadante y se adicionaron 400uL del reactivo de Trizol®. Se agito
vigorosamente hasta que se perdid la viscosidad. Esta solucién se transfirié a un tubo
Eppendorf y se le adicionaron 200uL de la mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1),
se agitd en el vortex durante 15 minutos y se centrifugd a 14 000 rpm por 15 minutos. Se
obtuvo la fase acuosa y se precipitd con 500uL de isopropanol absoluto enfriado
previamente a -20°C.

8.10 Retrotranscripcion.

El tubo que contenia el ARN precipitado en isopropanol, se centrifugé a 15 000 rpm, se
eliminé el sobrenadante y se le adicionaron 500uL de etanol al 80% en agua DEPC, se
centrifugd nuevamente a 15 000 rpm y se elimind el sobrenadante. Se secé el ARNm en el
termomixer a 45°C. Al botdn obtenido se le agregaron 100uL de agua destilada estéril y se
disolvié completamente el ARNm.

Para la cuantificacién se preparé una dilucién 1:100 con 2uL de ARNm y 198ul de agua'y

se leyé la absorbancia a 260nm. Se calculd la concentracidn pg/ul con la siguiente formula
Az60nm x40ugxFactor de diluci 6n
1000 uL ’

En un tubo Eppendorf se colocaron 1.0uL del Oligo dT y el volumen de agua necesario
para llevar la reaccion a un volumen final de 10uL, se agregaron los puL de ARNm
necesarios para tener 1.5ug. Esta mezcla se incubd en el termociclador a 65°C durante 10
minutos e inmediatamente se enfrid en hielo. Se le agregaron 10uL de la mezcla de
retrotranscripciéon y se incubo a 37°C durante una hora y a 90°C por 5 minutos en el
termociclador.
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8.11 Amplificacion por PCR en tiempo real de las muestras.

Se limpid perfectamente el area de trabajo con cloro y alcohol al 70%. Se irradié con luz
UV durante 60 minutos. Se prepard la mezcla de reaccibn de acuerdo a las
concentraciones por la validacion de cada primer. Se analizd por duplicado cada muestra
de ADNCc a una concentracién de 15 ng, se amplificd en el aparato Applied Biosystem 7500
PCR con una temperatura de desnaturalizacién de 90°C, la temperatura de alineamiento
segun la obtenida durante la validacién y una temperatura de extension de 72°C. Estos
ciclos se repitieron 45 veces y se programo para un analisis mediante la curva de fusion.
Una vez obtenidos los resultados se exportaron a Excel y se obtuvo el nivel de expresion
relativa del gen de cada citocina respecto a P-actina para cada tejido empleando la

Eficiencia de INF —\/ACt

Eficiencia de B—actina ACt’

siguiente ecuacion Nivel de Expresion =
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9. Resultados.

9.1 Controles positivos.

Para generar los controles positivos de las citocinas se infectaron 5 ratones de la cepa
CBA/Ca con Plasmodium chabaudi AS y a los 7 dias post-infeccién se sacrificaron, se
obtuvo la sangre y el bazo para extraer el ARN que se cuantificd y se retrotranscribié como
se describe en la seccion de métodos; los ADNc asi obtenidos se utilizaron para amplificar
por PCR de punto final los genes de IFN-y, TNF-a, IL-10 y B-actina, los productos de la
amplificacién se analizaron por electroforesis en geles de acrilamida al 10% (Figura 7).
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Figura 7. Amplificacion de ADNc para obtener los controles positivos para las distintas citocinas. Se infectaron 5
ratones CBA/Ca con 5x10* eritrocitos parasitados con P. chabaudi AS, a los 7 dias post-infeccidn se sacrificaron. Como
controles negativos se sacrificaron 3 ratones sin infeccion. Se les extrajo el bazo y de obtuvo el ARNm, se
retrotranscribio y se amplifico a las condiciones 6ptimas para los oligos de cada citocina.

Los ratones infectados que presentaron la expresion de las citocinas INF-y, TNF-a e I1L-10
fueron los ratones R2, R3 y R5, por lo que las muestras de ADNc de estos ratones se

emplearon como controles positivos para la validaciéon y las reacciones de PCR en tiempo
real.
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9.2 Obtencidn del antigeno.

Para la obtencion del antigeno de P. berghei ANKA, se procedié como se describid en la
seccién de materiales y métodos, las proteinas de los extractos de los antigenos se
cuantificaron. Para conocer la integridad de las proteinas en los extractos de antigeno asi
como de la protoxina y de la toxina Cry se prepararon geles de acrilamida al 12%. Se
adicionaron 20ug de antigeno a un tubo Eppendorf y se les agregd la solucidn
amortiguadora de carga. Se procedié de la misma forma con la protoxina y la toxina
CrylAc, los tubos se incubaron a 90°C por 5 minutos y el contenido se deposité en los
carriles del gel de acrilamida. Se aplicé el voltaje y el gel se tifd con azul de Comassie
Brillante R250. (Figura 8).
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Figura 8. Electroforesis en acrilamida del extracto de antigeno de P. berghei ANKA, de la toxina y de la protoxina
CrylAc. Las proteinas del extracto antigénico, de la toxina y de la protoxina se cuantificaron y 20 pg se incubaron a 95°C
con solucién de carga se colocaron en un gel que corrié a 90 V durante 40 minutos. Se tifio con azul de Comassie
Brillante R250y se lavé en la solucidn destefiidora (25% metanol y 7.5% acido acético

En el carril donde se colocé el antigeno de P. berghei ANKA se observaron bandas con
distinto peso molecular debido a que el pardsito contiene diversas proteinas, y al no
observarse un barrido se demostré que estas proteinas estaban integras. Es importante
indicar que la sangre parasitada se pasé a través de una columna de Nylon para retener a
los leucocitos, de tal forma que quedaron Unicamente eritrocitos que al lisarlos con
saponina liberaron al parasito y a la hemoglobina, en los lavados se elimind a la
hemoglobina por lo que se observa en el gel son proteinas provenientes del parasito.
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9.3 Validacion de la técnica de PCR en tiempo real.

Para realizar la cuantificacién relativa de la expresion de los genes de las citocinas pro-
inflamatorias INF-y y TNF-a. y de las citocinas anti-inflamatorias TGF-f e IL-10 fue
necesario realizar la validacién de la técnica de PCR para cada citocina, para asegurar que
los genes analizados y el gen enddgeno tuviesen eficiencias de amplificacion adecuadas y
semejantes. Para ello se realizaron diluciones seriadas de ADNc correspondiente a los
controles positivos y se amplificaron en sus condiciones 6éptimas descritas en la
metodologia.

Curva de amplificacion de INF-G
0.1 4
0.01 1
& 0.001 4
0.0001 1
0.00001 1
e A P A
Ciclo
Ligena
B 15ng BOo6ng W pp24ng
B 3ng 0.12 ng

Figura 9. Curva de amplificacién del INF-y. Se realizaron diluciones seriadas con factor 1:5 del ADNc del control positivo
para INF-y y se amplificé bajo las condiciones dptimas descritas en el apartado de métodos. Se grafica en el eje de las
abscisas el numero de ciclos contra unidades arbitrarias de fluorescencia.
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Curva estandar de INF-G
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Figura 10. Grafica de curva estandar de INF-y. En el eje de las abscisas se gréfica el logaritmo base 10 de la
concentracion de ADN contra el Ct de cada dilucion. Cuando se obtiene el 100% de eficiencia se incrementa 10 veces la
cantidad del amplicon cada 3.32 ciclos.

Para lograr la validacion la regresion debe cumplir con los siguientes pardmetros:
Valor de la pendiente de -3.32 + 10%

Eficiencia 100% + 10%

Las eficiencias de la amplificacion en las condiciones ya descritas fueron las siguientes.

Gen Pendiente Eficiencia
[-actina -3.231 103.99
INF-y -3.2203 104.59
TNF-a -3.47 93.91
TGF-B -3.00 115.43
IL-10 -3.15 107.77

Tabla 2. Eficiencias de amplificacién por de la técnica de PCR en tiempo real para los primers de 3-actina, INF-y, TNF-c,
TGF-B e IL-10. El ADN_de los controles positivos se diluy6 en serie de 1:5 se realizd la amplificacion con las condiciones
descritas en materiales y métodos, se utilizé el aparato de PCR en tiempo real Applied Biosystems 7500. Se presentan las
pendientes calculadas por el software V2.0.5 y la eficiencia calculada con la ecuacién E= (10 /P"*™=_1)*100.
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Para realizar los calculos de eficiencia se utilizaron las pendientes de la validacién de los
distintos genes con la formula E= (10°/Pe"@iente _1)x100. Un valor de la pendiente de -3.32
equivale a una reaccion con el 100% de eficiencia, valores menores indican una eficiencia
menor al 100% que puede deberse a la presencia de un inhibidor. Por otro lado, las
pendientes mas positivas pueden atribuirse a la calidad de la muestra o bien a problemas
de pipeteo. La eficiencia obtenida para el gen de TNF-o fue menor al 100%, pero se
encuentra en los valores permitidos para aprobar la validacién, mientras que para los
demads genes las eficiencias fueron mayores al 100% debido probablemente a inexactitud
en el pipeteo.

9.4 Sobrevida.

El P. berghei es un parasito letal, que induce la produccion de citocinas pro-inflamatorias y
anti-inflamatorias en el hospedero para eliminar al parasito, sin embargo, las mismas
citocinas de la respuesta inmune que protegen, si se producen en exceso pueden generar
complicaciones que conducen a la muerte del hospedero. En este trabajo se analizd si la
administracion de la protoxina CrylAc sola o en combinacion con un extracto crudo de
antigeno de P. berghei ANKA modula la respuesta inmune y por lo tanto modifican la
sobrevida en comparacion con un grupo control al que se le administré PBS. El grupo
control sobrevivid hasta el dia 16, sin embargo, los ratones empezaron a morir desde el
dia 10. El grupo que recibid protoxina sobrevivid hasta el dia 16, si bien también los
ratones murieron a partir del dia 10, durante los dias 11 al 15 se presentaron mas muertes
qgue en el grupo control. En el grupo que recibid antigeno los ratones empezaron a morir a
partir del dia 9 y el ultimo sobrevivié hasta el dia 15 y finalmente el grupo que recibié
antigeno junto con la protoxina presentéd mayor mortalidad que el que recibié Unicamente
antigeno, pero un ratdn sobrevivid hasta el dia 16 (Figura 11).
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Sobrevida en ratones infectados con P. berghei ANKA
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Figura 11. Efecto de la administracion de la protoxina, antigeno de plasmodio junto con protoxina (Ag + protoxina) y
unicamente Ag en la sobrevida en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Los ratones recibieron 5 dosis (una
cada semana) de antigeno o protoxina, o antigeno junto con protoxina. Un dia después de la ultima dosis se infectaron
con 1x10° glébulos rojos parasitados. La sobrevida se evallo diariamente tomando como 100% a la poblacién de 6
ratones.

Los ratones tratados con la toxina presentaron una sobrevida de 16 dias al igual que el
grupo control tratado con PBS, sin embargo, durante los dias 11 al 13 mostraron menor
mortalidad que el grupo control. Los ratones que recibieron Unicamente al antigeno
sobrevivieron hasta el dia 15 pero empezaron a morir a partir del dia 10 post-infeccion,
mientras que los ratones que recibieron la combinacidn de antigeno con la toxina
empezaron a morir a partir del dia 9 post infeccidn y sobrevivieron Unicamente hasta el
dia 13. Lo anterior indica que la combinacién de antigeno con la toxina redujo la sobrevida
en comparacion con los grupos que Unicamente recibieron antigeno o toxina (Figura 12).
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Sobrevida en ratones infectados con P. berghei ANKA
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Figura 12. Efecto de la administracion de la toxina, antigeno de plasmodio junto con toxina CrylAc (Ag+ toxina) y Ag
en la sobrevida en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Los ratones recibieron 5 dosis (una cada semana)
de antigeno o toxina, o antigeno junto con la toxina. Un dia después de la ultima administracion se infectaron con 1x10°
gldébulos rojos parasitados. La sobrevida se evalto diariamente se consideré como 100% a la poblacion de 6 ratones.

9.5 Pérdida de peso.

La pérdida de peso es una caracteristica importante de muchos desordenes crénicos que
también ocurre en enfermedades infecciosas como la malaria. En la malaria los pacientes
sufren de hemolisis que ocurre cuando los glébulos rojos parasitados se rompen y liberan
sustancias antigénicas y toxinas que pueden causar daifo generalizado y fallas en los
organos. Diversos investigadores demuestran que la pérdida de peso, la astenia y la
incapacidad para desarrollar distintas actividades se deben a una persistente activacion de
la respuesta inmune [34]. Esto se refleja con el aumento de citocinas pro-inflamatorias

como el TNF-a..

Para evaluar el efecto de la administracion de la protoxina o la toxina CrylAc solas o en
combinacion con un extracto crudo antigeno de plasmodio sobre la pérdida de peso, se
evalud este parametro en los ratones tratados con protoxina, toxina, antigeno, antigeno
con protoxina y antigeno con toxina y se compararon contra el grupo control que recibié
PBS. No detectamos diferencias significativas en la pérdida de peso de ninguno de los
grupos tratados con respecto al grupo control (PBS).
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En general el grupo tratado con protoxina fue el que perdié mas peso. El grupo que se
tratd con antigeno mostré una ganancia de peso en el dia 3 y hasta el dia 7 pos infeccion y
empez6 a perder peso a partir del dia 8, por lo que seria importante determinar los niveles
de TNF-a; el grupo tratado con la protoxina mostrd un porcentaje de peso constante en
los primeros 7 dias de la infeccion, pero posteriormente empezd a perder peso de forma
continua. En el grupo que se co-administré el antigeno y la protoxina se observé una
ganancia de peso en los primeros dias de la infeccion, semejante a la del grupo control. Es
importante notar que a partir del dia 9 post-infeccién todos los grupos presentaron una
pérdida de peso acelerada entre el 25% y 30% de su peso inicial (Figura 13).

Pérdida de peso en ratones infectados con P. berghei ANKA
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Figura 13. Efecto de la administracion de la protoxina, antigeno de plasmodio (Ag) y antigeno junto con protoxina (Ag
+ protoxina) sobre la pérdida de peso en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Los ratones recibieron 5
dosis (una semanal) y un dia después de la uUltima dosis se infectaron con P. berghei ANKA, como se describe en
materiales y métodos. Diariamente se registrd el peso de cada ratdn, se consideré como el 100% el peso del ratén antes
de infectarse con el plasmodio.

Los ratones que se trataron con la toxina desarrollaron una menor pérdida de peso,
incluso se incrementd hasta el dia 8 post infeccidn, posteriormente, el peso disminuyd
lentamente. Interesantemente, al coadministrar a la toxina con el antigeno se observé una
mayor pérdida de peso fue a partir del dia 9 en comparacién con el grupo control. La
pérdida de peso en los grupos que recibieron antigeno o PBS es similar a excepcion de los
dias 12 y 13 en los que los ratones que recibieron PBS desarrollaron mas peso que el
grupo control (Figura 14).

32



Pérdida de peso en ratones infectados con P. berghei ANKA
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Figura 14. Efecto de la administracion de la toxina, antigeno de plasmodio (Ag) y antigeno junto con toxina (Ag +
toxina sobre la pérdida de peso en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Los ratones recibieron 5 dosis (una
semanal) y un dia después de la Gltima dosis se infectaron con P. berghei ANKA, como se describe en materiales y
métodos. Diariamente se registrd el peso de cada ratdn, se consideré como el 100% el peso del ratén antes de
infectarse con el plasmodio.

9.6 Parasitemia.

El numero total de eritrocitos parasitados depende de numerosos factores como la
fagocitosis del pardsito mediada por los macrofagos los cuales a su vez liberan especies
reactivas de oxigeno y de nitréogeno que eliminan al parasito [35], ademas en la respuesta
inmune adaptativa se producen anticuerpos especificos contra el pardsito que favorecen
la fagocitosis [36]. En este trabajo, se estudio si la administracién de la protoxina, la toxina
y el antigeno de plasmodio solo o en combinacién con el antigeno modificaban los niveles
de parasitos en sangre. La parasitemia se incrementd con una cinética similar en todos los
grupos de ratones hasta el dia 8 post infeccién, de ahi en adelante la cinética de la
parasitemia se modificé para cada grupo. En los ratones tratados Unicamente con la
protoxina la parasitemia continuo incrementando hasta del dia 10, en el dia 11 disminuyd
y se incrementa nuevamente en el dia 12, de ahi en adelante la parasitemia fue
disminuyendo. El grupo que se traté Unicamente con el antigeno desarrollé un mayor
control de la parasitemia, que tiende a incrementarse ligeramente (0.72%). Al
coadministrar el antigeno junto con la protoxina el grupo de ratones presentd una
parasitemia menor que todos los otros grupos entre los dias 8 al 11 post-infeccidn.
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Sin embargo, a partir de ese dia la parasitemia se incrementé con mayor velocidad que en
los otros. En relacidn al grupo control se observé que la parasitemia incremento de forma
constante a partir del dia 6 post infeccidn y alcanzé su maximo del 21.98% en el dia 14
post infeccién. Cuando se compararon las parasitemias en los diferentes grupos, se
detecté que los diferentes tratamientos modificaron los niveles de la parasitemia
principalmente en el grupo tratado con el antigeno junto con la protoxina y en el grupo
tratado con el antigeno se detectd disminucion en la parasitemia en relacién al grupo
control (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de la administracion de la protoxina, antigeno (Ag) y antigeno junto con protoxina (Ag + protoxina)
sobre la parasitemia en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Los grupos de ratones recibieron 5 dosis (una
semanal) y un dia después de la Gltima dosis se infectaron con P. berghei ANKA. Diariamente se tomaron muestras de
sangre de cada ratdn y se evalud la parasitemia en frotis sanguineos tefidos con Giemsa.

El grupo que se traté con la toxina presenté incremento en la parasitemia a partir del dia 6 post-
infeccidn, alcanzd su nivel maximo (28%) en el dia 12 y disminuyd hasta el 19% en el dia 12 post-
infeccidn. En los ratones que se co-administraron con la toxina y el antigeno, la parasitemia fue
menor que la que presentd el grupo que se tratd con la toxina sola. Sin embargo, la parasitemia en
estos dos grupos fue mayor que la que presentd el grupo tratado Unicamente con antigeno o el
control (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la administracion de la toxina, antigeno (Ag) y antigeno junto con toxina (Ag + toxina) sobre la
parasitemia en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Los grupos de ratones recibieron 5 dosis (una
semanal) y un dia después de la dltima dosis se infectaron con P. berghei ANKA. Diariamente se tomaron muestras de
sangre de cada ratdn y se evalud la parasitemia diariamente 5 en frotis sanguineos tefiidos con Giemsa.

9.7 Hemoglobina.

Durante la infeccion por Plasmodium los macréfagos del sistema reticulo endotelial
eliminan a los eritrocitos infectados en el bazo. Sin embargo, también se eliminan
eritrocitos no infectados debido a que el parasito libera antigenos solubles que se
adhieren a las membranas de los glébulos rojos no infectados, y entonces se reconocen
como “extrafios” y se eliminan en el bazo [37]. Para evaluar el efecto de la administracién
de la protoxina, el antigeno y la protoxina coadministrada junto con el antigeno sobre el
grado de destruccién de los eritrocitos, se determiné la concentracidon de hemoglobina en
los distintos grupos de ratones. No se detecté diferencia estadisticamente significativa en
los niveles de hemoglobina en los grupos de ratones que recibieron tratamiento en
relacion al grupo control. El grupo de ratones tratados con la protoxina presenté una
menor concentracion de hemoglobina desde los primeros dias de la infeccién, alternando
con periodos en los que la concentracion incrementaba, presentaron la menor
concentraciéon de hemoglobina en los dias 6 y 7 post infeccion. El grupo tratado con el
antigeno presentd una disminucién en la concentracidn de hemoglobina hasta el dia 5
post infeccidn, en el dia 6 se incrementd y nuevamente disminuyd el dia 7, a partir de ese
dia el grupo mostré una tendencia a incrementar los niveles de hemoglobina.
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El grupo que recibid a la protoxina junto con el antigeno desarrollé la mayor
concentracion de hemoglobina desde los primeros dias de la infeccion en comparacion
con los otros grupos. Sin embargo, a partir del dia 6 la concentracién disminuyd
progresivamente hasta el dia 9 (Figura 17).

21

19

17

—&— Protoxina

g/dL
—
w

—fl— Ag + protoxina
Ag

== Control

dias pos infeccion.

Figura 17. Efecto de la administracion de la protoxina, antigeno (Ag) y antigeno junto con protoxina (Ag + protoxina)
sobre la concentracion de la hemoglobina de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Los grupos de ratones
recibieron 5 dosis (una semanal) y un dia después de la ultima dosis se infectaron con P. berghei ANKA. Diariamente se
tomaron muestras de sangre de cada raton y se evalud la concentracién de hemoglobina espectrofotométricamente con
el reactivo de Drabkin.

Los niveles de hemoglobina disminuyeron de forma similar en todos los grupos de ratones
durante los dias 3 al 5 post infeccion, posteriormente en el dia 6 los ratones tratados con
toxina incrementaron la concentracién de hemoglobina mas que todos los otros grupos.
En el dia 7 el grupo con mayores niveles de hemoglobina fue el grupo control y el que tuvo
los niveles mas bajos fue el tratado con antigeno y esta tendencia se conservé hasta el dia
9 post-infeccion (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de la administracion de la toxina, antigeno (Ag) y antigeno junto con toxina (Ag + toxina) sobre la
concentracion de hemoglobina en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Los grupos de ratones recibieron 5
dosis (una semanal) y un dia después de la Gltima dosis se infectaron con P. berghei ANKA. Diariamente se tomaron
muestras de sangre de cada ratén y se evalud la concentracion de hemoglobina espectrofotométricamente con el
reactivo de Drabkin.

9.8 indice esplénico.

El bazo juega un papel importante durante la infeccion con Plasmodium ya que remueve
de la circulacién a los glébulos rojos parasitados y danados, las células B antigeno
especificas se generan en las distintas areas de la zona blanca de este 6rgano [38]. La
esplenomegalia es un fendmeno comun asociado con la malaria, tiende a incrementarse al
aumentar la destrucciéon de glébulos rojos y plaquetas [39]. En este trabajo se analizé si la
administracién de la protoxina CrylAc o la toxina solas o en combinacién con antigeno de
plasmodio modificaban la esplenomegalia en los dias 6 y 9 post infeccion. No detectamos
diferencias significativas entre el indice esplénico de los ratones tratados con la protoxina
o el antigeno en comparacion con el grupo control en los dias 6 y 9 post infeccién.
Interesantemente, el grupo co-administrado con antigeno y protoxina desarrollo menor
esplenomegalia en el dia 6 que el grupo Unicamente tratado con antigeno o protoxina por
separado, no detectamos diferencias entre estos tres grupos en el dia 9 post infeccion. Por
otro lado, el grupo tratado con la toxina desarrollé el indice esplénico mas bajo de todos
los grupos, inclusive que el grupo control. La administracién de antigeno junto con la
toxina generd un incremento del indice esplénico en comparacién con el grupo que solo
recibid a la toxina que fue menor que el que presenté el grupo tratado Unicamente con el
antigeno.
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Todos los grupos desarrollaron un incremento en el indice esplénico el dia 9 en
comparacion con el dia 6 (Figura 19). Los factores que directamente influyen en el indice
esplénico son: la activacion de las poblaciones celulares del bazo que proliferan en
respuesta a la cantidad y calidad del estimulo antigénico, asi como la induccidon de
apoptosis para controlar esa proliferacion [39], por lo anterior, los resultados indican que
se incrementd la estimulacion antigénica a medida que avanzd la infeccidon y que la
coadministracion de antigeno con protoxina o con toxina moduld negativamente la
proliferacidn celular.
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Figura 19. Efecto de la administracion de la protoxina o la toxina CrylAc solas o en combinacién con antigeno de
plasmodio sobre el indice esplénico en ratones infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones recibieron 4 dosis
de protoxina, toxina o una combinacién de antigeno con toxina o antigeno con protoxina. En los dias 6 y 9 post infeccién

se sacrificaron 3 ratones de cada grupo, se les extrajo el bazo y se pesd. Se calculd el indice esplénico con la siguiente
peso del raton

relacién Indice esplénico = .
peso del bazo
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9.9 Efecto de la administracion de la protoxina CrylAc o la toxina CrylAc solas o
en combinacidn con un extracto soluble de antigeno de P. berghei ANKA sobre la
expresion de INF-y en el bazo de ratones infectados con P. berghei ANKA

El INF-y es un activador de macrdfagos involucrado en la respuesta inmune innata contra
la malaria [23]. En los modelos murinos de malaria el INF-y juega un papel importante en
la proteccion contra la etapa sanguinea del plasmodio [40]. El INF-y activa a los
macréfagos e incrementa la sintesis del TNF-a y del TGF-B, asi como de la IL-6 y de las
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno [41].

Las células T secretan INF-y y también cooperan con las células B para inducir la sintesis de
anticuerpos especificos del tipo 1gG [42].

En este trabajo analizamos si la administracién de protoxina o de la toxina, o de la
combinacion de antigeno con protoxina o antigeno con toxina modulaba el nivel de
expresion del INF-y en ratones infectados con P. berghei ANKA. La administracion de los
diferentes tratamientos no modificé significativamente la expresion de IFN-y con relacion
al grupo control. Sin embargo, en el dia 9 se presentd un incremento estadisticamente
significativo en los ratones tratados con la protoxina con relacion al grupo control (Figura
10). También en el dia 9 post-infeccidon detectamos un incremento significativo de la
expresion de IFN-y en el grupo al que se le co-administré el antigeno junto con la toxina
con respecto al grupo control. En todos los demds grupos no detectamos cambios
significativos en la expresion de esta citocina (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de la administracion de la protoxina o la toxina CrylAc solas o en combinacion con antigeno de
plasmodio sobre la expresién relativa del INF-y en el bazo de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Seis
grupos de ratones recibieron 5 dosis de protoxina, toxina o una combinacidon de antigeno con toxina o antigeno con
protoxina. En los dias 6 y 9 post-infeccidn se sacrificaron a 3 ratones de cada grupo, se les extrajo el bazo y se aislé6 ARN

que se retrotranscribid y se amplificd con primers especificos para ese gen utilizando la técnica de PCR en tiempo real. El
Eficiencia de INF —yACt

Eficiencia de B—actina ACt’

el célculo se tomd en cuenta la expresién de ratones sanos sin infeccion. Se graficd el promedio de los niveles de

Para hacer

nivel de expresion relativa se calculé con la siguiente ecuacién Nivel de Expresiéon =

expresion por grupo y dia, las barras sefialan la desviacidén estandar y los grupos marcados (*) son significativamente
diferentes con P< 0.05 al grupo control.

9.10 Efecto de la administracion de la protoxina CrylAc o la toxina CrylAc solas o
en combinacion con un extracto soluble de antigeno de P. berghei ANKA sobre la
expresion de TNF-a en el bazo de ratones infectados con P. berghei ANKA.

El TNF-a se induce como respuesta a los gldbulos rojos infectados con P. berghei ANKA, a
la hemozoina y a los glucolipidos sobre los macréfagos y las células NK [43]. Esta citocina
puede tener funciones asociadas con la eliminacién del parasito, pero también con la
patologia. Se puede activar a favor del hospedero y promover resistencia contra
enfermedades infecciosas, pero también puede estar involucrado en la toxicidad y en el
proceso inflamatorio [44].

En este trabajo, detectamos que la expresion de TNF-a fue similar en todos los grupos
analizados, las Unicas diferencias significativas que detectamos fue una disminucién en el
grupo tratado con la protoxina en el dia 9 post infeccién y en el grupo que se coadministré
con antigeno y toxina también en el dia 9 con relacién al grupo control tratado con PBS.
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En todos los grupos se detectaron niveles mayores en el dia 9 que en el dia 6 post
infeccién (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de la administracion de la protoxina o la toxina CrylAc solas o en combinacién con antigeno de
plasmodio sobre la expresion relativa del TNF-a en el bazo de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Seis
grupos de ratones recibieron 5 dosis de protoxina, toxina o una combinacidn de antigeno con toxina o antigeno con
protoxina. En los dias 6 y 9 post-infeccion se sacrificaron a 3 ratones de cada grupo, se les extrajo el bazo y se aislé6 ARN
que se retrotranscribié y se amplificd con primers especificos para ese gen utilizando la técnica de PCR en tiempo real.

Para realizar el célculo se tomd en consideracion la expresidn de ratones sanos sin infeccidn El nivel de expresion relativa
Eficiencia de TNF —a2Ct
Eficiencia de B—actina ACt’

de expresidn por grupo y dia, las barras sefialan la desviacion estandar y los grupos marcados (*) son significativamente
diferentes con P< 0.05

se calculd con la siguiente ecuacién Nivel de Expresion = Se grafico el promedio de los niveles

9.11 Efecto de la administracion de la protoxina CrylAc o la toxina CrylAc solas o
en combinacion con un extracto soluble de antigeno de P. berghei ANKA sobre la
expresion del TGF-B en el bazo de ratones infectados con P. berghei ANKA

Se ha descrito que el TGF-B estd asociado con una reduccidn significativa en el riesgo de la
fiebre que conduce a la regulacién de la cascada de citocinas pro-inflamatorias, lo que
contribuye a la disminucion de la patologia de la malaria [44].

Los niveles de expresién del TGF-B fueron similares en los diferentes grupos en los dias 6 y
9 post infeccidn. La uUnica diferencia significativa que detectamos fue en el dia 9 post
infeccion en que el grupo co-administrado con el antigeno y la protoxina, que desarrollé
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niveles significativamente menores en relacion al grupo control (Figura 22).
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Figura 22. Efecto de la administracion de la protoxina o la toxina CrylAc solas o en combinacion con antigeno de
plasmodio sobre la expresion relativa del TGF-B en el bazo de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Seis
grupos de ratones recibieron 5 dosis de protoxina, toxina o una combinacidon de antigeno con toxina o antigeno con
protoxina. En los dias 6 y 9 post-infeccion se sacrificaron a 3 ratones de cada grupo, se les extrajo el bazo y se aislé6 ARN
que se retrotranscribio y se amplificd con primers especificos para ese gen utilizando la técnica de PCR en tiempo real.
Se tomd en consideracion la expresion de ratones sanos sin infeccion. Para realizar el célculo se tomd en consideracion

la expresion de ratones sanos sin infeccion El nivel de expresion relativa se calculd con la siguiente ecuacidn
Eficiencia del TGF —pACt

Eficiencia de B—actina ACt

barras sefialan la desviacion estandar y los grupos marcados (*) son significativamente diferentes con P< 0.05

Nivel de Expresiéon = Se gréfico el promedio de los niveles de expresion por grupo y dia, las

9.12 Efecto de la administracion de la protoxina CrylAc o la toxina CrylAc solas o
en combinacion con un extracto soluble de antigeno de P. berghei ANKA sobre la
expresion de IL-10 en el bazo de ratones infectados con P. berghei ANKA.

La IL-10 inhibe la secrecién de INF-y y de IL-2 en las células Thl del humano; también
regula la expresion de moléculas MHC clase Il y la produccién de citocinas por monocitos,
macréfagos y células dendriticas, por lo que inhibe la diferenciacion de Thl y la
proliferacidn de células T, ademads promueve la diferenciacién de los linfocitos B [21].

En el dia 6 post-infeccion no detectamos diferencia significativa en ningln grupo en
relacion al grupo control. En el dia 9 se detectd una disminucién significativa en los niveles
de expresion de IL-10 en el grupo tratado con protoxina con relacion al grupo control.
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El nivel de la expresion de la IL-10 en el dia 9 de todos los grupos fue menor al que
desarrolld el grupo control, lo que sugiere que la protoxina y la toxina modularon
negativamente la expresién de esta citocina (Figura 23). Esto pudo generar un
desequilibrio entre citocinas pro-inflamatorias y anti inflamatorias que llevé a una mayor
patologia en los ratones.
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Figura 23. Efecto de la administracion de la protoxina o la toxina CrylAc solas o en combinacién con antigeno de
plasmodio sobre la expresién relativa de la IL-10 en el bazo de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. Seis
grupos de ratones recibieron 5 dosis de protoxina, toxina o una combinaciéon de antigeno con toxina o antigeno con
protoxina. En los dias 6 y 9 post-infeccion se sacrificaron a 3 ratones de cada grupo, se les extrajo el bazo y se aislé6 ARN
que se retrotranscribié y se amplificé con primers especificos para ese gen utilizando la técnica de PCR en tiempo real.
Para realizar los calculos, se tomd en consideracién la expresion de ratones sanos sin infeccion. Se tomd en

consideracion la expresidon de ratones sanos sin infeccion el nivel de expresion relativa se calculd con la siguiente
Eficiencia de la IL—104Ct
Eficiencia de B-—actina ACt

ecuacion Nivel de Expresién = . Se graficé el promedio de los niveles de expresidon por grupo y

dia, las barras sefialan la desviacion estandar y los grupos marcados (*) son significativamente diferentes con P< 0.05.
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10. Discusion.

La malaria o paludismo es la enfermedad infecciosa que ocasiona el mayor numero de
muertes en el mundo [6]. A pesar de la intensa investigacidn en las ultimas décadas no se
ha logrado obtener una vacuna efectiva que elimine esta enfermedad, debido entre otras
razones a la enorme variacién antigénica del parasito y una memoria inmunolégica
deficiente. Por otro lado, la patologia en esta enfermedad la origina la propia respuesta
inmune que se dispara cuando los mecanismos de proteccion no se modulan
adecuadamente, por lo que las vacunas ademds de inducir la eliminacidon del parasito
también deben generar una respuesta inmune regulada para evitar la patologia. En un
intento por entender como inducir una respuesta inmune que controle la parasitemia
pero que no genere patologia, administramos via intraperitoneal a la protoxina CrylAc a
una dosis de 5 pg/raton por semana durante cuatro semanas y logramos cierto grado de
proteccién que se manifestd con una mayor sobrevida y menores niveles de parasitemia
[19]. Por esta razén, también analizamos el efecto adyuvante de la protoxina CrylAc al
administrarla junto con un extracto de antigeno de P. berghei ANKA. Ademas, probamos el
efecto de la toxina CrylAc, puesto que en experimentos preliminares en nuestro
laboratorio, detectamos que era también altamente inmunogénica. Lo primero que
evaluamos fue si la protoxina CrylAc o la toxina CrylAc administradas solas o en
combinacion con el antigeno modificaban la sobrevida de los ratones infectados con P.
berghei ANKA, como grupo control se utilizé un grupo de ratones que recibié PBS y que se
infectd con el plasmodio. También se estudié un grupo tratado Unicamente con el
antigeno de plasmodio y dos grupos adicionales que se coadministraron con la protoxina y
antigeno o bien con la toxina y antigeno.

Con las dosis que se utilizaron tanto de protoxina por separado como en combinacién con
el antigeno, no se mejord el tiempo de la sobrevida que genera el administrar inicamente
el antigeno o el vehiculo (PBS) (Figura 11). Este hallazgo podria deberse a lo siguiente: a)
La infeccidn con P. berghei ANKA es letal y la proteccion que se generd resulté muy pobre
y no fue suficiente para extender la vida de los ratones a los que se les administré la
protoxina. b) Dado que la protoxina CrylAc modula positivamente la sintesis de citocinas
pro-inflamatorias como IFN-a. o TNF-a que si bien se requieren para iniciar la respuesta
inmune contra el pardsito, también es cierto que si estas citocinas se producen en exceso,
pueden generar diferentes patologias, por lo que mas adelante evaluaremos la expresién
de esas citocinas pro-inflamatorias y la de los genes reguladores de la inflamacién como el
TGF-By la IL-10.
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También analizamos el efecto de la administracién de la toxina CrylAc (es el producto de
la digestion de la protoxina CrylAc con tripsina) sobre la sobrevida. Interesantemente,
detectamos que la toxina sola generd un tiempo de sobrevida mayor que cuando se
coadministré con el antigeno. La administracion Unicamente del antigeno generd menor
sobrevida que la toxina (Figura 12). Lo anterior sugiere que la dosis a la que se administrd
la toxina pudo actuar sinérgicamente con el antigeno y eso pudo generar mayor patologia.

Otro aspecto asociado con la patologia en malaria es la pérdida de peso, dado que
citocinas como el TNF-a generan pérdida de peso [34], por lo que en este trabajo
analizamos el efecto de la protoxina sola o en combinacién con antigeno sobre la pérdida
de peso. El grupo que recibio a la protoxina fue el que perdié mas peso y la administracién
de la combinacién de antigeno con protoxina mejord esta condicién de los dias 8 al 14
post infeccion, en relacién al grupo al que se le administré Unicamente el antigeno. El
grupo tratado con la toxina fue el que conservé mejor su peso, e inclusive al principio de la
infeccion manifestd un incremento (Figura 12). Detectamos que la coadministracion de
antigeno con toxina exacerbd la pérdida de peso en relacién a los demas grupos de
ratones (Figura 13). Este dato en particular corrobora que la coadministracion de la toxina
con el antigeno puede generar respuestas inmunes muy intensas que conducen a acelerar
la muerte.

Otra forma adicional de medir la protecciéon es evaluar la parasitemia. A la dosis de
protoxina empleada no detectamos que se disminuyera la parasitemia, inclusive en los
dias 9 y 10 post infeccion se detectd un incremento en relacion a los demas grupos de
ratones. La coadministracion de antigeno con protoxina generd niveles de parasitemia
menores en los dias 9 al 11 post infeccién que los demas grupos (Figura 15). Sin embargo,
la proteccidn se detectd en una ventana de tiempo muy corta, dado que después de ese
dia la parasitemia se incrementd inclusive mds que en los otros grupos.

La administraciéon Unicamente de la toxina incrementd la parasitemia, sin embargo al
combinarla con el antigeno se detectd una disminucién importante que no superé la
proteccién de administrar Unicamente al antigeno (Figura 16). Lo anterior indica que las
dosis empleadas de toxina no generaron proteccién y por el contrario exacerbaron la
patologia.

La concentracion de hemoglobina se puede utilizar para analizar otro aspecto de la
patologia que es la anemia, que es una de las complicaciones mas graves de la malaria. A
medida que disminuye la concentracién de hemoglobina es mayor la anemia vy refleja la
destruccidn de eritrocitos tanto los sanos como los parasitados [45].
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En los dias 6 y 7 post infeccion el grupo tratado con protoxina presentd niveles menores
de hemoglobina que el grupo control, mientras que el grupo administrado con el antigeno
presentd una menor concentracién de Hb que el grupo control. Sin embargo, el grupo que
recibid la combinacion de antigeno con protoxina fue el que presentd los niveles mas
elevados de Hb hasta el dia 7 post infeccidon. Esos valores correlacionan con una menor
parasitemia en ese grupo (Figuras 15 y 17). Por otro lado, el grupo tratado con la toxina
desarrolld niveles de hemoglobina mas elevados en comparacion con el grupo que se
coadministrd con el antigeno y que el grupo que recibié antigeno solo (Figura 18). Este
resultado indica que se generd menor anemia en el grupo tratado solo con la toxina, es en
ese grupo donde se generd menor dafio en los eritrocitos. Interesantemente, fue el grupo
gue presentd mayor parasitemia, lo que indica que la destrucciéon de eritrocitos no
correlaciond con el nivel de parasitemia, este hallazgo indica que la anemia es el resultado
de la parasitemia pero también de otros factores adicionales como pueden ser la
destruccién en el sistema reticulo endotelial de eritrocitos que portaban antigenos del
parasito sobre su superficie. La respuesta inmune probablemente se activé de manera
mas intensa en el grupo que recibié Unicamente a la toxina.

El indice esplénico permite conocer el tamano del bazo, este érgano es importante,
porgue destruye a los eritrocitos danados, viejos, alterados o infectados. El bazo elimina
eritrocitos por una seleccion fisica y por la interaccién célula-célula [46]. A medida que los
plasmodios se desarrollan, los eritrocitos se deforman, pierden agua y disminuyen de
tamafo lo que incrementa su densidad, esos cambios los detectan los macrdfagos del
sistema reticulo endotelial del bazo y los eliminan. La esplenomegalia es comun en
malaria y se ha asociado con la eliminacién del parasito. En el bazo también ocurre la
estimulacion de la respuesta inmune por la presentacion del antigeno y la proliferacion de
células de la respuesta inmune con la consecuente produccién de inmunoglobulinas [47].
En el dia 6 post infeccidon el grupo tratado con antigeno fue el que generd la mayor
esplenomegalia, seguido del control y el tratado con la protoxina, interesantemente el
grupo que se coadministré con antigeno y protoxina desarrollé6 menor indice esplénico en
comparacion con el que recibié la protoxina o el antigeno solo. El grupo que se traté con
la toxina desarrollé el indice esplénico menor (Figura 19), mientras que en el dia 9 post
infeccidn el indice esplénico incremento en todos los grupos y no detectamos diferencias
significativas en relacién al grupo control. Este hallazgo podria explicarse por el nivel de
pardsitos en sangre, a medida que es mas alto, la estimulacién antigénica aumenta y por
lo tanto también proliferan mas las células de la respuesta inmune, lo que incrementd el
indice esplénico en todos los grupos en el dia 9.
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Las citocinas son moléculas importantes en la activacidon y regulacién de la respuesta
inmune y se han asociado tanto a la proteccidn como a la patologia en malaria [47, 48]. En
este trabajo analizamos como influia la administracién de la protoxina y la toxina CrylAc
solas o combinadas con antigeno de plasmodio sobre la expresiéon del RNAm que codifica
para dos citocinas pro inflamatorias (IFN-y y TNF-a) y dos citocinas anti inflamatorias (TGF-
B e IL-10). El IFN-y se ha asociado a proteccion durante el inicio de la fase hepatica [49] y
de la fase sanguinea de la infeccion [50]. Sin embargo, los niveles elevados de esta citocina
también pueden generar patologia en malaria [48, 51]. En este trabajo se detectd que la
administracion de la protoxina y la coadministracion de la toxina y el antigeno
incrementaron significativamente los niveles de IFN-y en el dia 9 post infeccién (Figura
20), ese aumento no se relaciond con proteccién dado que en ese dia los niveles de
parasitemia resultaron mayores en ambos grupos comparados con el grupo control
(Figuras 15y 16).

De igual forma que el IFN-y, el TNF-a es critico tanto para mediar la eliminacién del
plasmodio como para promover la enfermedad [49]. El IFN-y y el TNF-a actuan
sinérgicamente para inducir la muerte del parasito dentro de los fagocitos. Sin embargo,
los niveles elevados de TNF-a. correlacionan con la severidad en la malaria cerebral, se ha
demostrado que la pérdida de peso en malaria depende de la caquexina o TNF-a [51],
también la anemia, esto es porque el TNF-a activa a los macrdofagos para fagocitar
eritrocitos [52]. En este trabajo, detectamos que en el dia 9 post infeccion, los niveles mas
altos de TNF-a se presentaron en el grupo control y que al administrar a la protoxina o al
antigeno junto con la toxina la expresion de TNF-a disminuyd significativamente (Figura
21), lo que indica que tanto la administracion de la protoxina, como la coadministracién
del antigeno y la toxina juntos, pudieron haber regulado negativamente la respuesta
inflamatoria. Sin embargo, esta regulacién no fue suficiente para incrementar la sobrevida
en relacion al grupo control (Figuras 11y 12).

Otra citocina importante en la regulacidon de la respuesta inflamatoria en malaria es el
TGF-B, se ha demostrado que la virulencia de las infecciones con malaria depende de la
fuente celular de TGF-B asi como del tiempo de su producciéon. El TGF-B regula
negativamente al TNF-a. y al IFN-y [53].Se ha descrito que los niveles bajos de TGF-B y de
IL-12 se asocian con malaria severa y malaria cerebral [54]. En este trabajo, detectamos
gue los niveles de TGF-B permanecieron practicamente sin modificacion a lo largo de Ila
infecciéon (dias 6 y 9), sin embargo, detectamos una disminucidon estadisticamente
significativa en el dia 9 post infeccidén en el grupo que se coadministrd con el antigeno
junto con la protoxina CrylAc en comparacion al grupo control (Figura 22).
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Es probable que la disminucion de los niveles de expresion de TGF-B en ese grupo se
asocie con la menor sobrevida justo después del dia 9 post infeccion (Figura 11).

Finalmente, otra citocina anti-inflamatoria por excelencia es la IL-10. Al igual que el TGF-B
también regula la respuesta inflamatoria en la infeccién por plasmodio lo que puede
conducir a anemia severa y al incremento en la parasitemia. La principal fuente de IL-10
son las células T, las Th1, Th2, Trl y las T regs [55]. Se ha descrito que el TGF-B induce la
expresiéon de IL-10 [56]. En el presente trabajo la expresion de IL-10 disminuyd
significativamente en el grupo que se tratdé con protoxina en el dia 9 post infeccion en
comparacion con el grupo control (Figura 23). Esa disminucion explica por qué los niveles
de expresién de IFN-y en este grupo fueron mas elevados que en el grupo control (Grafica
10) ya que la IL-10 reprime la expresion de IFN-y.

Los resultados obtenidos indican que en los ratones que se trataron con la protoxina mas
el antigeno, la respuesta inmune se modificé permitiendo la eliminacién del parasito sin
embargo la proteccion que se generd no fue lo suficiente para una eliminacion total del
parasito, en otros casos como en el grupo que se tratd con la toxina, la respuesta inmune
gue se genero fue elevada lo que llevo a la muerte de los ratones.
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11. Conclusiones.

e La administracién de la protoxina incrementd la pérdida de peso, incrementd los
niveles de IFN-y, disminuyd los niveles de TNF-a y de IL-10.

e La administracién de la toxina, incrementd temporalmente la sobrevida, disminuyd
la pérdida de peso pero generd un incremento en la parasitemia.

e La coadministracion del antigeno con toxina disminuyd la sobrevida, incremento la
pérdida de peso, disminuyd temporalmente la parasitemia e incrementé los
niveles de IFN-y.

e La coadministracién de la protoxina junto con en el antigeno disminuyé la
sobrevida, disminuyd temporalmente la parasitemia y disminuyd los niveles de
TGF-B.

e A las dosis utilizadas de toxina 50ug y protoxina 5ug, no se generé mejor
proteccién con la coadministracién junto con el antigeno, que cuando se utilizaron
Unicamente la toxina o loa protoxina por separado ya que no se incrementd la
sobrevida.

Por lo anterior, concluimos que la administraciéon de la protoxina con el antigeno estimula la
respuesta inmune generando proteccién temporal. Sin embargo, se requiere de un mayor estudio
acerca de como extender esta proteccidn para que la protoxina CrylAc pueda emplearse como
adyuvante en vacunas contra la malaria.
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12. Anexos.
Preparacidn de soluciones.
Columnas de celulosa en jeringas de 5mL

— Nylon
— Celulosa
— Jeringas de 5mL sin aguja ni embolo

Se colocd un poco de nylon en la base de la jeringa sin aguja y séllenlo de celulosa, se
cubrieron con aluminio y se esterilizaron en el autoclave.

Solucion salina de Krebs

— NaCl0.15M....oieeeeee e 100mL

— KCIO0.15M..cee e 4dmL

— Amortiguador de fosfatos.........cccuuu... 12mL

— MBS0 0.15M oo 1mL

— CaCl 0.11M....covvieereere et e 1mL (adicionar antes de usarse para evitar la
precipitacion)

— Ajustarel pHa 7.4 con NaOH 1M

Amortiguador de fosfatos 10x (PBS)

= NACLaiiee e e 87g

— KH2POgue e 4g

—  NAHPO guueueieiiiieieeeiee et 67.82g
— Agua bisdestilada cbp.......ccovvvvrrenrnnnne. 1L

Solucion de Lisis

— TrtON 1%.ccoeeeeciieeeeee e 100 pL
—  Tris-HCI 100mM pH 8.........ccvevvevreeee. 500 plL
— EDTASMM...iiiiiiiieceecteenevee e 100 pL

— Agua destilada estéril cbp...................10mL
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Solucion de carga Laemli

—  Tris-HCI 1M pH 6.8.....ueeeieeeeeees 3.12mL
= SDS s 10¢g
—  GlICErOlumiiiiereeeee e 5mL

— P -mercaptoetanol.......ccccceeveeriennenees 0.5MI
— Azul de Bromofenol........ceevvvvevennne. 0.005g
— Agua MQ estéril cbp.....cccoovrrviiinennns 10mL

Amortiguador de corrimiento

i 1= (5= 1 [T 1.09g

—  TFS 2Mu e s 50 pL

— EDTAO.5Mu.cciiiiieeeeceee e 2L

— DTT IMMuciiiiiiieieeceee e e 0.00154¢g
— Agua MQ Cbp..ccooceeceee e 10mL

Azul de Comassie

— Azul de COmMassi€......ccuevrevreveereereereeenns 0.25g
— Metanol.....iviviee 50mL
—  Acido ac8tico.......covveveeeeeeeeeeeeeeeeens 10mL
— Aguadestilada.......cccoveverenre e 40mL

Acrilamida/Bisacrilamida

— Acrilamida....occeeiee e, 29g
— Bisacrilamida......cccccevevreiveveieeeeen, 1g
— Agua destilada cbp......cccoeveevirncenns 100mL

Persulfato de amonio 10% (APS)

— Persulfato de amonio.........cceenneee. 1g
— Agua destilada esteril.........ccoeveneneee. 10mL



Gel de acrilamida al 10%

Stock Volumen
Agua 2.24mL
Acrilamida 30%/ Bisacrilamida 0.8% 1.68 mL
TBE 10X ImL
APS al 10% 45ulL
TEMED 6L
Gel concentrador
Stock Volumen
Agua 2.85mL
Acrilamida 30%/ Bisacrilamida 0.8%  835uL
Tris 1.5M pH 6.8 1.25mL
SDS al 5% 100uL
APS al 10% 45uL
TEMED 6uL
Gel separador
Stock Volumen
Agua 1.70mL
Acrilamida 30%/ Bisacrilamida 0.8% 1.95mL
Tris 1.5M pH 6.8 1.25mL
SDS al 5% 100uL
APS al 10% 451l
TEMED 6uL

Tris-HCl 100mM

Se colocaron 660uL de Tris 1.5M en 40mL de agua destilada y se ajustd el pH 8 con HCl y
se aforo a 50MI.

SDS ( Lauril Sulfato de sodio) al 5%

— Lauril Sulfato de Sodio......ccccceecveervrrerrnnee. 5g
— Aguadestilada cbp ..o, 100mL



TBE 10X (Tris-Acido Bérico-EDTA)

— THS IMoeceeeee e 121.10g
— ACIO BOFICO...ecvveeece s s 61.58g

— EDTAS0MM .o 14.62g

—  ABUA COP.c e 1L

Reactivo de Drabkin

— Bicarbonato de Sodio..........cccceeueereneenes 1g
— Cianuro de potasio......cccccceeveereecreereennnes 0.05g
— Ferrocianuro de potasio.......ccccecveveeninee 0.2g

Aforar a 1L, proteger de la luz y guardar en refrigeracion

53



13. Referencias.

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Sullivan, D. D, S., Uncertainty in Mapping Malaria Epidemiology: implication for Control
Epidemiologic. Epidemiologic Reviews, 2010. 32: p. 175-187.

Autino B, N.A., Russo R, Castelli F. , Epidemiology of malaria in endemic areas. Mediterr J
Hematol Infect Dis, 2012. 4.

S, A., Early life exposure to malaria and cognition in adulthood. Journal of Health
Economics, 2012. 31: p. 767-780.

R, R.C., Microbiologia y Parasitologia Humana. Bases etioldgicas de las enfermedades
infecciosas y parasitarias humanas. 3 Edicién ed, ed. E. Panamericana2007, México.

Singh S, M.M.A., Pal-Bhowmick I, Brzostowki J A, Chithis C E, Distinct Extremal Signals
Trigger Sequential Release of Apical Organelles during Erythrocyte Invasion by Malaria
Parasites. PloS Pathogens, 2010. 6.

Hafalla J C, S.0., Matuscheweskim K, Cell biology and immunology of malaria.
Immunological Rewiews, 2011. 270: p. 297-316.

Malaguarnera L, M.S., The immune response to Plasmodium falciparum malaria. The
Lancet Infectious Diseases, 2002. 2: p. 472-478.

Nacer A, M.A., Baer K, Mikolajcazak S, Kappe S, Frevert U, Neuroimmunological Blood
Brain Barrier Opening in Experimental Cerebral Malaria. PLOS Pathogens, 2012. 8(10).

Kota Arun Kumar, S.S., Phanithi Prakash Babu, Studies on the glycoprotein modification in
erythrocyte membrane during experimental cerebral malaria Experimental Parasitology,
2006. 114: p. 173-179.

Suh N K, K.C.K., Kestone S J, Malaria. CMAJ, 2004. 170: p. 1693-1702.

G, L.-R., Unmet needs in modern vaccinology adjuvants to improve the immune response.
Vaccine, 2010. 28: p. C25-C36.

Su Z, T.M., Jankovic D, Stevenson M, Vaccination with Novel Immunoestimulatory
Adjuvants against Blood-Stage Malaria in Mice. Infection an Immunity, 2003. 71: p. 5178-
5781.

Bravo A, G.S., Soberon M, Mode of action of Bacillus thuringiensis Cry and Cyt toxins and
their potential for insect control. Toxican, 2007. 15: p. 423-435.

Rodriguez-Orozco A, R.-R.H., Sdnchez N S Efecto de la toxina Cry1Ac de Bacillus thuringiesis
sobre el crecimiento de algunos hongos alergénicos aislados de pacientes con rinitis aguda.
Revista Mexicana de Micologia, 2009. 29: p. 43-50.

Rodriguez-Orozco A, Efecto adyuvante de la protoxina CrylAc en la inmunidad celular al
coadministrarla con un buen agente patégeno de mucosas. Revista Alergia México 2006.
Rodriguez-Orozco A, R.-R.G., Lopez-Revilla R, El efecto de Cry1Ac en monocitos humanos y
la activacion de neutrdfilos. Mundial de Alergia Organ J, 2005. 7.

Carrasco-Yepz M, R.-H.S., Rodriguez-Monroy M, Terrazas L, Moreno-Fierros L, Protection
againist Naegleria fowleri infection in mice immunized with Cry1Ac plus amoebic lysates is
dependent on the STAT6 Th1 response. Parasite Immunology, 2010. 32: p. 667-670.
Rojas-Hernandez S, R.-M.M.A., Lopez-Revilla R, Reséndiz-Albor A A, Moreno-Fierros L,
Intranasal coadministration of the CrylAc protoxin with amoebal lysates increases
protection against Naegleria fowleri meningoencephalitis. Infect Immun. , 2004. 78(8): p.
4368-4375.

Legorreta-Herrera, M., R.O. Meza, and L. Moreno-Fierros, Pretreatment with CrylAc
protoxin modulates the immune response, and increases the survival of Plasmodium-
infected CBA/Ca mice. Journal of biomedicine & biotechnology, 2010. 2010: p. 198921.

M, R.B., Inmunologia. Fundamentos. 11 ed, ed. E.M. Panamericana2008.

54



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.
40.

41.

Abbas A, L.A., Prober, Inmunologia Celular y Molecular. 4° ed, ed. M.-G.-H.
Interamericana2002, Espafia.

Bakir Y H, T.C., Abo T, Cytokine profile of murine malaria: stage-related production of
inflaimmatory and anti-inflammatory cytokines. Biomedical Research, 2011. 32: p. 203-
208.

Mc Call B, S.R., Interferon-y- central mediator of protective immune responses against the
pre-eritrocytic and blood stage of malaria. J Leukoc Biol, 2010.

Rhee, M.S., et al., Changes in cytokine production associated with acquired immunity to
Plasmodium falciparum malaria. Clinical and experimental immunology, 2001. 126(3): p.
503-10.

Parslow T, T.G., Stites P D, Terr | A, Imboden B J, Inmunologia bdsica y clinica, ed. E.m.
Moderno2002, México.

Gimenez F, B.d.L.S., Fernandez C, Pino P,Mazier D, , Cellular and Molecular Life Sciences
2003: 60, 1623-1635, Tumor necrosis factor « in the pathogenesis of cerebral malaria. .
Mol Cell Life Sci., 2003. 8: p. 1623-1635.

Ocana-Morgner, C., et al., Role of TGF-beta and PGE2 in T cell responses during
Plasmodium yoelii infection. European journal of immunology, 2007. 37(6): p. 1562-74.
Dodoo, D., et al., Absolute levels and ratios of proinflammatory and anti-inflammatory
cytokine production in vitro predict clinical immunity to Plasmodium falciparum malaria.
The Journal of infectious diseases, 2002. 185(7): p. 971-9.

Niikura, M., S. Inoue, and F. Kobayashi, Role of interleukin-10 in malaria: focusing on
coinfection with lethal and nonlethal murine malaria parasites. Journal of biomedicine &
biotechnology, 2011. 2011: p. 383962.

de Waal Malefyt, R., et al., Interleukin 10(IL-10) inhibits cytokine synthesis by human
monocytes: an autoregulatory role of IL-10 produced by monocytes. The Journal of
experimental medicine, 1991. 174(5): p. 1209-20.

Espinoza A, Las herramientas Moleculares. Guia prdctica sobre la técnica de PCR.

D, K., Quantification using real-time PCR technology: applications and limitations. Trends
Mol. Med., 2002. 8(6): p. 257-260.

Yuan, J.S.,, et al., Statistical analysis of real-time PCR data. BMC bioinformatics, 2006. 7: p.
85.

Onwuamaegbu, M.E., M. Henein, and A.J. Coats, Cachexia in malaria and heart failure:
therapeutic considerations in clinical practice. Postgraduate medical journal, 2004.
80(949): p. 642-9.

Doolan DL, M.-A.N., Immune response to pre-erythrocytic stages of malaria parasites. Curr
Mol Med, 2006. 6(2): p. 169-185.

Riley E M , W.S., Perkins D J, Schofield L, Regulating immunity to malaria. Parasite
Immunol., 2006. 28: p. 35-49.

Llanos C, F.M., Arévalo-Herrera, Herrera S, Mecanismos de generacion de anemia en
malaria. Colombia Medica, 2004. 35.

Engwerda, C.R., L. Beattie, and F.H. Amante, The importance of the spleen in malaria.
Trends in parasitology, 2005. 21(2): p. 75-80.

G, R.A., Fundamentos de Hematologia. 4° ed, ed. E.M. Panamericana2009.

Stevenson M M, R.E.M., Innate immunity to malaria. Nat Rev Immunol, 2004. 4(3): p. 169-
180.

Valko M, L.D., Moncol J, Cronin M T, Mazur M, Telser J, Free radicals and antioxidants in
normal physiological functions and human disease. Int J Biochem Cell Biol, 2007. 39(1): p.
44-84,

55



42.

43.

44.

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

Frucht D M, F.T., Bogdan C, Schindler H, O'Shea J J, Koyasu S., IFN-gamma production by
antigen-presenting cells: mechanisms emerge. Trends Immunol, 2001. 22(10): p. 556-560.
Jaramillo M, G., Olivier M, Hemozoin Induce Macrophage Chemokine Expression through
Oxidative Stress-Dependent and —Independent Mechanisms. J Immunol. , 2005. 174(1): p.
475-484.

Omer F M, R.E.M., Transforming growth factor beta production is inversely correlated with
severity of murine malaria infection. ) Exp Med., 1998. 188(1): p. 39-48.

Biemba G, D.D., Thuma P E , Weiss G, Gordeuk V R Severe anaemia in Zambian children
with Plasmodium falciparum malaria. Trop Med Int Health, 2000. 5(1): p. 9-16.

Billig E M, O.M.W.P., Riley E M, McKenzie F E, Developmental allometry and paediatric
malaria. Malar J., 2012. 11.

Haque A, G.M., Kasper L H, Haque S., Immunization with heat-killed Toxoplasma gondii
stimulates an early IFN-gamma response and induces protection against virulent murine
malaria. Vaccine, 1999. 17: p. 2604-2611.

Amani V, V.A.M., Belnoue E, Marussig M, Fonseca L, Mazier D, Renia L, Involvement of
IFN-gamma receptor-medicated signaling in pathology and anti-malarial immunity
induced by Plasmodium bergheij infection. Eur J Immunol, 2000. 30(6): p. 1646-1655.
Hirunpetcharat C, F.F., Clark | A, Good M F, Malaria parasite-specific Thl-like T cells
simultaneously reduce parasitemia and promote disease. Parasite Immunol., 1999. 21(6):
p. 319-329.

Su, Z. and M.M. Stevenson, Central role of endogenous gamma interferon in protective
immunity against blood-stage Plasmodium chabaudi AS infection. Infect Immun, 2000.
68(8): p. 4399-406.

Kremsner P G, N.S., Chaves M F, Rudolph R, Bienzle U Interferon-gamma induced lethality
in the late phase of Plasmodium vinckei malaria despite effective parasite clearance by
chloroquine. Eur J Immunol, 1992. 22(11): p. 2873-2878.

Taverne J, S.N., de Souza J B, Playfair J H, Probert L, Kollias G., Anaemia and resistance to
malaria in transgenic mice expressing human tumour necrosis factor. Immunology, 1994.
82(3): p. 397-403.

Omer F M, d.S.).B., Riley E M, Differential induction of TGF-beta regulates proinflammatory
cytokine production and determines the outcome of lethal and nonlethal Plasmodium yoelii
infections. J Immunol., 2003. 171(10): p. 5430-5436.

Chaiyaroj S C, R.A.S., Muenthaisong K, Watkins P, Na Ubol M, Looareesuwan S, Reduced
levels of transforming growth factor-betal, interleukin-12 and increased migration
inhibitory factor are associated with severe malaria. Acta Trop, 2004. 89(3): p. 319-327.
Maynard C L, H.R.D., Helms W S, Oliver JR, Stephensen C B, Weaver C T, Contrasting roles
for all-trans retinoic acid in TGF-beta-mediated induction of Foxp3 and 1110 genes in
developing regulatory T cells. ) Exp Med., 2009. 206(2): p. 343-357.

Murai M, T.0O., Kim G, Madan R ,Karp C L, Cheroutre H, M Kronenberg . Interleukin 10 acts
on regulatory T cells to maintain expression of the transcription factor Foxp3 and
suppressive function in mice with colitis. Nat Immunol, 2009. 10(11): p. 1178-1184.

56



	Caratula ANA RODRIGUEZ
	Agradecimientos ANA RODRIGUEZ
	inidices ANA RODRIGUEZ
	Tesis ANA RODRIGUEZ

