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RESUMEN

La infeccion de ratones C57BL/6 con Plasmodium berghei Anka
proporciona un modelo experimental de los procesos patolégicos que ocurren en
la infeccion por Plasmodium falciparum denominados malaria cerebral (MC).
Diversos factores como la edad, las condiciones genéticas de los animales, su
dieta y la heterogeneidad interindividual pueden modificar la presentacion de esta
afeccion neuroldgica en el modelo. El objetivo de este trabajo fue determinar las
caracteristicas clinicas y conductuales de la infecciébn de ratones C57BL/6/Cenp
con P. berghei Anka. Para cumplir este objetivo, el modelo se implement6 en los
laboratorios de Parasitologia y Bioterio IPK y se aplicaron métodos descritos
previamente para evaluar los signos clinicos y la conducta de ratones infectados
con P. berghei Anka y controles. La informacién individual obtenida se reflejo en
una ficha de supervision y los datos generales se analizaron por métodos
estadisticos. Se identificaron los ratones infectados en estado severo no
solamente a partir de la aparicion de signos neurolégicos, ademas por la presencia
de dificultad respiratoria, piloereccion y descenso en la temperatura y peso
corporales. La parasitemia se increment6 por encima del 7% en el desarrollo de la
malaria cerebral experimental (MCE). Las puntuaciones en las pruebas de
actividad locomotora, la maniobra en alambre y la conducta de transferencia
indicaron el progreso hacia la MCE. Se describio la presencia de
microhemorragias y extravasacion extensa de eritrocitos en secciones del encéfalo
de los ratones en estado terminal con signos neurolégicos. Estos resultados
contribuyen a la aplicacion temprana del punto final humanitario y la utilizacion de

este modelo en investigaciones posteriores.
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INTRODUCCION

Significativos progresos en la reduccién del nUmero de casos de malaria se
han obtenido como resultado de mas de 10 afios de intenso batallar para su
control*. Sin embargo, debido a que la transmisién continta, se estimaron 207
millones de casos de malaria a nivel mundial en el afio 2012. La mayoria de los
casos (80%) ocurrieron en Africa subsahariana. Se reportaron 627000 muertes a
la Organizacion Mundial de la Salud, de estas 90% ocurrieron en Africa
subsahariana y 77% correspondieron a nifios menores de 5 afios?. La transmision
de la malaria en América Latina y el Caribe se mantiene en 21 paises, aunque la
contribucion a la morbilidad global es significativamente menor que en las otras
areas endémicas, asi como a la mortalidad®. En este contexto, la emergente
resistencia a los insecticidas y los farmacos antimalaricos representan una
amenaza real a los avances que se han alcanzado”. Por otra parte, en areas libres
de esta enfermedad, el niumero de casos importados a través de viajeros e
inmigrantes se incrementa en la actualidad lo cual hace necesario mantener una
adecuada vigilancia epidemiolégica””’.

Entre las complicaciones de mayor peligro para la vida que ocurren durante
una infeccién con Plasmodium falciparum se encuentra la malaria cerebral (MC)®®.
Aunque la incidencia de MC es dificil de calcular'®, estudios prospectivos de casos
de malaria severa realizados recientemente en hospitales de Camerun aseveraron
que la MC fue el principal factor de riesgo asociado con la muerte en edad
pediatrica'®. En un estudio reciente en Senegal, se reportd una letalidad de 11.1%
del total de casos hospitalizados diagnosticados con malaria severa, en los que los
principales factores de riesgo fueron la edad, el estado de coma, la dificultad
respiratoria y la hipoglicemia®?. Por otra parte, la infeccién con HIV-1 se mostr6
asociada con la presentacion clinica de MC en nifios de Uganda®®, a lo cual se
afiade que investigaciones recientes aportan evidencias de que la MC y otras
formas de malaria severa tienen consecuencias sobre el desarrollo de varias

esferas cognitivas de los infantes*2®.



Es imprescindible comprender los procesos fisiopatologicos de la MC para
poder desarrollar medidas preventivas, métodos diagnosticos o terapias adjuntas.
Sin embargo, aun se presentan grandes retos en la elucidacion de los eventos
sistémicos y locales determinantes'’*°. Estas investigaciones afrontan dificultades
en las areas endémicas tales como la limitacion de recursos para métodos
imagenoldgicos, la realizacion de estudios de intervencion, el examen
histopatologico de encéfalos de los casos fatales, el estudio evolutivo de los casos
que se resuelven en respuesta al tratamiento; ademas existen estudios que solo
pueden realizarse con modelos animales™* % .

El uso de los animales de laboratorio en las investigaciones biomédicas
representa una herramienta fundamental®’. Los primates constituyen modelos para
la MC, pero su uso esta limitado por su costo y consideraciones éticas. Los
modelos de mayor accesibilidad son aquellos en los que lineas de ratones
consanguineos tales como C57BL/6 y CBA infectados con Plasmodium berghei
Anka o la cepa letal XL de Plasmodium yoelii desarrollan afecciones neurolgicas®
22.

La infeccion de ratones C57BL/6 con P. berghei Anka proporciona un
modelo de malaria cerebral experimental (MCE) que replica muchos eventos que
se observaron en pacientes con MC. En los estudios histologicos, diversos autores
reportaron indicadores similares de vasculopatia severa®® 3. Aunque no existen
evidencias histolégicas sustanciales del secuestro de eritrocitos en los vasos
sanguineos encefélicos de los ratones, este modelo provee un espacio para la
investigacion sobre los procesos inflamatorios y la respuesta inmune en humanos.
Las afecciones neurolégicas causadas por la infeccibn con parasitos del género
Plasmodium en ambos hospederos se consideran enfermedades inflamatorias en
las cuales participa la activacion del endotelio vascular. Esta activacion produce un
aumento de la acumulacion de células del sistema inmune en el encéfalo tales
como macréfagos/monocitos, leucocitos, linfocitos T particularmente CD8+ vy
plaquetas; paralelamente ocurre un aumento de la concentracion relativa de

citoquinas pro-inflamatorias®® .



En este modelo murino se describe variabilidad en la incidencia, expresion y
el momento de comienzo de las manifestaciones neurolégicas debido a diferentes
factores de la relacibn hospedero-parasito. Las condiciones genéticas de los
animales de acuerdo al suministrador, la edad de los animales, su dieta, y la
heterogeneidad interindividual se describen como factores claves®. Varias
sublineas C57BL/6 han mostrado diferencias fenotipicas® lo cual pudiera
modificar los resultados de este modelo con los ratones suministrados por el
Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB) que
actualmente constituyen la sublinea Cenp?’ . También modulan la ocurrencia de
MCE: la dosis del inéculo, el curso de la parasitemia y las variaciones clonales del
parasito®. A esto se adiciona que existen hallazgos contradictorios asociados con
la histopatologia de la MCE que pueden deberse a los factores mencionados
previamente y a la ausencia de un protocolo universal para realizar estos
estudios?®®.

Estas variables determinan la necesidad de investigar, en los laboratorios
de Parasitologia del IPK, si la infeccion de ratones C57BL/6/Cenp con P. berghei
Anka muestra las caracteristicas clinicas y conductuales de una afeccion
neuroldgica fatal en la mayoria de los infectados y si este estado se relaciona con
la presencia de cambios en la histomorfologia de secciones del encéfalo. Por la
severidad de esta enfermedad, este estudio debe contribuir a identificar
tempranamente a los animales que desarrollan estado terminal acompafniado de
signos neuroldgicos. La implementacion de una ficha de supervision y el analisis
de los resultados podrian brindar la informacion necesaria para el redisefio de
experimentos con este modelo con una reduccion del indice de severidad de los
procedimientos sobre los animales, de acuerdo a los lineamientos éticos
nacionales.

El presente trabajo se realiz6 con la finalidad de contribuir a fundamentar la
implementacion de la infeccion de ratones C57BL/6/Cenp con P. berghei Anka
para investigaciones posteriores, en particular, para las evaluaciones de nuevas
alternativas terapéuticas en un contexto similar al de su uso en el tratamiento de

pacientes con MC.



OBJETIVOS

General:
Determinar las caracteristicas clinicas y conductuales de la enfermedad causada
por P. berghei Anka en ratones C57BL/6/Cenp.

Objetivos especificos:

1. Caracterizar la presentacion clinica de la malaria experimental producida por P.
berghei Anka en ratones C57BL/6/Cenp

2. Evaluar indicadores conductuales adicionales relacionados con afectaciones
neuroldgicas en el curso de la enfermedad severa.

3. Determinar los indicadores apropiados para el punto final humanitario en este
modelo.

4. Caracterizar los principales hallazgos histopatolégicos en tejidos encefalicos

post-mortem.



CAPITULO 1.- MARCO TEORICO

1.1- Paludismo. Introduccién.

El paludismo o malaria es una enfermedad infecciosa transmitida por
mosquitos del género Anopheles causada por protozoos del género Plasmodium.
Este género pertenece a la familia Plasmodiidae y orden Eucoccida. Cuatro
especies: P. falciparum, P. malariae, P. vivax y P. ovale pueden causar
enfermedad en humanos. La gran mayoria de los casos de malaria severa se
producen por la infeccion con la especie P. falciparum?,

Plasmodium knowlesi es un parasito de simios que infecta principalmente a
especies de macacos del sudeste de Asia. Su capacidad para infectar humanos se
conoce desde la primera mitad del pasado siglo, pero las infecciones por P.
knowlesi se han diseminado recientemente y adquieren importancia por su
morbilidad®. Histéricamente, P. knowlesi ha constituido una herramienta para el
estudio y avance de los conocimientos sobre la biologia de los parasitos de la
malaria®!.

El género Plasmodium incluye mas de 100 especies de las cuales 22
infectan a monos y 82 son agentes patogenos para reptiles y aves?®. Existen
cuatro especies del género Plasmodium que infectan naturalmente a roedores de
Africa central y de forma artificial a ratones, ratas y hamsters®. Esto ha permitido

el desarrollo de modelos experimentales?!.

1.2- Ciclo biolégico de los parasitos causantes del paludismo.

La biologia de todas las especies de Plasmodium que afectan a humanos
es generalmente similar y consiste de dos fases diferentes: sexual y asexual. Los
estados asexuales se desarrollan en los seres humanos, primero en el higado y
luego en los eritrocitos circulantes. Los estados sexuales se desarrollan en el

mosquito® 3,



Estados asexuales:

Cuando la hembra infectada de Anopheles toma una ingesta de sangre,
esta inyecta fluidos salivales en la lesidn. Estos fluidos contienen esporozoitos que
son las formas moéviles del parasito, fusiformes, de 10 a 15 micras de longitud, que
inician la infeccion. Al cabo de una hora, estas formas son eliminadas de la
circulacién y una parte de ellas penetran las células del parénquima hepético,
mediante mecanismos que aun se desconocen. Una vez dentro de la célula
hepatica, los parasitos se reproducen asexualmente (esquizogonia exoeritrocitica).
La longitud de esta fase y el nUmero de merozoitos formados es una caracteristica
de cada especie en particular®: 3,

Se considera que algunas formas tisulares hepaticas se desarrollan muy
lentamente y pueden permanecer latentes por varios meses, a éstas se les ha
denominado hipnozoitos. El fendmeno de recaida en ciertas malarias (P. vivax, P.
ovale, P. cynomolgi) consiste en la reaparicion de parasitemia después de una
adecuada terapia esquizonticida sanguinea. El origen de las recaidas no se ha
explicado completamente, por lo que ademas de la presencia de hipnozoitos, se
considera una hipétesis diferente que plantea que algunos esporozoitos no se
desarrollan inmediatamente y se convierten en formas latentes. Cuando los
merozoitos exoeritrociticos salen tardiamente a la circulacion, producen las
recaidas. Para lograr la cura radical es necesario eliminar los parasitos circulantes
en la sangre y los hipnozoitos. P. falciparum y P. malariae no desarrollan
hipnozoitos, la cura radical necesita solamente farmacos para erradicar los
pardsitos en la circulacion periférica. Con cualquiera de las especies de
Plasmodium, se denominan recrudescencias a los casos en que la infeccion
reaparece en sangre después del tratamiento que logré niveles no detectables de
la parasitemia durante 2 a 3 semanas, pero fue inadecuado. El ciclo eritrocitico
continlia aunque se presenta de forma subclinica o asintomatica®® 33 34

Los merozoitos que emergen de las células hepaticas penetran a los
glébulos rojos e inician la fase del ciclo de vida en eritrocitos. Después de penetrar

la célula, el parasito comienza a crecer, primero presenta una forma de pequefio



trofozoito en anillo y luego su tamafio aumenta hasta ocupar la mayor parte de la
célula hospedera, se multiplica asexualmente y forma un esquizonte con varios
merozoitos. Los parasitos digieren hemoglobina y forman como subproducto el
pigmento llamado hemozoina. Esta fase se completa cuando se rompe el
esquizonte maduro y libera merozoitos listos para invadir nuevos glébulos rojos®:
33.

La infeccion con merozoitos de la fase eritrocitica también puede ocurrir a
través de donaciones de sangre, o por contaminacion de agujas infectadas. La

transmision transplacentaria ocurre raramente® >3,

Estados sexuales:

Una parte de la poblacibn de paréasitos intraeritrociticos desarrolla
gametogénesis. Se considera que todos los merozoitos derivados de un Unico
esquizonte estan destinados a su conversion en gametocitos hembras o machos,
lo que sugiere que esta transformacion se determina desde este ciclo asexual que
antecede. Se desconocen los mecanismos moleculares que participan en el
estimulo para la diferenciacién de la célula a gametocito®.

Los macrogametocitos (hembras) y microgametocitos (machos) son
extraidos con la ingesta de sangre de la picada y completan su desarrollo
solamente en el intestino de un mosquito Anopheles. Los gametocitos en general
no presentan la membrana del eritrocito, los microgametos inician su exflagelacion
y division de la cromatina y como producto se forman 8 microgametos que al
liberarse buscan a las células femeninas (macrogametos) para fecundarlas. Los
cigotos resultantes se transforman en ookinetos vermiformes diploides los que
penetran la pared del intestino y permanecen alli bajo la membrana basal. En un
periodo de 24 horas posteriores a la ingesta de sangre, se forman ooquistes. A
continuacion se desarrollan los esporozoitos en el ooquiste, que estan maduros al
transcurrir entre 10 y 14 dias, escapan del ooquiste e invaden las glandulas
salivales. Cuando el mosquito pica a otro hospedero humano, el ciclo comienza

de nuevo?® %,



1.3- Fisiopatologia general.

En la malaria producida por P. falciparum, a diferencia de otras especies
que afectan a los humanos, los glébulos rojos infectados no permanecen en la
circulacion durante todo su ciclo de vida. Cuando los trofozoitos maduran, los
glébulos que los contienen se adhieren sobre la superficie de las células
endoteliales de la microcirculacion de varios érganos. Este fendmeno es llamado
"secuestro” y se considera la causa de obstruccién vascular, disminucion de la
perfusién de tejidos y activacion de citoquinas inflamatorias, eventos que estan
vinculados a las formas clinicas severas de la infeccién®22,

La citoadherencia de P. falciparum ha sido atribuida a la interaccion de
diferentes clases de moléculas de origen parasitario y de ligandos presentes en el
endotelio humano. Se destaca la interaccion de proteinas de alto peso molecular,
con variacion antigénica, especificas de cepas (PfEMP1, del inglés, erythrocyte
membrane protein 1), con receptores de la superficie del endotelio en venas y
capilares. De todos los receptores potenciales identificados, ICAM1 (del Inglés,
Intercellular Adhesion Molecule 1) es probablemente el mas importante en el
cerebro, el sulfato de condroitina en la placenta y el CD36 (del Inglés, Cluster of
Differentiation 36, también se conoce como glicoproteina IV o receptor de
trombospondina) para la mayoria de los otros 6rganos. Los eritrocitos infectados
también se adhieren unos con otros y con eritrocitos no infectados formando
rosetas. Estas interacciones causan el llamado secuestro de formas maduras del
parasito en érganos vitales, particularmente en el cerebro, el cual se postula que
por accion mecanica interrumpe el flujo sanguineo y se afectan las funciones del
endotelio vascular. Como consecuencia, solamente formas jévenes en anillo de P.
falciparum se encuentran en la circulacion y los conteos de parasitos en sangre
periférica subestiman el nimero total de parasitos en el organismo®®.

En las otras especies que causan malaria no existe secuestro sustancial, de
manera que todos los estadios de desarrollo se encuentran en las laminas de
sangre periférica. P. vivax, P. ovale y P. malariae invaden selectivamente globulos

rojos y las parasitemias son generalmente menores del 1%; P. falciparum y P.



knowlesi son menos selectivos y pueden alcanzar altas densidades parasitarias.
En la malaria por P. vivax, los eritrocitos aumentan de tamafio y se deforman. Por
el contrario, en las formas maduras de P. falciparum el eritrocito se hace esférico y
rigido. Estos cambios se relacionan con la obstruccion de capilares y una menor
supervivencia del glébulo®.

El hospedero responde a la malaria aumentando la funcion inmune
esplénica y su funcion de eliminacién de parasitos y eritrocitos no infectados. La
ruptura del esquizonte libera materiales del hospedero y del parasito hacia el
entorno extracelular, lo cual se considera que puede activar monocitos Yy
macréfagos e inducir la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, las cuales
causan fiebre y otros efectos patol6gicos®***

Las infecciones por P.vivax y P.ovale se consideran en general de tipo
benigno y raramente causan la muerte de los pacientes. Sin embargo, existen
condiciones en que el cuadro puede ser grave como es el caso de ruptura
esplénica, dafio hepatico, trombocitopenia y anemia severas®.

En andlisis post-mortem se observa frecuentemente que el bazo presenta
un color oscuro, debido al pigmento paludico (hemozoina), se halla aumentado de
tamafio y es blando y friable. Est4 lleno de eritrocitos parasitados y presenta
dilatacién de los senos con hiperplasia reticular. La esplenomegalia blanda de las
infecciones agudas graves contrasta con el bazo duro que se palpa en las
infecciones repetidas™.

Durante los ultimos 5 afios fueron maéas frecuentes los reportes de
enfermedad severa (principalmente anemia, aunque también se presentd fallo
renal, hipoglucemia, ictericia y sangramiento anormal) y casos fatales en
infecciones con P. vivax provenientes de Indonesia, Papua Nueva Guinea, India y
de la region del Amazonas. Varios estudios informan una frecuencia entre 4 y 26%
de coma en los casos severos, pero se requieren estudios clinico-epidemiolégicos
prospectivos para aclarar si estas manifestaciones severas son el resultado de co-
infeccion con P. falciparum, de la emergencia de cepas virulentas, de la
subestimacion anterior de la severidad causada por esta especie 0 una

sobredimension del nimero de casos®®.



1.4- Caracteristicas clinicas.

Las formas clinicas de la malaria varian, desde las formas asintométicas
hasta el progreso a las formas complicadas®.

En areas endémicas de malaria, esta infeccion es la causa mas comun de
fiebre. Los primeros sintomas de la misma son inespecificos. Pueden presentarse
malestar general, dolor de cabeza, fatiga, dolores musculares y malestar
abdominal, los cuales son seguidos por fiebre irregular. También son frecuentes
las nauseas, el vomito y la hipotension. Las convulsiones se asocian
especificamente con la malaria por P. falciparum y pueden agravarse por la
aparicion de coma, en los casos de MC. En la mayoria de los pacientes con
infecciones no complicadas los hallazgos fisicos anormales son pocos, solamente
fiebre, anemia ligera y después de varios dias el bazo es palpable. El higado
aumenta de tamafno especialmente en nifios pequefos, mientras en los adultos se
observa una leve ictericia. En areas de transmision estable, las infecciones
recurrentes causan anemia crénica y esplenomegalia en los nifios pequefios®.

Las manifestaciones clinicas de la malaria severa por P. falciparum
dependen de la edad. La anemia severa y la hipoglicemia son mas comunes en
nifios, sin embargo el edema pulmonar agudo, el dafio renal agudo y la ictericia
son mas comunes en adultos, el coma por MC vy la acidosis ocurre en todos los
grupos de edad. La mortalidad aumenta cuando la proporcion de eritrocitos
infectados excede 2%. Sin embargo, la relaciébn entre densidad parasitaria y
pronéstico en la malaria por P. falciparum es muy variable® 3* %> E| tratamiento
efectivo de la malaria no complicada evita que se produzca mortalidad®.

La MC es una forma clinica de la infeccion con P. falciparum caracterizada
por coma que persiste durante al menos 1 hora después del término de una
convulsion o la correccion de hipoglicemia y sin la presencia de otras causas de
encefalopatia®.

El cuadro clinico de la MC se instala gradual pero rapidamente. Se puede
presentar cefalea intensa, cambios en la conducta y mas tarde manifestaciones

neurolégicas diversas, como obnubilacion mental, delirio, espasticidad,

10



hiperreflexia, Babinsky positivo, disartria, ataxia, clonus, alteraciones de la
sensibilidad superficial, incontinencia, convulsiones ténico- clénicas, paralisis facial
y trismo?® . En los nifios, la MC comienza con una historia de 1 a 4 dias de fiebre,
toma del estado general, anorexia, irritabilidad, vomitos, tos y una o mas
convulsiones antes de la llegada del coma®. La diversidad de complicaciones

neuroldgicas asociadas a la MC indica que se afectan varias areas del encéfalo®.

1.5- Malaria severa producida por P. falciparum

Malaria cerebral:

La patogenia del coma en pacientes pediatricos con MC y los mecanismos
que determinan el prondstico de la enfermedad se encuentra en estudio. Varios
mecanismos patogénicos han sido propuestos: el secuestro de eritrocitos
parasitados que puede provocar la reduccién de la perfusion tisular, el dafio
secundario a la respuesta inmune del hospedero frente a productos del parasito y
el edema cerebral resultante de un aumento de la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BHE). Sin embargo, la contribucion relativa de cada mecanismo
al progreso de la enfermedad aln debe esclarecerse®.

Historicamente, la informacion fundamental sobre la patogenia de la MC se
ha obtenido mediante la integracibn de hallazgos de las autopsias con la
informacién clinica registrada durante el manejo y tratamiento de los pacientes*.
Con esta metodologia, estudios neuropatoldgicos previos de pacientes adultos con
MC han mostrado la presencia de secuestro de eritrocitos infectados con P.
falciparum en la microcirculacion encefélica, anillos de hemorragias y granulomas
de Diirck, ademéas de dafio axonal y afectaciones de la BHE®. El secuestro se
describe como la presencia de eritrocitos infectados en arteriolas pre-capilares y
vénulas post-capilares que muestran un patron de marginacion de los globulos
parasitados hacia la pared y una presencia mucho menor de éstos hacia el centro
del vaso. Los capilares que las rodean aparecen parcial o completamente

ocluidos*® .

También son caracteristicas la marginacion de monocitos y
macrofagos dentro de los vasos y la presencia de macrofagos pigmentados, con

eritrocitos parasitados*.
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Recientemente, se realizé un estudio patolégico en varios 6rganos de 103
niflos con MC de Malawi, Africa, y se demostré que el secuestro de eritrocitos
infectados con P. falciparum puede estar presente en diferentes 6rganos*’ y se
presenta asociado a perfiles especificos de la enfermedad que representan
diferentes mecanismos de patogenia que pueden converger a producir la forma
clinica de compromiso encefalico*” *®. Esto se derivo del estudio de los casos que
cumplieron los criterios clinicos de MC en el estudio mencionado, en el cual se
presentaron hallazgos histologicos diferentes que se clasificaron en tres
categorias: 1) se presenta secuestro de globulos parasitados en el encéfalo, 2) el
secuestro esta acompafado de microtrombos, hemorragias en anillo y pigmento
malarico externo; 3) no se encuentra secuestro en el encéfalo®’.

La presencia de edema es uno de los hallazgos post-mortem mas
frecuente. Para todos los casos clinicos de MC incluidos en los estudios de nifios
de Malawi se clasific6 de moderado a severo*® *’. Se plantea que el edema puede
causar dafio al centro respiratorio, o que coincidi6 con el registro de paro
respiratorio como causa de muerte en la mayoria de los pacientes estudiados con
MC. Se considera que la presencia de edema esta asociada a un prondstico fatal.
Otros contribuyentes potenciales fueron la activacion sistémica de la coagulacion y
las coinfecciones®’.

Aungue los mecanismos exactos que participan en la activacion del
endotelio encefalico no se conocen, es posible que dependa del contacto de
factores del parasito o del efecto de mediadores solubles procedentes del parasito
o de citoquinas circulantes. Las moléculas de P. falciparum que estan asociadas a
la induccion de cambios en el endotelio ain se desconocen. Las evidencias
acumuladas sugieren que los eritrocitos parasitados adherentes inducen
activacion endotelial de la cual se derivan varias consecuencias. Entre estas se
encuentran los cambios morfolégicos y el aumento de la expresion de moléculas
de adhesion, las cuales fueron mencionadas previamente. El aumento de la
permeabilidad de la BHE esta asociado a la disminucion de la expresion de las
proteinas de unidn intercelular. En condiciones normales, el endotelio vascular

presenta una superficie interna no trombogénica. Se ha demostrado que la
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exposicion de células endoteliales a citoquinas induce actividad pro-coagulante y
disminuye la fibrindlisis. Estas observaciones también han sido argumentadas por
estudios de células endoteliales de vasos encefalicos en cultivo in vitro*.

Otros estudios han centrado la atencion en el estudio de la respuesta
inmune en MCE y apuntan hacia la participacion de citoquinas pro-inflamatorias
(factor de necrosis tumoral (TNF)-q, interferén-y, interleucina-1pB; interleucina-6) y
anti-inflamatorias (interleucina-10 y factor de crecimiento y transformacion-8), asi
como ciertas quimoquinas, en la patogenia de la enfermedad, aunque sus
funciones inmunoreguladoras en la infeccién humana no se han definido® #*:

Desde el descubrimiento por Marchiafava y Bignami en 1894 de que los
parasitos maléricos se hallan dentro del cerebro de los humanos durante la
infeccion se ha centrado la atencion en comprender los procesos fisiopatologicos
que predisponen a la MC, lo cual permitiria desarrollar medidas preventivas o
terapias®®. En un inicio, se plantearon teorias contrastantes sobre la participacion
del secuestro de parasitos en el encéfalo y de la respuesta inmune del hospedero;
actualmente, se sugiere que la neuropatologia es el resultado de la combinacién
de ambos procesos*” *°.

Sin  embargo, los estudios post-mortem no pueden demostrar
inequivocamente la secuencia o causalidad entre los eventos patoldgicos
asociados topograficamente y se hacen necesarios estudios electrofisiologicos,
bioquimicos e imagenoldgicos durante el seguimiento de los pacientes, para la
comprensién de cémo la malaria causa coma, dafios encefalicos y muerte®,

Anemia severa:

Se debe a la eliminaciébn esplénica acelerada de los eritrocitos no
parasitados principalmente, la destruccion de eritrocitos en la fase de esquizonte,
unido a una eritropoyesis inefectiva®®. Esto se debe posiblemente a una supresion
de la eritrogénesis en la médula 6sea mediada por citoquinas®.

Acidosis e hipoglicemia:

La acidosis resulta de la acumulacion de acidos organicos como el acido
lactico. Con frecuencia coincide con cetoacidosis en nifios y dafio renal agudo en

adultos. La acidosis lactica se deriva de la glicolisis anaerébica en tejidos en los
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cuales los paréasitos secuestrados obstruyen el flujo de la microcirculacién, en
adicion a la produccién de esta molécula por los parasitos y los fallos hepaticos y
renales para eliminar el lactato. Estudios consistentes evidenciaron que la
hiperlactatemia es el resultado de un incremento en la produccién y no una
disminucién en su eliminacién*’. Se discute la contribucion causal de la
hipovolemia®. La hipoglicemia esta asociada a la acidosis lactica. Se debe a un
déficit de la gluconeogénesis hepéatica y a un incremento en el consumo de
glucosa tisular®.

Edema pulmonar:

El puimén se afecta fundamentalmente en la infeccion grave por P.
falciparum, también en infecciones con P. vivax y P. knowlesi, en las que se
manifiesta como sindrome de dificultad respiratoria aguda. Los estudios
histolégicos revelan una membrana eosindfila en los sacos, los conductos
alveolares y en los bronquiolos que contienen macréfagos y, en ocasiones,
pigmento®" *2, Aunque la patogenia no se entiende completamente, se observa un
aumento de la permeabilidad capilar y se considera que es importante considerar
el dafio endotelial mediado por inflamacion®.

Dafo renal agudo:

Es comun en adultos. Se asocia frecuentemente con disfuncién de otros
organos vitales causando una alta mortalidad o se desarrolla lentamente. Se
comporta clinica y patoldgicamente como una necrosis tubular aguda, cuyo origen
permanece sin esclarecer aunque se considera que la afectacion del flujo de la
microcirculacién probablemente contribuye®. El anélisis histopatolégico del rifion
puede presentar dos tipos de lesiones diferenciadas: por un lado, una necrosis
tubular secundaria a hemoglobinuria y mioglobinuria en infecciones graves por P.
falciparum con parasitemia importante y, por otro, un sindrome nefrético asociado
a P. malariae, caracterizado por el engrosamiento de las paredes capilares de la
membrana basal, debido al depdsito de complejos antigeno-anticuerpo

especificos®.
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Ictericia:

Es el resultado de la combinacién de la hemdlisis, el dafio a los hepatocitos
y colestasis. Es mas frecuente en adultos que en nifios y con frecuencia se
acompafia de dafio renal®.

El higado se encuentra con frecuencia aumentado de tamafo en las
infecciones por P. falciparum, P. vivax y P. malariae, aunque la disfuncion hepatica
parece limitada a las dos primeras especies. Hay hiperplasia e hipertrofia de las
células de Kupffer, que contienen pigmento y hematies parasitados y no
parasitados en su interior. En infecciones agudas graves pueden observarse
lesiones necrotico-degenerativas en el area centrolobulillar. Las lesiones
patolégicas hepaticas se resuelven sin secuelas, tras el tratamiento adecuado®.

Otros 6rganos afectados:

La placenta es uno de los 6rganos mas afectados, ya que la circulacion
uteroplacentaria parece ofrecer condiciones favorables para la supervivencia y
reproduccion de P. falciparum. En los espacios intervellosos suelen encontrarse
numerosos hematies parasitados, a menudo con esquizontes maduros, células
plasmaticas y macrofagos que contienen hemozoina. Otras lesiones incluyen el
engrosamiento de la membrana basal del trofoblasto, hiperplasia del
citotrofoblasto y necrosis del sincitiotrofoblasto. A menudo se observan fibrosis y
necrosis fibrinoide de las vellosidades con depdsitos de pigmento, en ausencia de
hematies  parasitados. Las alteraciones patolégicas se  observan,
fundamentalmente, en el lado materno de la placenta, siendo excepcional el
hallazgo de eritrocitos fetales parasitados®. La malaria provoca anemia y otras
complicaciones severas en las embarazadas asi como bajo peso de los recién

nacidos®.

1.6- Diagnostico

El diagnéstico de certeza del paludismo consiste en la demostracion de
Plasmodium en la sangre. La historia epidemiologica puede ayudar en los casos
de sospecha de malaria importada. El diagnéstico se establece por el examen

microscopico de la sangre en una gota gruesa y un frotis sanguineo, tefiidos con la
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tincion de Giemsa, Field o Romanowsky-eosina. En la gota gruesa los hematies
son lisados y acumulados en varias capas, por lo que la probabilidad de detectar
parasitos es mayor que en el frotis. Sin embargo, no permite diferenciar la especie,
para lo cual se requiere el examen detallado del frotis. Es una técnica sensible,
rapida y facil de realizar®®. El analisis cuantitativo de la parasitemia en frotis de
sangre es la metodologia preferida para las investigaciones con modelos
experimentales de la malaria in vitro e in vivo®’.

En décadas pasadas, se desarrollaron e implementaron las pruebas de
diagnoéstico rapido que han demostrado su validez y las ventajas para el
diagndstico de la malaria en diferentes escenarios, pero su uso esta limitado a las
situaciones en que no se dispone de la microscopia. La mayoria de los juegos
diagnésticos actualmente en el mercado proveen poca informacion sobre las
especies o la densidad parasitaria. En busca de mejores limites de deteccion y la
diferenciacion de especies se han desarrollado las potencialidades de métodos
moleculares basados en la reaccién en cadena de la polimerasa, sobre los cuales

se investiga actualmente para su perfeccionamiento®®.

1.7- Tratamiento.

La malaria no complicada en todas las areas endémicas tiene como primera
linea terapéutica actual la combinacion de artemisinina con otros antimalaricos.
Este es el caso de artemeter-lumenfantrina, artesunato-mefloquina,
dihydroartemisinina —piperaquina. En las areas en que la malaria por P. falciparum
es sensible, es posible también utilizar artesunato y una dosis Unica de
sulfadoxina-pirimetamina o artesunato y amodiaquina por tres dias. En las areas
en que P. vivax es sensible y para P. malariae, P. ovale y P. knowlesi se puede
utilizar cloroquina®

La malaria severa es una emergencia medica y necesita cuidados de
enfermeria intensivos y un manejo cuidadoso del paciente. El tratamiento de
eleccion es artesunato intravenoso o intramuscular (también se puede aplicar a

pacientes con infecciones severas con P. vivax o P. knowlesi®®).
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En el tratamiento de la MC, la prevencion del dafio neuroldgico es también
un importante objetivo. Debido a esto, se ha planteado una necesidad urgente de
desarrollar terapias complementarias, tales como inmunomoduladores o agentes
neuroprotectores que podrian ser administrados junto con los antimaléricos.
Actualmente, la carencia de conocimientos sobre la patogenia de la MC provoca
que las dianas mas eficaces para intervenciones terapéuticas aln no se hayan
identificado™®. En la busqueda de nuevas dianas, un gran ndmero de

intervenciones han sido experimentadas en modelos animales®®.

1.8- Modelos experimentales de malaria cerebral.

Gran parte del conocimiento actual sobre la fisiologia de los mamiferos ha
provenido de estudios con animales. Los modelos experimentales han demostrado
ser una valiosa herramienta para investigar la patogenia de numerosas
enfermedades infecciosas y autoinmunes que padecen los seres humanos, asi
como han permitido el desarrollo de varias vacunas y terapias que estan en uso en
la actualidad. El uso de modelos experimentales puede ayudar significativamente
en el estudio de la malaria cerebral. Entre los modelos de primates para MC
tenemos las infecciones con P. knowlesi y P. coatneyi en monos Rhesus y con P.
falciparum en monos ardilla, pero estos modelos resultan excesivamente costosos
y presentan restricciones tales como trabajar solamente con un pequefio nimero
debido a consideraciones éticas. Por ello se han desarrollado otros modelos en los
que determinadas cepas de ratones consanguineos infectados con varias cepas
de Plasmodium berghei o la cepa letal (XL) de P. yoelii desarrollan afecciones

neurolégicas® %.
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1.9- Malaria cerebral experimental (MCE) producida por Plasmodium berghei
Anka.

El modelo de infeccién con P. berghei Anka replica muchos eventos que se
observan durante la MC humana y se acepta que es el mejor entre los

disponibles®®?°.

La infeccion de cepas de ratones susceptibles, tales como
C57BL/6 y CBA, lleva al desarrollo de patologias cerebrales fatales, con signos
clinicos tales como ataxia, paralisis, dificultad respiratoria, convulsiones y coma?.
El momento de comienzo de los signos clinicos varia en dependencia de la dosis
de infeccidn, el fondo genético del hospedero y el clon especifico de los parasitos
infectantes, pero ocurre tipicamente entre 5y 10 dias posteriores a la infeccion®.
Como en los humanos, existe un rapido deterioro en la condicion de los animales
infectados una vez que los sintomas clinicos severos aparecen y la muerte
sobreviene en las posteriores 4 6 5 horas™°.

En los encéfalos de ratones infectados con P. berghei Anka y que muestran
signos de MCE se identifican multiples areas de ruptura de la BHE con escape del
contenido vascular; la pérdida de poblaciones neuronales especificas en la corteza
y el cuerpo estriado; la acumulacién de eritrocitos parasitados dentro de los vasos
sanguineos y la inflamacioén perivascular focal®® ®. La acumulacién vascular de
monocitos y macrofagos se considera un elemento clave de la MCE, asi como la
activacion de células mononucleares residentes como los astrocitos y las células
microgliales®.

Diferentes mecanismos patogénicos han sido propuestos para explicar el
dafio vascular y la ruptura de la BHE en la MCE. Por una parte, existen hipotesis
gue plantean que la vasculopatia de la MCE es un proceso de origen multifactorial
en el que la sobre-estimulacion de la respuesta inflamatoria del hospedero juega
un papel fundamental. También se ha sugerido que la interaccion entre los
globulos rojos infectados, los monocitos y las células endoteliales es el factor
estimulante de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, entre ellas el TNF-a e
IL-1B, las cuales activan el endotelio vascular. Otras hipotesis adicionan el
reclutamiento y secuestro de eritrocitos infectados, monocitos y plaquetas como

factores que contribuyen a la oclusion mecanica y potencian la activacion de
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células endoteliales, asi como la sobre-expresion de moléculas de adhesion
celular que pueden amplificar el proceso de adhesion de eritrocitos infectados,
monocitos y plaguetas que al obstruir los vasos y afectar el flujo sanguineo,
causan vasoconstriccion, isquemia focal e hipoxia. Es probable que estos eventos
se relacionen con las afectaciones a la BHE, lesiones hemorragicas y edema que
permiten que materiales extrafios penetren al parénquima'® % ©3,

Los estudios de modelos experimentales, en especial con P. berghei Anka,
indican que la MCE es una enfermedad mediada por linfocitos T. La mayor parte
del escenario fisiopatogénico de la MC ha sido descrito basandose en los modelos
murinos. En particular, se considera que los linfocitos T citotoxicos (CD8+) tienen
un papel significativo en la regulacion de la patologia vascular que ocurre en esta
enfermedad. La respuesta inmune descontrolada y perjudicial es principalmente
del tipo Th1, con superproduccién de algunas citoquinas, tales como IFNy,
combinada con la subproduccion de otras como la IL- 10. Sin embargo, no existe
una definicion clara de la secuencia de eventos durante el curso de la
enfermedad®.

La pieza clave de la informacion que no ha sido posible encontrar en la
MCE por P. berghei Anka es la evidencia histolégica directa de la adherencia de
eritrocitos parasitados en los vasos encefalicos en una forma similar a la
observada en la MC humana. Los eritrocitos infectados con P. berghei Anka se
han observado atrapados por leucocitos adherentes los que eventualmente
contribuyeron a la obstruccién vascular 2 ®> °® Carvalho®’considera que la
interaccion directa de eritrocitos parasitados con el endotelio no se evidencio
porque es de muy corta duracion.

Si consideramos que la MC humana comprende mas de un acontecimiento
patolégico y diferentes condiciones vasculares, entonces los modelos de raton e
incluso de primates estarian dirigidos a develar solamente aquellos procesos
similares a la infeccion humana®. Por ejemplo, los cambios en el microambiente
de la célula endotelial que se pueden producir por la citoaherencia y por la
inflamacion ocasionan en ambos casos que las células endoteliales asuman un

fenotipo pro-inflamatorio y pro-coagulante. Si los leucocitos reemplazan a los
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eritrocitos infectados como los principales y no los Unicos agentes obstructivos
igualmente se desarrolla la obstruccién mecanica del flujo sanguineo®’. Del mismo
modo, el estudio de la adhesion de los eritrocitos parasitados con P. berghei Anka
a células CD36" tiene relevancia para la MC humana®. Debido a que las
consecuencias de la infeccion parecen ser muy similares, aunque el tipo de célula
gue es secuestrada en la MC humana o murina sea diferente, se fundamenta la
eleccién de este modelo para probar intervenciones terapéuticas®’. Sin embargo,
se ha planteado que se desconoce si la citoadherencia de P. falciparum es la
causa patoldgica fundamental de esta complicacién del paludismo por lo que se
recomienda continuar las tentativas investigativas que definan la patogenia en
ambos hospederos?.

Por otra parte, las pruebas terapéuticas llevadas a cabo sobre la base de
los estudios de la fisiopatologia de la MC en humanos, tales como administracion
de anticuerpos anti-TNF, terapias anticonvulsivas, administracion de fluidos, etc,
no han sido particularmente utiles para reducir la mortalidad de esta forma
severa® . Ello refleja la complejidad de esta enfermedad y las deficiencias que atin
existen en el conocimiento de su desarrollo. En la mayoria de los estudios de
laboratorio realizados con modelos murinos, los farmacos o inhibidores se han
administrado antes del desarrollo de los sintomas neurolégicos. Esto ha dado
lugar a un desacuerdo entre los resultados dramaticamente beneficiosos de las
intervenciones en modelos murinos y los resultados posteriores en pruebas con
pacientes®®. Solamente se ha logrado un acercamiento hacia la comprensién del
proceso patolégico, pero no necesariamente a identificar terapias efectivas®.

Con vistas a atenuar estas limitaciones, se recomienda la implementacion
de las evaluaciones de las nuevas alternativas terapéuticas en modelos de MCE a
través de esquemas en los que éstas se administren de conjunto con las drogas
antimalaricas de referencia y una vez que los sintomas neuroldgicos ya se han
desarrollado, ya que éste es el contexto real de su uso en el tratamiento de

pacientes con MC'%"2,
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1.10- Herramientas para estudiar el proceso de enfermedad en la MCE.

Los estudios experimentales iniciales de la MCE con P. berghei Anka
determinaron la presencia de signos neuroldgicos a través de la aplicacion de
unas pocas caracteristicas clinicas, tales como la presencia de estado de comay
convulsiones®. Posteriormente, para estudiar el proceso de enfermedad de la
MCE en una manera reproducible se han utilizado varios protocolos, entre ellos el
protocolo SHIRPA (SmithKline Beecham Pharmaceuticals, Harwell MRC Mouse
Genome Centre and Mammalian Genetics Unit, Imperial College School of
Medicine at St. Mary’s, Royal Hospital London, St. Bartholomew’s and Royal
London School of Medicine, Phenotype Assessment) %> *°. Este es un protocolo
sistematico, aceptado para determinar el perfil de cambios funcionales y
semicuantificar estados conductuales en ratones.

Rogers et al”® (1997) propusieron el uso de este protocolo para identificar y
caracterizar trastornos derivados de anormalidades en el genoma de raton. Cada
prueba provee informacion acerca del perfil funcional de un sistema en particular,
pero las pruebas en su conjunto constituyen un proceso de diagnéstico general,
neuroldgico y conductual. Por ejemplo, la medicion de la actividad locomotora
aporta datos de la funcién integrada de la corteza, el control cerebral de la
locomocion y la funcion neuromuscular. Si se toma aisladamente es un indicador
aproximado, pero cuando se combina con mediciones de fuerza motora y control
neural, a través de las pruebas de fuerza de agarre y tono limbico, este conjunto
ayuda a definir deficiencias especificas.

Estos autores también plantean que las pruebas de la posicion del cuerpo,
la elevacién de la cola, fuerza de agarre, tono abdominal y corporal, actividad
locomotora, tono y posicion limbicos, reflejo postural, marcha, colocacién visual,
asi como el balance y la coordinacion permiten evaluar la funcidn espino-
cerebelosa. La funcién sensorial puede ser medida a través de la conducta de
transferencia, los reflejos corneales, posturales y otros, la posicion limbica, la
marcha, la colocacién visual, etc. Entre los aspectos a evaluar en el

comportamiento nervioso de cada animal se encuentra un grupo de pruebas
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comunes a otros perfiles y se particulariza en el miedo, la ansiedad, respuesta de
memoria y aprendizaje, irritabilidad, vocalizacion, pasividad en la posicion,
comportamiento estereotipado, consumo de agua y alimentos, catalepsia, agresion
y respuesta a estimulos acusticos de bajo y alto nivel. Se miden ademas funciones
auténomas’>.

Estas pruebas estan distribuidas entre las tres etapas de las cuales consta
el protocolo SHIRPA, principalmente en las etapas 1 y 2. Se realizan en una
secuencia adecuada para los animales que permite a los investigadores luego de
una observacion detallada de la conducta en la etapa 1, pasar a confirmar y
cuantificar los efectos observados en una segunda etapa. Esta ultima comprende
pruebas de la actividad locomotora, el consumo de agua y alimentos, pruebas de
balance y coordinacién, analgesia, modificaciones histoldgicas, bioquimicas y
pruebas adicionales especificas de la investigacion’.

En el caso de modelos potenciales de enfermedad neuroldgica se
desarrolla una tercera etapa en la cual las pruebas especificas incluyen las de
aprendizaje y memoria, ansiedad, respuesta a estimulos acusticos de bajo y alto
nivel, electromiografias, electroencefalografias, conduccion nerviosa vy
neuroimagenes’.

En la actualidad se desarrollan herramientas de gran resolucion para
investigar los mecanismos patolégicos de MC en humanos y animales de
experimentacion antes de la muerte. Existen diferentes modalidades de analisis
de neuroimagenes, tales como la resonancia magnética, la tomografia
computarizada, la tomografia de emisién de positrones y la microscopia in vivo
que permiten estudios longitudinales del desarrollo del sindrome neurolégico® .

Las evaluaciones de las funciones autbnomas, sensoriales-motoras y de la
conducta que utilizan protocolos estandarizados como es el caso del SHIRPA son
muy utiles para ayudar a evaluar el estado clinico mas amplio de los animales
infectados de modo que los datos obtenidos a través de la aplicacion de la bateria
de ensayos de este protocolo confirmaron que los animales que sufrieron MCE
desarrollaron trastornos funcionales y conductuales en el curso progresivo de la

enfermedad, al compararlos con animales controles sanos y animales infectados
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sin dafio neurolégico®® *°. Estos indicadores estuvieron en estrecha relacién con la
intensidad de los dafios histopatologicos observados en los encéfalos. Las
alteraciones tempranas en los reflejos, el sistema sensorial y el comportamiento
nervioso se asociaron con la presentacion de enfermedad encefélica en los
animales infectados™.

La presentacion de signos clinicos bien reconocidos de MCE tales como la
ataxia, la pardlisis limbica, las convulsiones, la hipotermia de moderada a severa,
la pérdida del reflejo postural y/o coma, se han propuesto como guias en la
decision de aplicacion de tratamientos en los protocolos experimentales. Sin
embargo, estos signos generalmente aparecen en estados muy tardios de la
enfermedad, en pleno desarrollo de la MCE. Por el contrario, el tratamiento de la
infeccion desde el dia 5, cuando la parasitemia es moderada y en ascenso, pero
los signos de MCE estan ausentes, solo permite evaluar la eficacia y rapidez en la
eliminacién de parésitos por el farmaco en estudio a diferentes dosis y cudles de
éstas previenen la recrudescencia’™ " .

Si el tratamiento se realiza posterior al dia 6 post-infeccion, los animales se
encuentran en condiciones variables y en este contexto las pruebas derivadas del
protocolo SHIRPA han demostrado su validez para una evaluacion clinica de cada
uno de ellos. En estado de pleno desarrollo de la MCE, se demostré que las
administraciones de artemeter a 25 mg/kg y de artesunato a 32 mg/kg fueron
efectivas en rescatar aproximadamente el 40% de los animales. Estos fueron
evaluados mediante pruebas tales como la conducta de transferencia, actividad
locomotora, elevacion de la cola, maniobra en alambre, reflejo postural,
temperatura rectal y de la observacion de los signos clinicos severos de MCE. En
el estudio mencionado, los animales se comenzaron a tratar con conteos entre 4 y
8 puntos y los supervivientes llegaron a recuperar la totalidad de los 24 puntos,
luego de la administracién de cinco dosis diarias de los farmacos’®. Es importante
ademas la evaluacion de las consecuencias de la enfermedad sobre la conducta

posterior de los animales supervivientes’" ’® 77
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1.11- Aspectos generales sobre la ética para la experimentacién con

modelos animales.

El animal de laboratorio es una de las piezas fundamentales en las ciencias
biomédicas. Son usados como modelos para investigar y comprender las causas,
diagnostico y tratamiento de enfermedades que afectan al humano y a los
animales, ademas de sus importantes aportes en la docencia y en el desarrollo,
produccion y control de medicamentos, alimentos y otros insumos, donde en
muchos casos son insustituibles hasta la fecha’®.

A partir de 1940 se inici6 la creacion de una nueva especialidad dentro de la
medicina veterinaria: “la ciencia de los animales de laboratorio”. Esta ciencia se
basa en investigaciones, normas, principios y legislaciones. En Estados Unidos,
Canada, la Comunidad Econémica Europea y Japon, existen instituciones cuyas
legislaciones nacionales regulan el uso de los animales de laboratorio. Podemos
mencionar a International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS);
Canadian Council of Animal Care (CCAC) y Federation of European Laboratory
Animal Science (FELASA), entre otras. Estas instituciones han publicado guias
con reconocimiento internacional donde se detallan las normas y las
recomendaciones generales para el cuidado y uso de los animales en forma
cientifica, técnica y humanitariamente apropiada, asi como sobre la planificacién y
conduccion de los experimentos con animales’®. Las guias para la investigacion
con animales en Cuba fueron publicadas en el afio 2013 por el Centro Estatal para
el Control de los Medicamentos y Diagnosticadores (CECMED) *°.

El eje central de estas regulaciones esta dado por la aplicacion del Principio
de las 3 R formulado por Russel y Burch® en Inglaterra y por la constitucién de
comités institucionales de cuidado y uso de animales de laboratorio® quienes
tienen como mision evaluar los protocolos de investigacion y asegurar que todos

los procedimientos se realicen acorde a las reglamentaciones vigentes.
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1.12- El principio de las tres R como imperativo ético y de calidad.

Russel y Burch®

expusieron por primera vez la vinculacion de la excelencia
cientifica con el uso humanitario de los animales de laboratorio. Esta relacion esta
basada en los tres principios éticos de la investigacion con animales: Reducir,
Reemplazar y Refinar. Estos fundamentos se relacionan con una estrategia
racional e inteligente para minimizar el uso de animales y las causas de dolor y
angustia®®.

Los proyectos de investigacion que requieren el uso de animales de
laboratorio deben ser realizados con el nUmero minimo necesario de animales que
permitan obtener resultados cientificamente validos. El perfeccionamiento del
disefio de los experimentos y la seleccion del modelo mas adecuado, contribuyen
al cumplimiento de este principio®.

El refinamiento en experimentacion animal ha sido definido como aquellos
métodos que evitan, alivian 0 minimizan el dolor potencial, angustia u otros efectos
adversos sufridos por los animales implicados, o mejoran el bienestar animal®*.

Las normas bioéticas adoptaron estos principios al recomendar utilizar
siempre métodos alternativos cuando se disponga de ellos, realizar
investigaciones bajo anestesia siempre que sea posible, utilizar las especies
menos sensibles en la escala filogenética, proporcionar la analgesia adecuada,
por ejemplo después de la cirugia; obtener asesoramiento profesional de los
veterinarios y otras personas competentes cuando sea necesario; asegurar una
formacién y una competencia por parte de todo el personal; proporcionar la
estabulacion de las especies animales con fines de cria o experimentacion en
adecuadas condiciones ambientales; minimizar el dolor y el sufrimiento y reducir el
namero de animales al minimo necesario y dar una adecuada justificacion de la

investigacion en primera instancia®* .
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1.13- Fichas de supervision:

Para enfrentarse al problema de ser capaces de reconocer en qué
momento el bienestar animal se compromete, se utilizan una serie de signos
clinicos que contribuyen a evaluar el grado de severidad del experimento. Es
necesario detallar los principales signos clinicos que pueden observarse y
cuantificarse. Estos forman parte de una ficha de supervision, que es el
documento disefiado para recoger informacion relacionada con el curso del
experimento en cada animal”®.

Las fichas de supervision tienen que ser redactadas especificamente para
cada procedimiento y para cada especie, en algunos casos, para cada linea o
cepa a la que se le realiza el procedimiento, ya que raramente pueden
generalizarse®* .

La informacion obtenida en la ficha de supervisién se utiliza para:

identificar los signos relevantes para el ensayo.

asignar valores que identifiquen la intensidad de los efectos

establecer limites objetivos mediante valores que permitan de forma
transparente evaluar a todos los animales por igual

contribuir a la toma de decision de que se ha alcanzado el punto final
humanitario™®.

Ademas nos permite realizar un analisis retrospectivo de los efectos
adversos de cualquier procedimiento cientifico y de su grado de severidad, asi
como las méas cuidadosas observaciones de los animales desde el principio hasta

el final del experimento®*.
1.14- Limites en la severidad de los procedimientos y su implementacion

La Resolucion 11-2013 del CECMED que puso en vigor la Regulacion 64-
2012 “Lineamientos para la constituciéon y funcionamiento de los Comités
Institucionales para el cuidado y uso de los animales de laboratorio (CICUAL)"®

establece que cada procedimiento tiene un indice de severidad y se reconocen
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tres escalas: ligera, moderada y severa. El sufrimiento severo no esta permitido.
Para interpretarlas acertadamente, se requiere una cuidadosa observacion, donde
las fichas de supervision mencionadas que indican los signos clinicos
cronoldgicamente se hacen inestimables. Estos indices representan grados de
desviacion de la normalidad, junto con otros indicadores de salud y calidad de
vida. Este acercamiento integral que se alcanza con la ficha de supervision puede
ser utilizado para determinar el momento de punto final®*.

1.15- Punto final humanitario en la experimentacion biomédica que utiliza

animales.

El punto final humanitario (PFH) es el momento definido en el protocolo, en
el cual el dolor o distrés en un experimento con animales se elimina o se reduce
mediante la toma de acciones tales como el sacrificio humanitario, cese de los
procedimientos dolorosos o mediante la aplicacién de analgesia o anestesia’.

En el pasado no era infrecuente confundir muerte con punto final®. Sin
embargo, la muerte esta raramente relacionada con la variable experimental en
estudio. No asi efectos indirectos, como la deshidratacién o la inanicion de los
animales incapaces de beber o comer. Debemos determinar los signos clinicos
gue preceden irrevocablemente a la muerte y utilizarlos para decidir el momento
de punto final pre-letal. Esta idea de utilizar anticipadamente los signos clinicos
para predecir otros posteriores requiere estudios de validacién, donde se
demuestre que los animales seguramente progresaran en este sentido y que el
momento de punto final puede basarse en este hecho. Estos métodos pueden
utilizarse en las pruebas de toxicidad, de nuevos medicamentos, de retos para
medir la efectividad de una vacuna y evaluaciones de la virulencia de

microorganismos o parasitos®* .
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CAPITULO 2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- Disefio metodoldgico.

Se realizé un estudio experimental en los laboratorios de Parasitologia y

Bioterio del IPK en el periodo mayo/2012 - Agosto/2014 en el cual se emplearon

57 ratones hembras C57BL/6/Cenp de 6 a 8 semanas de edad y peso entre 15y

18g que fueron suministrados por el CENPALAB (los progenitores se importaron

del Laboratorio JANVIER, Francia y se incorporaron a la produccion de esta linea

bajo las Buenas Practicas de Produccion); 47 fueron infectadas y 10 formaron

parte del grupo control.

2.2.- Definicion de las variables y sus indicadores.

Tabla 1.Descripcion de las variables estudiadas, escalas y mediciones realizadas.

Nombre de la variable Tipo de Escala Mediciones
variable
Parasitemia Cuantitativa 0-50% Numeros
continua absolutos
Descenso del peso Cuantitativa 0-30% Porcentajes
corporal continua
Descenso de la Cualitativa  0,1,2 Porcentajes
temperatura ordinal
Dia postinfeccion Cuantitativa 0-24 NUmeros
continua absolutos
Apariencia externa Cualitativa  0,1,2 Porcentajes
ordinal
Severidad por sighos Cualitativa 0,1,2,3 Porcentajes
neurolégicos ordinal
Supervivencia Cualitativa  Si, No Porcentajes
nominal
Curso de lainfeccion Cualitativa  -Infeccién en progreso a  Porcentajes
nominal signos neurologicos d5-
dil.
-Enfermedad severa con
signos neuroldgicos d5-
dil.
-Enfermedad sin signos
neuroldgicos d5-d18.
Conducta de transferencia Cualitativa  0,1,2,3,4,5 Porcentajes
ordinal
Actividad locomotora Cualitativa  0,1,2,3,4 Porcentajes
ordinal
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Maniobra en alambre Cualitativa  0,1,2,3,4 Porcentajes

ordinal

Tono corporal Cualitativa 0,1 Porcentajes
ordinal

Reflejo postural en arena Cualitativa  0,1,2,3 Porcentajes
ordinal

Irritabilidad Cualitativa Si, No Porcentajes
nominal

Presencia de hemorragias  Cualitativa  0,1,2,3,4 -

en tejidos encefalicos ordinal

2.3.- Técnicas y Procedimientos

2.3.1.- Modelo de infeccién:

Los ratones se colocaron en jaulas en grupos de 5-6 animales con acceso
libre al agua y los alimentos y bajo condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad, temperatura de 25 °C, humedad del 70 %. Estos animales se adaptaron
a su nuevo ambiente por mas de 3 dias antes de comenzar los experimentos.

Los ratones fueron identificados con numeros del 1 al 7 en cada jaula, a
través de pequefias marcas en las orejas. Las marcas de las orejas se realizaron
después de la desinfeccion de los pabellones auriculares, mediante pequefas
incisiones asépticas con tijera en los bordes de estos y en diferentes lugares: 1-
exterior izquierdo (cerca del hocico), 2-centro izquierdo, 3-interior izquierdo (parte
préxima al craneo), 4-exterior derecho, 5-centro derecho y 6-interior derecho®’.

La cepa de P. berghei Anka (gentiimente donada por el Laboratorio de
Microbiologia, Parasitologia e Higiene de la Universidad de Amberes, Bélgica) se
propagd por pases sucesivos de eritrocitos parasitados a ratones C57BL/6. En
cada experimento, una suspension de glébulos conteniendo 1- 2 x 10° parasitos
en 0,1 mL se inoculé intraperitonealmente en cada raton °* 8,

Se determind la parasitemia mediante la extraccion de 2 pL de sangre
mediante venopuncion de la cola, preparacién de extensiones finas, fijacién con
metanol y tincidbn con Giemsa. El conteo de eritrocitos parasitados se realizo

segln Schlichtherle et al®’.
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Grupo Control:

Los ratones se mantuvieron en condiciones similares al grupo de
infectados. Se examinaron al inicio de la serie experimental y los dias paralelos a
los infectados para confirmar que mantenian una conducta activa, acicalamiento,
ingestion de agua y alimentos y socializacién, indicativos de normalidad. En este
grupo también se evaluaron las pruebas adicionales procedentes del protocolo

|59

SHIRPA segun Lackner et al>”. Ademas se pesaron y se les midi6 la temperatura

rectal.

2.3.2.- Evaluacién del estado clinico de ratones de la cepa C57BL/6/Cenp

durante la infeccion con P. berghei Anka.

Descripcién de la ficha de supervision:

Se realizaron las determinaciones y las observaciones que se mencionan a
continuacion (tablas 2 y 3) al inicio de cada serie experimental y a partir del dia 5
postinfeccion, segun los procedimientos descritos por Lackner et al*®, una vez al
dia, en horario de la mafiana, por tres observadores. Las categorias de las
observaciones siguieron las descripciones en los contenidos, glosario y videos
educativos de la Asociacion Holandesa para la Ciencia de Animales de
Laboratorio®®. El peso se determind en una balanza técnica (SCALTEC,
Alemania). La temperatura rectal se midi6 con un termémetro digital (MABIS
Healthcare Inc, China). El punto final humanitario (PFH) se defini6 para la
presentacion de inmovilidad, dificultad respiratoria, afectaciones neuroldgicas
(pardlisis, convulsiones) y estado terminal. El dia de aplicacion del PFH se
considero el dia de la muerte.
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Tabla 2. Ficha de supervision que contiene los indicadores seleccionados para

explorar el curso de la infeccion.

Identificacion:

Dias postinfeccion:

Dia 0

5

6 7 8 9 10 11

Peso del animal

Observaciones: 1

Ol N o O ] WO DN

Temperatura

Parasitemia

Punto final o muerte

Tabla 3. Observaciones de la conducta y signos clinicos que se evaluaron en

relacion a la presentacion de enfermedad severa y afectaciones neuroldgicas en el

modelo de infeccion C57BL/6/Cenp con P. berghei Anka de acuerdo a Lackner et

al®®.

Observaciones

Categorias

Apariencia del pelaje

Posicion del cuerpo

Paralisis parcial

Normal

Ligeramente erizado

erizado

Completamente plana

Descansa de lado

Descansa de bruces

Encorvado

Sentado o parado

Apoyado sobre las patas traseras
Saltos verticales repetidos
Presente (en extremidades posteriores y cuello)
Ausente
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Respiracion

Tremor

Convulsiones

Comportamiento

estereotipado

Irregular

Lenta, superficial
Normal
Hiperventilacion
Ninguno
Moderado
Marcado

Tipo clénico:

Coordenada, asimétrica y movimientos con propaésito.
Torsiones y espasmos simétricos de los miembros.
Clonus antecediendo una convulsion severa.

Bruxismo, clonus de la mandibula

El animal salta como rosita de maiz

Asfixia, convulsion terminal clénica que resulta en falla
respiratoria.

Tipo ténico:

Extension mantenida de las patas traseras, antecedida
de una flexion tonica.

Opistotono (cabeza, tronco y extremidades estan
arqueados para atras rigidamente).

Emprostono- lo opuesto, rigidamente encogidos.

Tipo mixto:

Animal bocarriba, intenta ponerse de pie y rueda de un
costado para otro o hacia el mismo lado.

Descansa sobre las patas traseras y se queda parado
durante la convulsion.

Convulsién en la que el animal adopta postura de
persona rezando.

Movimientos de cabeza, mordida o lambida compulsivas,

mordida autodestructiva, otros.

Desplazamiento

Ninguno

Avanza un poco y se detiene
desplazamiento con inestabilidad
Mayor desplazamiento

Anédlisis de las observaciones para la caracterizacion clinica y conductual:

Para el andlisis de la severidad de la enfermedad producida por la infeccion

de ratones C57BL/6/Cenp con P. berghei Anka se utiliz la escala de puntuacién

de Waknine-Grinberg et a

64
I

con algunas modificaciones (tabla 4).
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Tabla 4. Escala de puntuaciones para analizar la severidad de la enfermedad

producida por la infeccion de ratones C57BL/6/Cenp con P. berghei Anka.

Observaciones Descripcion Escala

Signos clinicos No se observan 0

SEveros Encorvamiento, desplazamiento con inestabilidad 1
Movimiento limitado, tremor, pardlisis parcial 2
Dificultad respiratoria, posicion de lado o plana, 3

convulsiones.
Temperatura rectal 36-38 °C

35-36 °C

<35°C
Apariencia externa Normal

Piloereccién ligera

Piloereccion fuerte

NEF,ODNPEFO

Con los resultados de este analisis se realiz6 una redefinicion del punto final
para evitar que los animales desarrollen una severidad extrema, de acuerdo a las

regulaciones nacionales.

2.3.3.-Observaciones conductuales adicionales mediante pruebas de los

reflejos, estado nervioso, funciones motoras y sensoriales.

Posterior a las observaciones realizadas de la conducta y signos clinicos
gue aparecen en la Tabla 3, cada animal fue colocado en un cilindro de metal,
tapado con un cartén grueso y el animal se transfirié rapidamente al fondo de una
jaula de bioterio (55x33x18cm) con un papel blanco cuadriculado en el fondo (15
cuadrados de 1lcm). Inmediatamente se midid el tiempo de reaccion con un
crondmetro. Posteriormente se midié6 en 30 segundos, el niumero de cuadrados
que recorre el ratdén. A continuacion se tomo al animal por la cola y sujetado a la
rejilla se halé hacia atrds y se examinaron los costados del animal para medir el
tono abdominal. También a partir de sujetar el animal por la cola se llevd a
ejecutar la maniobra sobre un alambre horizontal, rigido de 3 mm de diametro,
fijado a la esquina derecha de la jaula, en forma transversal, que soporta el peso
del raton. En esta prueba el animal se aseguré por la cola y se bajé para permitir

gue las patas delanteras agarraran el alambre. El cuerpo se mantuvo en
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extension, en posicion horizontal y se dejé suelto. Luego se utilizo el agarre por la
cola para observar la respuesta a la prueba de reflejo postural. Esta prueba
consiste en tirar el animal para atras en el aire de modo que cuando lo suelten
desarrolle un salto mortal y se observa la respuesta. Al colocarlo en posicidon
supina, se midié la temperatura rectal del animal y después se realiz6 la toma de
sangre, para recoger datos que aparecen en la ficha (Tabla 2). Durante todo el
procedimiento se prestd atencion a las conductas de vocalizacion, irritabilidad o

73
|

agresion. La secuencia de las pruebas se realiz6 segun Rogers et al’™” y se

utilizaron las escalas de respuestas descritas por Lackner et al*® (Tabla 5).

Tabla 5. Escala de puntuaciones para evaluar las pruebas adicionales
procedentes del protocolo SHIRPA segln Lackner et al*®.

Prueba Escala de puntos
Conducta de 0: coma (no se mueve, generalmente descansa de lado).
transferencia 1: poco movimiento, se queda en el cuadrado original.

2: poco movimiento, sale del cuadrado original después
de 15 segundos.

3: movimiento limitado, sale del cuadrado original
después de 10 segundos.

4: movimiento mas lento que lo normal, pues sale del
cuadrado después de 5 segundos.

5. movimiento normal, comienza a desplazarse
inmediatamente después de la transferencia.

: 0 cuadrados

: 1-3 cuadrados

: 4-8 cuadrados

: 9-15 cuadrados

: > 15 cuadrados

: flaccido.

: ligera resistencia.

: cae inmediatamente

: se sostiene y cae en 5 segundos

: se sostiene y cae entre 5y 20 segundos

. se sostiene por mas de 20 segundos y cae, 0 presenta
ificultad para erguir las patas traseras.

: agarre inmediato con las patas traseras.

: no lucha

: lucha durante sujecién supina

- incapaz de enderezarse (descansa de lado)

: demora en enderezarse

: poco tiempo para enderezarse

: adopta inmediatamente la postura correcta

Actividad locomotora
(30 segundos)

Tono abdominal

Maniobra en alambre

Irritabilidad

Reflejo postural en arena

WNPFPOPFRPOPRRLIWNPFRPOFRPOPRMWNEFO
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2.3.4.- Analisis histopatoldégico de los encéfalos de animales infectados y

controles.

Animales controles sanos (n=4) e infectados con enfermedad terminal en
los cuales se observaron signos neuroldgicos (n=5) fueron sacrificados por
dislocacion cervical y se colectaron cuidadosamente los encéfalos que fueron
colocados en formalina al 10% en buffer fosfato salino. Posteriormente, cada
encéfalo se separ6é en 4 secciones coronales que fueron procesadas por el
método de imbibicion en parafina mediante el procesador automatico (Sakura,
Japodn), cortadas a 5 um con un micrétomo rotatorio vertical (Leica, Alemania) y las
laminas se colorearon posteriormente con hematoxilina-eosina. Todos los cortes
de cada animal fueron examinados con un microscopio Zeiss (Karl Zeiss,
Alemania) proveido con una camara digital Power Shot G5 (Canon, Japén) y
acoplado al programa procesador ZoomBrowser EX version 1.0.

Para el analisis de la presencia de hemorragias se utiliz6 el método
semicuantitativo descrito previamente por Dai et al’*; basado en una escala de 0 a
4: 0 = los gldbulos rojos estan confinados dentro de los vasos, 1 = se observa 1
vaso con una extravasacion minima de glébulos rojos en un campo de
amplificacion objetivo 10x; 2 = mas de 1 vaso con extravasacion minima en un
campo microscopico, 3 = un vaso con extravasacion extensa en un campo; 4 =
mas de 1 vaso con extensa extravasacion en un campo. La presencia de
microhemorragias se describi6 como un conjunto bien circunscrito de 10-100
glébulos rojos en el parénquima, no confinados a un vaso sanguineo. El dafio
vascular se verifico a una amplificacion con objetivo 40X. Los cortes positivos
fueron comparados con las coordenadas descritas en el atlas del encéfalo de
ratén®®, en el cual el punto determinado por la interseccion de las suturas coronal y
sagital llamado bregma se tomé como referencia. Los resultados se elaboraron
con la descripcion de todos los campos 10x que presentaron hemorragias. Tres
especialistas en Anatomia Patologica ajenos a las condiciones de las muestras

revisaron las laminas.
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2.4.- Anédlisis estadistico de los datos.

Los resultados de cada prueba en cada dia de andlisis y para cada animal
en estudio se recogieron en archivo de MS-Excel. En correspondencia con el
resultado final de supervivencia y signos neurologicos en el periodo de
observacion, los animales se clasificaron en 3 grupos: infectados con enfermedad
terminal y/o signos neuroldgicos hasta el dia 11 (S), infectados en estado previo al
severo por 24 horas o méas (EP), infectados que superviven sin signos
neuroldgicos durante todo el tiempo de observacion d5 — d18 (No S). Se
compararon los resultados con el grupo de controles sanos (C). Para establecer
los limites en los periodos de clasificacion se tuvieron en cuenta los resultados de
investigaciones previas® %.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante pruebas estadisticas no
paramétricas. Los resultados de la parasitemia y el peso se analizaron por la
prueba de Kruskal Wallis. Las tendencias centrales se estimaron como medianas y
se expresaron los valores minimos y maximos alcanzados. Las variables
cualitativas ordinales y nominales se expresaron como porcentajes a los cuales se
les aplicd la comparacion de proporciones. Se utilizaron curvas de Kaplan-Meier
para evaluar el perfil de supervivencia de los animales infectados. Se emplearon
los programas estadisticos GraphPad Prism 5.0 y Epidat 3.0. Valores de p

menores que 0,05 se consideraron como estadisticamente significativos.

2.5.- Consideraciones éticas.

Los procedimientos experimentales fueron realizados de acuerdo a los
lineamientos internacionales para el cuidado de los animales en la
experimentacion biomédica® y a la Resolucién 11-2013 del CECMED que puso en
vigor la Regulacion 64-2012 “Lineamientos para la constitucién y funcionamiento
de los Comités Institucionales para el cuidado y uso de los animales de laboratorio
(CICUAL)"".

La aplicacién de PFH se realiz6 conforme a estos lineamientos que sefialan
los signos clinicos y condiciones del animal que requieren urgente accién por las

personas encargadas del estudio. El responsable de la aplicacion del PFH fue el
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meédico veterinario, en este caso, el autor de la tesis. Ademas, implico la
participacion de cuidadores, técnicos en veterinaria e investigadores del equipo de
investigacion. El método seleccionado para aplicar PFH fue la dislocacion cervical.
No se utilizd anestesia ni otros farmacos ya que podian interferir con los objetivos
del estudio.

Se siguieron las recomendaciones para el volumen de inyeccién
intraperitoneal, el didmetro de la aguja, la toma de sangre frecuente solo por
flebotomia de la cola y volumen minimo. Para la identificacién de los animales se
utilizé el método de muescas en el borde de las orejas el cual produce un estrés
de corta duracion, pero las consecuencias posibles son de menor dafio que en el
caso de técnicas mas modernas®.

Se consultd abundante bibliografia que justifica el uso de este modelo
animal ya que se pueden obtener resultados de relevancia para el tratamiento de

la enfermedad en humanos.
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CAPITULO 3.- RESULTADOS

3.1-Caracteristicas clinicas de la malaria experimental producida por la
infeccion de ratones C57BL/6/Cenp con P. berghei Anka. Determinacion de

indicadores apropiados para el PFH en este modelo.

Las condiciones fisicas de los ratones C57BL/6/Cenp infectados con P.
berghei Anka se deterioraron entre los dias 6 y 11 post-infeccion, se produjeron
muertes espontaneas de los animales y se aplico PFH segun los criterios
acordados para su aplicacion urgente. En este periodo 81,25% del total de
infectados no sobrevivieron. Estos animales se consideraron con enfermedad
severa (grupo S). La mediana de supervivencia fue 6 dias (figura 1). La proporcién
de animales del grupo S en condiciones comparables al grupo de animales
controles sanos fue significativamente menor (19% y 0% en los dias 6 y 7) desde
el punto de vista estadistico (tabla 1). La puntuacion en la escala de signos
clinicos relacionados con estado severo mostré6 medianas de 2 y 2,5 puntos, en
los dias 6 y 7 del grupo S, respectivamente. La observacién de signos severos se
correspondio con la aplicacién del PFH para 52,6% del total de animales del grupo
S (2-3 puntos), mientras las muertes naturales o espontaneas se produjeron para
18,4% que se observé encorvamiento (1 punto), 21% (la dltima puntuacién
registrada fue 0) y 7,9 % que no se recogieron datos 24 horas antes de la muerte.

Los ratones en que se aplicé PFH por la observacion de signos severos
mostraron afectaciones neuroldgicas (dificultad en la marcha, paralisis de las
extremidades posteriores y de la region del cuello y convulsiones) en 40% de los
casos Yy dificultad respiratoria en 65%. Las convulsiones se presentaron en
diferentes formas y en la forma mixta se observo frecuentemente aquella en la que
el animal bocarriba, intenta ponerse de pie y rueda de un costado para otro o
hacia el mismo lado. No se observdO comportamiento estereotipado en ninguin

grupo de estudio.
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Estos signos se desarrollaron muy rapidamente, pues la proporcion de
ratones observados en las 24 horas previas (EP) que no mostraron este tipo de
afectacion no fue significativamente diferente de la del grupo control sano (tablal)

Un 18,75% de los ratones infectados no presentaron signos neurolégicos
entre los dias 6 y 11 y mantuvieron la supervivencia después del dia 12 post-
infeccion (grupo No S, figura 1, tabla 1). En este grupo No S se redujo
significativamente la proporcién de animales en condiciones comparables al grupo
de animales sanos a partir del dia 12, en que aparece encorvamiento (tabla 1).

100+
80

60+

40-

Supervivencia

20

I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
dias postinfeccion

Figura 1. Supervivencia total de los ratones C57BL/6/Cenp infectados con P.

berghei Anka segun analisis de Kaplan-Meier.
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Tabla 1. Resultados de las observaciones relacionadas con la severidad de la

enfermedad producida por la infeccién de ratones C57BL/6/Cenp con P. berghei

Anka, segln escala de puntuacién de Waknine-Grinberg et al®*.

Grupo n Dia5 n Dia6 n Dia7 n Diall n Dial2
a-C 10 of 10 0
(0/0)* (0/0)
100% 100%
b-S 5 0 21 2 6 25 2 @33 - -
(0/3) (0/3) (1/3)
80% 19% 0%
*a-p<0,001 a-p<0,001
c-EP 33 0 12 0 6 0 - - - -
(0/1) (0/1) (0/1)
97% 92,3% 85,7%
d-NoS 9 O 9 0 9 0 ND ND 15 0
(0/0) (0/0) (0/0) (0/1)
100% 100% 100% 53,3%
a-p<0,05

Se presentan las medianas' de la puntuacién, (valores minimos y maximos)® y la
comparacion de los porcentajes de animales de cada grupo que fueron evaluados

sin alteraciones aparentes*. ND- no se aportaron datos.

En los dias 6 y 7 de este estudio, es significativa la disminucion de la
proporcidon de animales del grupo S en los que su apariencia externa es normal
(14,3% y 0%, en el mismo orden) al comparar con controles sanos, ya que la
mayoria presentaron piloereccion y las puntuaciones mostraron medianas de 2 y
1,5 puntos en la escala, respectivamente (tabla 2). La observacion de piloereccion
y pérdida del acicalamiento se adicion6 a las evidencias de la accidon urgente
sobre los animales del grupo S. Esta afectacion se desarrolld muy rapidamente,
pues la proporcion de ratones observados en las 24 horas previas (EP) que no
mostraron piloereccion no fue significativamente diferente del grupo de controles

sanos (tabla 2). En el grupo No S, solamente se observaron alteraciones a partir
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del dia 12 en el cual se mostré una proporcion significativamente menor (26,6%)

de animales en condiciones similares al grupo control (tabla 2).

Tabla 2. Resultados de las observaciones relacionadas con la apariencia de

ratones C57BL/6/Cenp por la infeccion con P. berghei Anka, segin escala de

puntuacién de Waknine-Grinberg et al®.

Grupo n Diab n Dia6 n Dia7 n Diall n Dial2
a-C 10 of 10 0
(0/0)" (0/0)
100% 100%
b-S 5 0 21 2 6 15 2 22 - -
(0/2) (0/2) (1/2)
60% 14,3% 0%
*a-p<0,001 a-p<0,001
c-EP 33 0 12 0 6 0 - - - -
(0/2) (0/2) (0/1)
94,11% 91,6% 85,7%
d-NoS 9 0 9 0 9 0 - ND 15 1
(0/0) (0/0) (0/1) (0/2)
100% 100% 88,8% 26,6%

a-p<0,01

Se presentan las medianas” de la puntuacién, (valores minimos y maximos)' y la
comparacioén de los porcentajes de animales de cada grupo* que fueron evaluados

sin alteraciones aparentes.

Se determiné la reduccion del peso corporal de los animales del grupo S
con medianas 3,7%, 9,9% y 8,2%, en los dias 5, 6 y 7 de este estudio,
respectivamente, que resultaron diferentes desde el punto de vista estadistico al
comparar con las medianas de controles sanos (el grupo control no presentd
diferencias significativas en el peso en diferentes dias del estudio, aunque se
mostré un incremento de 9,4% para el dial8); con las de los animales del grupo
EP y del grupo No S. La reduccion del peso en el grupo S mostro niveles inferiores
al establecido para la aplicacion de PFH (mayor del 15 % o pérdida gradual
continua). Los grupos EP y No S presentaron como tendencias centrales la no
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pérdida de peso en los dias 5, 6 y 7. En el grupo No S, no se observaron

alteraciones significativas del peso el dia 12 (tabla 3).

Tabla 3. Resultados de las determinaciones del descenso del peso corporal

producido por la infeccion de ratones C57BL/6/Cenp con P. berghei Anka.

Grupo n Diab n Dia6 n Dia7 n Diall n Dial2
a-C 10 O 10 0
(0/0) (0/0)
b-S 5 37 21 9,9 6 8,2 2 111 - -
(2,7/5,6) (4,4/14,1) (3,0/19,5)
a-p<0,01 a-p<0,001 a-p<0,001

d- p<0,01 c-p<0,001 c-p<0,01
d-p<0,001 d-p<0,05

c-EP 33 0 12 0 6 0 - - - -
(0/6,3) (0/11,0) (0/2,1)

d-NoS 9 0 9 0 9 0 ND ND 15 3,0
(0/1,9) (0/7,2) (0/11,6) (0/33)

Se presentan las medianas' (valores minimos y maximos)' que se compararon por
la prueba de Kruskal-Wallis y prueba posterior de comparaciones multiples de

Dunn*.

En el grupo S, en los dias 5, 6 y 7, es significativa la menor proporcién de
animales del grupo S (0%) que presentaron temperaturas en los limites normales
al comparar con controles sanos. El grupo control no mostré diferencias en la
temperatura (mediana de 37,1 (36,3/37,8) °C) en diferentes dias del estudio. El
grupo S present6 mediana de 2 puntos lo cual corresponde a una disminucion de
la temperatura por debajo de 35 °C (tabla 4). Esto indico la posibilidad de
progresar a la hipotermia, sefial de afectacion del bienestar que requiere PFH. La
proporcion de ratones observados en las 24 horas previas (EP) que no mostraron
alguna afectacion de la temperatura no fue significativamente diferente del control
sano (tabla 4). En el grupo No S, solamente se observan alteraciones a partir del
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dia 12 ya que se mostré una proporcion de animales en condiciones comparables
al grupo de animales sanos significativamente menor (46,6%). La mediana fue 1
punto, por lo que no se evidencid estado severo (tabla 4).

Tabla 4. Resultados de las observaciones relacionadas con la disminucion de la
temperatura de los animales producida por la infeccién de ratones C57BL/6/Cenp

con P. berghei Anka, seglin escala de puntuacién de Waknine-Grinberg et al®*.

Grupo n Diab n Dia6 n Dia7 n Diall n Dial2
a-C 10 0 10 0
(0/0) (0/0)
100%* 100%
a-S 5 2 21 2 6 2 2 2 - -
(2/12) (2/2) (2/2) (212)
0% 0% 0%
a-p<0,001 a-p<0,001 a-p<0,001
b-EP 33 0 12 0 6 0 - - - -
(0/2) (012) (0/2)
94,1% 84,6% 85,7%
c-NoS 9 0 9 0 9 0 ND ND 15 1
(0/0) (0/2) (0/0) (0r2)
100% 88,8% 100% 46,6%
a-p<0,05

Se presentan las medianas' de la puntuacién, (valores minimos y maximos)® y la
comparacion de los porcentajes de animales de cada grupo que fueron evaluados

sin alteraciones aparentes*. ND- no determinado.

Los resultados de la parasitemia se muestran en la tabla 5. El grupo S
presentdé medianas de la parasitemia de 13,7%, 23,5% y 24,6%, en los dias 5, 6 y
7 respectivamente. Estos valores fueron inferiores al establecido para la aplicacion
de PFH (>50%). El grupo de los animales en proceso de desarrollar estado severo
en el dia 5 presentdé una mediana de 7,2%, lo cual representa una diferencia muy
significativa estadisticamente con el grupo No S. En el grupo No S, solamente se

observo incremento significativo de la parasitemia a partir del dia 12.
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Tabla 5. Resultados de la parasitemia (%) producida por la infeccion de ratones
C57BL/6/Cenp con P. berghei Anka.

Grupo n Diab n Dia6 n Dia7 n Diall n Dial2
a-S 5 13,7 16 235 6 24,6 2 - - -
(10,1/20) (11,7/39,1) (13,5/43,8) (17,2/19,2)
c- c-p<0,001 c-p<0,001
p<0,001
b- EP 31 7,2 ND 6 3,3 - - - -
(0,5/19,7) (0,08/9)
C_
p<0,001
c-NoS 9 O 5 031 9 0,8 ND 15 149
(0/0,08) (0/0,8) (0/5,3) (9/51,6)

Se presentan las medianas' (valores minimos y maximos)' que se compararon por
la prueba de Kruskal-Wallis y prueba posterior de comparaciones multiples de

Dunn*.

En el seguimiento de los animales del grupo No S se observdé mayor
deterioro hacia el dia 18. Aunque no se observaron signos neurologicos, se
observd mayor piloereccién y pérdida del acicalamiento, el peso corporal
descendi6 23,8 (10,9/29,4) % lo cual dificulté la medicién de la temperatura rectal
en estos animales y la parasitemia se increment6 a valores de 56 (50,3/62,5) %,
por lo que se evidenci6 la necesidad de aplicacion de PFH como se mostro en la

figura 1.
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3.2- Resultados de las observaciones conductuales adicionales mediante

pruebas de los reflejos, estado nervioso, funciones motoras y sensoriales.

Se determinaron los porcentajes de animales en cada grupo con

puntuaciones méximas, segun la escala de Lackner et al*®

, al aplicar cada prueba
adicional (Tabla 6). EI grupo control mantuvo un 100 % de respuestas con
puntuacion maxima en la mayoria de las pruebas realizadas a los animales desde
el dia 0 hasta el dia 18, excepto en la conducta de transferencia. En el grupo S,
las proporciones de animales con puntuaciéon normal fue diferente del grupo
control sano para las pruebas de la conducta de transferencia (p<0,01), la
actividad locomotora (p< 0,0001), la maniobra en alambre (p< 0,0001) y la
irritabilidad (p< 0,05). No se observo una respuesta normal al examen del tono
abdominal (p< 0,01) en el grupo S. No se detectaron cambios significativos en la
prueba del reflejo postural. Los infectados en proceso de desarrollar signos
neurolégicos (EP) mostraron una proporcion de animales con puntuaciones
optimas de actividad locomotora significativamente menor (p<0,01). EI grupo No
S, hasta el dia 7, también present6 una proporcién de animales con puntuaciones
Optimas de actividad locomotora significativamente menor (p<0,05).

La descripcién del perfil conductual de los individuos de cada grupo en las
pruebas mencionadas se muestra en la figura 2. La conducta de transferencia en
el grupo S present6 valores de mediana 4, 2, 2 y 0 en los dias 5, 6, 7 y 11 del
estudio, respectivamente (Figura 2a). En paralelo, la actividad locomotora
disminuy6 hasta valores de mediana 2, 1; 0,5y O correspondientes a los dias 5, 6,
7 y 11 del estudio, mientras los que se encontraron en estado de progreso (EP) y
los del grupo No S resultaron afectados aunque con medianas de puntuacion 3
(Figura 2b). La maniobra en alambre es una conducta que solamente se afect6 en
el grupo S (Tabla 6), presento valores de mediana de 2, 1; 0,5y 0 en los dias 5, 6,

7 y 11 del estudio, respectivamente (Figura 2c).
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Tabla 6. Resultados de la frecuencia total de animales que mantienen las puntuaciones maximas en las pruebas adicionales para

los grupos: Control, EP, Sy No S (hasta dia 7).

Grupos n  Evaluaciones con la maxima puntuacion

de Conducta de  Actividad Maniobra en Tono Irritabilidad Reflejo
estudio transferencia locomotora alambre abdominal postural

% p % p % p % p % p % p
Control 10 80 - 100 - 100 - 100 - 100 - 100 -
EP 28 93,7 05 39,3 0,003 786 027 928 09 100 - 100 -
S 32 28,1 0,010 O 0,000 18,7 0,000 46,9 0,008 52,1 0,02 71,8 0,14
No S 9 100 0,5 444 0,026 77,8 040 100 - 100 - 100 -
(d7)
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Figura 2a. Distribucion de los valores individuales y medianas de las puntuaciones
de la conducta de transferencia de los animales en los grupos: Control, EP, Sy No
S (dias 5, 7y 12).
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Figura 2b. Distribucion de los valores individuales y medianas de las puntuaciones
de la respuesta de actividad locomotora de los animales en los grupos: Control,
EP, Sy No S (dias 5, 7y 12).
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Figura 2c. Distribucion de los valores individuales y medianas de las puntuaciones
de la respuesta a la maniobra en alambre de los animales en los grupos: Control,
EP,SyNo S (dias 5, 7y 12).

3.3-Caracteristicas histopatoldgicas de la malaria experimental producida

por la infeccién de ratones C57BL/6/Cenp con P. berghei Anka.

Los cuatro encéfalos de ratones C57BL/6 Cenp sanos no presentaron
alteraciones de su histomorfologia. Solamente se encontraron algunos artefactos
de edema vascular debido al no empleo de la técnica de perfusion al sacrificio
(Figura 3). En la tabla 7 podemos observar que contrario al caso de la muestra 1
en la cual solamente se observd la presencia de un infiltrado inflamatorio
localizado en la seccién bregma- 0 a +0,2, el principal hallazgo histolégico en las
muestras de encéfalos de ratones C57BL/6/Cenp infectados con P. berghei Anka
gue presentaron signos neuroldgicos fueron las hemorragias. La figura 4 muestra
una de las microhemorragias detectadas en la muestra 2 (tabla 7), mientras en las
otras muestras predomind la presencia de vasos con extravasacion extensa de
eritrocitos (figura 5, figura 6, tabla 7). Estas alteraciones se presentaron en mas de

un corte coronal de cada animal y se localizaron fundamentalmente en la parte

48



anterior del encéfalo de acuerdo a las coordenadas estereotaxicas. Las
afectaciones hemorragicas se identificaron a nivel de la corteza en las muestras 2,
3 y 5. También se observaron vasos congestionados con globulos rojos y
leucocitos asociados o no al mismo corte coronal donde aparecieron las
hemorragias (figura 6). Se observaron otras caracteristicas histomorfologicas en

enceéfalos de animales del grupo S que deben analizarse posteriormente.

Tabla 7. Analisis semicuantitativo de las hemorragias observadas en las secciones
de tejidos encefélicos de ratones C57BL/6/Cenp infectados con P. berghei Anka

que presentaron signos neurolégicos.

Muestra Analisis semicuantitativo Localizacion con referencia
de las hemorragias al punto breg_;ma
1 0 -
2 1 +2 a +2,68
1 0a+0,2
3 3 -
4 2 -
3 -
3 -
3 -
5 3 0a+0,2
3 -1,3a-1,4
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Figura 3. Histomorfologia normal de corte de encéfalo de animal no infectado.

Amplificacion 100x.

Figura 4. Observacion de area de microhemorragia en encéfalo de un animal del
grupo S (muestra 2). Amplificaciéon 400x.
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Figura 5. Observacion de un foco hemorragico en un animal del grupo S (muestra
4). Amplificacion 400x.

Figura 6. Observacion de un foco hemorragico (a) y vaso sanguineo taponado con
eritrocitos y acumulacién de leucocitos (b), en un animal del grupo S (muestra 5).
Amplificacién 400x.
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Capitulo 4.- DISCUSION

La infeccion con estados eritrociticos de parasitos del género Plasmodium
causa una patologia multiorganica que varia de érgano a 6rgano en dependencia
de la combinacion hospedero-especie de Plasmodium. Esto es particularmente
visible en modelos de malaria de roedores, en los cuales diferentes cepas de
ratones, infectados con diferentes especies y cepas de Plasmodium, desarrollan
patologias disimiles tanto auto-limitadas como fatales®™ ®. La infeccién de los
ratones de las cepas C57BL/6 y CBA con P. berghei Anka produce encefalopatias
fatales'®, las cuales se distinguen de las patologias de distintos modelos que
representan otros aspectos de la malaria severa en humanos tales como la
anemia, el dafio pulmonar agudo y la malaria asociada al embarazo® .

La ficha de supervision implementada en este estudio aporté datos de la
observacion diaria de los animales que afirman la presencia de signos
neuroldgicos en los ratones de la sublinea C57BL/6/Cenp infectados con P.
berghei Anka que se presentaron en estado terminal entre los dias 6 y 11 del
estudio. Los signos neurologicos que se comprobaron fueron la ataxia, la paralisis
limbica y las convulsiones, los cuales aparecen registrados frecuentemente en

72,93, 96 | 3 manifestacion de coma se describe también en

estudios previos
multiples investigaciones sobre MCE, aungque su estimacion en este modelo no
esta sujeta a un protocolo estandarizado®. Debido a su dificil diagndstico, no se
incluyé entre las observaciones realizadas.

La presencia de convulsiones y sus caracteristicas son aspectos
importantes a definir en la reproducibilidad del modelo debido a que este signo
neuroldgico es una situacién comun a la malaria cerebral en nifios (casi un 80%
ingresan por esta causa) y también se presenta como afectacion neurolégica en
los adultos aunque es menos frecuente®” %8, Las convulsiones tanto en pacientes
pediatricos como adultos son usualmente tonico-clonicas generalizadas, mientras
las convulsiones focales no son frecuentes y el estado epiléptico es muy raro®" %
Se considera que el dafio causado a las neuronas por la presencia de areas de
perfusién reducida (hipoxia /isquemia) puede producir una alteracion fisiol6gica

gue conduce a la actividad convulsiva; esta a su vez, puede empeorar este dafo si
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se prolonga®. La dificultad en el aprendizaje es una de las secuelas de la
infeccion severa por P. falciparum que se ha determinado que estad asociada a
factores de riesgo tales como la hipoglicemia, las convulsiones, la profundidad y
duracién del coma y la hiporespuesta a los reflejos, principalmente en nifios®**,
Los estudios de seguimiento en adultos han sido escasos®.

La ficha de supervision implementada en este estudio recogio las
observaciones de convulsiones ténicas, clénicas y mixtas en los ratones de la
sublinea C57BL/6/Cenp infectados con P. berghei Anka. Aunque las
investigaciones precedentes sobre el modelo MCE tienen poca informacion sobre
las caracteristicas de estas afectaciones neuroldgicas, las observaciones de este
estudio concuerdan con estudios recientes de MCE que informan del predominio
de las convulsiones tonico-clonicas, en el contexto de evaluaciones realizadas con
mayor precisién debido a la utilizacién de la video-electro-encefalografia®®?.

Se requieren estudios prospectivos en pacientes para investigar con mayor
claridad los eventos que constituyen secuelas del padecimiento de esta forma
severa de la enfermedad, examinar su patogenia y realizar estudios terapéuticos®’,
por lo que profundizar en las caracteristicas de los modelos animales puede ser de
gran ayuda.

También se observé respiracion anormal en el grupo S lo cual sugiere la
afectacién independiente de las funciones del encéfalo y de los pulmones, asi
como una posible relacion patolégica entre ambos 6rganos. Se considera que la
patologia pulmonar de los ratones C57BL/6 infectados con P. berghei Anka es
moderada. Las caracteristicas histologicas fundamentales que se han descrito en
la mayoria de los casos son la presencia discreta de células inflamatorias
mononucleares y/o leucocitos polimorfonucleares sin engrosamiento de los
tabiques alveolares. Debido a estos resultados, Epiphanio et al®® consideran que la
patologia pulmonar no se presentd con la severidad suficiente para constituir la
causa de muerte, si se compara con la exudacién pleural, edema pulmonar y
hemorragias producidas en un modelo murino representativo de dafio pulmonar
agudo (DBA/2 infectados con P. berghei Anka). Otros autores opinan que la

patologia pulmonar se desarrolla paralelamente a la MCE (P. berghei Anka-
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C57BL/6), con edema, infiltracion intersticial de células inflamatorias vy
hemorragias limitadas, pero el caracter fulminante de la MCE evita que la

I*° también

patologia pulmonar se desarrolle completamente®. Lackner et a
detectaron una afectacion en el ritmo respiratorio de los animales con signos
neuroldgicos. Estos autores consideraron que podia deberse al secuestro de
pardsitos en vasos pulmonares, que se observa tanto en modelos murinos®?, como
en pacientes®’ y puede deberse a afectaciones en el centro regulador de la
respiracion en el sistema nervioso central (SNC) ya que el examen histolégico
mostré la presencia de alteraciones en el tallo cerebral en la MCE®®. Resultados
recientes sugieren que en pacientes pediatricos la respiracion falla centralmente,
més que a consecuencia de una lesién anatémica del pulmén®” 1%, Ya que la
taquipnea descrita en pacientes pediatricos puede tener causas diferentes como la
fiebre, la acidosis metabdlica y el dafio pulmonar'®®, se requiere continuar el
estudio de la dificultad respiratoria en este modelo murino, para lo cual se ha
recomendado recientemente el empleo de técnicas fisiologicas, anatomicas e
histologicas®?.

La observacion de piloereccion esta dirigida a valorar el dolor y molestias
producidas a los ratones de laboratorio. Se recomienda en multiples modelos ya
que representa un indicador de salud y bienestar de estos animales®. La
observacion de una piloereccion fuerte en los ratones del grupo S es una
evidencia adicional de las condiciones severas en que se encuentran estos
animales producto de la infeccién parasitaria. En forma similar, se presentaron
cambios significativos en el peso y la temperatura corporal en el grupo S, no
observados en el grupo No S y EP. Lacerda-Queiroz et al*®® y Bucher et al'®
reportaron una marcada pérdida de peso entre 5y 20% en los animales con MCE
durante la infeccion. Es posible que las afectaciones neurolégicas también
reduzcan la capacidad de los ratones para obtener agua y alimentos®. En
roedores, una ingesta inadecuada de comida puede desembocar en una
termorregulacion deficiente y en una baja temperatura corporal®® %7, Este
descenso ha sido utilizado como un marcador de muerte inminente en muchos

campos de la investigacion in vivo, su persistencia es un signo clinico severo que
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necesita intervencién inmediata’®®. En la isquemia-hipoxia inducida por

lipopolisacéridos (LPS) en neonatos de rata ocurre hipotermia. En este caso, los
autores consideraron que podria valorarse como un efecto fisico general, una
respuesta que precede a la fiebre, pero ademas podria ser una accion
neuroprotectora en respuesta a la encefalopatia®®®.

El grupo S presentd un aumento progresivo de la parasitemia desde el dia
5, que mostré una mediana de 7,2% en estado previo de la presentacion de signos
severos, lo cual representd una diferencia muy significativa estadisticamente con
el grupo No S. Algunos autores han encontrado valores de parasitemia menores o
iguales que 10% en el grupo de animales con MCE y conjuntamente, la ausencia
de diferencias estadisticamente significativas entre ratones con y sin signos

9. 6 10 gjn embargo, estudios similares sefialan valores de

neuroldgicos
parasitemia superiores a 6-7% en los dias 6 y 7 como caracteristica de los ratones
en el curso de la MCE™ ' con una correlacién negativa entre la temperatura y la

106

parasitemia ", la ausencia de afectaciones en los niveles de hemoglobina y

hematocrito*®®

y una asociacion significativa entre el riesgo de desarrollar MCE y
la parasitemia®. En estas investigaciones la parasitemia aumenté
progresivamente en los ratones con MCE hasta alcanzar valores entre 25 y 30%
en los dias 6 y 7 que fueron significativamente mas altos que en ratones sin signos

25,105 " En resumen, de forma similar a los antecedentes, este estudio

neuroldgicos
apunta hacia la importancia del curso de la parasitemia como indicador del
progreso de la severidad entre los dias 6 y 11 de la infeccion.

Varios laboratorios internacionales consideran que las evaluaciones
conductuales estandarizadas son herramientas de gran valor para los estudios
genéticos en ratones™!. Sin embargo, el fenotipaje conductual ha ganado tantos
adeptos como detractores en el campo de estudio de las neurociencias. Esto se
debe a que las pruebas conductuales son altamente sensibles a variables
experimentales y ambientales que pueden afectar la replicacion de los resultados
de las evaluaciones de cada linea consanguinea de ratén entre diferentes
laboratorios*** % Esto ha motivado la realizacién de estudios experimentales de

validacion cruzada para investigar la robustez de los protocolos existentes.
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Mandillo et al*** demostraron que la mayoria de los parametros registrados en el
protocolo SHIRPA tuvieron pocas diferencias en las observaciones de los
laboratorios participantes en el estudio, lo cual fundamenta la aplicacion de este
tipo de pruebas en esta investigacion en la cual se caracterizaron los ratones
C57BL/6/Cenp infectados con P. berghei Anka. Las puntuaciones obtenidas con
los controles sanos en este estudio fueron las esperadas en correspondencia con
investigaciones precedentes® 1.

Un gran numero de diferencias en los signos clinicos y en las pruebas
conductuales segun el protocolo SHIRPA fueron observadas en los estudios de

Lackner et al®®

entre los animales que mueren con signos neurolégicos y los
infectados sin signos neurologicos. En este trabajo se determiné la importancia de
las evaluaciones realizadas mediante las pruebas de conducta de transferencia,
actividad locomotora, maniobra en alambre, tono abdominal e irritabilidad en el
grupo S. Estos resultados obtenidos con los ratones C57BL/6/Cenp infectados con
P. berghei Anka permiten afirmar aquellos de investigaciones precedentes las
cuales describen un deterioro progresivo de las funciones auténomas, el estado
nervioso, la conducta motora, la fuerza y el tono muscular en el grupo sintomatico

SeveroQG, 110, 114.

Evidencias actuales sugieren su relacion con afectaciones
neurologicas: en primer lugar por la demostracion post-mortem de enfermedad
encefalica®, en segundo lugar debido a que los eventos inflamatorios en el SNC
se mostraron asociados a los cambios conductuales'®, tercero que las
afectaciones en las pruebas motoras se relacionaron con los datos obtenidos en
modelos de choque isquémico™*® .

Las principales diferencias con estudios previos se encontraron en relacion
a la determinacion de las pruebas indicadoras tempranas de afectaciones en el
curso de la infeccidn. Investigaciones anteriores plantean que la conducta motora
y el estado sensorial y nervioso se afectan anticipadamente en la MCE?® *°. En
este estudio, el grupo EP solamente mostré diferencias significativas con el grupo
control en relacibn a su actividad locomotora. Sin embargo, seria necesario

incorporar otras pruebas que contribuyen a la valoracién del estado nervioso para
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re-evaluar la posibilidad de incorporarlas a la deteccidon del progreso individual a la

enfermedad con signos neurol6gicos.

|59 |25

En las investigaciones de Lackner et al>” y Martins et al™ se determinaron
diferencias estadisticamente significativas en varias pruebas conductuales entre
infectados que no desarrollaron signos clinicos en el periodo critico y controles
sanos. Los resultados de este estudio solamente sefalan afectaciones
significativas en el periodo critico en relacion a la actividad locomotora del grupo
No S frente a los controles sanos, destacandose ademas que las diferencias de
las medianas de los valores de puntuacion fueron mas marcadas entre el grupo S

|59

y controles. Lackner et al® consideraron estos cambios conductuales como

debilidad general provocada por la infeccién, mientras Martins et al®® y Carvalho et
al*'’ sugieren que estos animales sufren algin grado de afectacién neurolégica
gue no progresa, por lo que es posible distinguir entre el grupo Sy No S (que
evoluciona lentamente hacia la hiperparasitemia).

El andlisis del conjunto de los resultados de la ficha de supervision nos
permitid identificar a los animales en estado severo no solamente a partir de la
aparicion de signos neurolégicos, ademas por el descenso en su temperatura, la
piloereccion y la reduccion del peso corporal. La parasitemia se incremento
progresivamente, se mostré en los grupos EP y S por encima del 7%, de forma
significativamente diferente al grupo No S. Las puntuaciones en las pruebas de
actividad locomotora, la maniobra en alambre y la conducta de transferencia
indicaron el progreso hacia el estado terminal, revelando que existe
heterogeneidad en la velocidad de la respuesta de los individuos a la infeccion lo
cual fue evidenciado por Carroll et al*’®. Con estos indicadores puede
considerarse que los animales evaluados con puntuaciones diferentes a los
controles seguramente progresaran en el sentido de la enfermedad severa con
signos neurologicos y debe considerarse detener el proceso en cada animal para
la aplicacion de tratamientos o PFH.

La histopatologia de la MCE ha sido estudiada en detalle. Para ello se han

59, 93, 118 23, 60, 119 La

utilizado herramientas como la microscopia Optica y electronica

preparacion previa de los animales se ha realizado a través de diferentes
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alternativas de PFH entre las que predomina la aplicacion de diferentes

anestésicos’l /% 110

y en algunos casos es seguida de perfusion intracardiaca con
diferentes soluciones fisioldgicas y fijadoras tales como Karnovsky, glutaraldehido
3% vy paraformaldehido 4% 2% ® "2 A pesar de la ausencia de un protocolo
universal para realizar estos andlisis, la caracteristica histologica comdn en los
tejidos encefélicos de los animales que presentaron convulsiones, pardlisis limbica
y coma, ha sido la presencia de microhemorragias y hemorragias mas extensas’*
110,120 - Analogamente, en este trabajo se encontraron estas evidencias del dafio
vascular en la mayoria de las muestras estudiadas de los animales con signos
neurolégicos.

Carvalho et al'*’ determinaron una mayor frecuencia de los focos
hemorragicos en animales con signos neurolégicos. Los animales con
puntuaciones minimas en las pruebas funcionales y de conducta presentaron las

areas hemorréagicas mayores en las investigaciones de Lackner et al*®

y Carroll et
al*'®. Ademas otras investigaciones sugieren que la distribucién y localizacién del
dafio vascular durante la MCE es importante ya que los resultados obtenidos
mostraron una correlacion entre las areas dafiadas en la infecciébn aguda y la
mortalidad o la persistencia de las deficiencias motoras y cognoscitivas. Se
destacaron las afectaciones observadas en el tallo encefalico que se pueden
relacionar con el centro respiratorio, asi como se plantea que los problemas de
coordinaciéon motora pudieran estar relacionados con la histomorfologia detectada
en el cerebelo y los defectos del aprendizaje se asociaron a incrementos
significativos de la puntuacion combinada de las hemorragias en la corteza,
hipocampo y fornix’* .

La mayoria de las afectaciones hemorragicas en esta evaluacion de la
infeccion de ratones C57BL/6/Cenp infectados con P. berghei Anka se
presentaron en la parte anterior del encéfalo, con frecuencia a nivel de la corteza.
Esto indica similitud con otros estudios de MCE en que se encontraron mdultiples
focos hemorragicos en la materia gris y blanca® 3. Recientemente, se describié

gue una de las primeras estructuras encefalicas afectadas por la infeccion con P.
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berghei Anka es el bulbo olfatorio, lo cual representa una posibilidad de detectar
tempranamente el desarrollo de la enfermedad neurolégica en este modelo®?.

Estudios postmortem de pacientes pediatricos describen la presencia de
numerosas hemorragias petequiales ampliamente distribuidas en la materia blanca
de los hemisferios cerebrales, en el tallo y en la materia blanca del cerebelo,
comprendida la folia, mientras en la materia gris aparecieron muy raramente** 4" .
Sin embargo, existen diferencias visibles entre los encéfalos de humanos y de
ratones. Estas diferencias no impiden la relevancia de infecciones murinas para
modelar enfermedades en humanos debido a que se presentan regiones
comparables y componentes basicos comunes aunque en los ratones descansan
sobre un patrén mas lineal'?.

Uno de esos componentes comunes es la unidad neurovascular la cual esta
constituida de multiples capas de componentes celulares y extracelulares que en
su conjunto cumplen la funcién de barrera mediante procesos fisioldgicos que
proporcionan proteccién al endotelio y regulan el microambiente del encéfalo'®.
Los diversos hallazgos derivados de estudios en humanos y modelos
experimentales enfocan la génesis de la MC como una interrelacion entre
mecanismos de secuestro, inflamacibn y hemostasia que producen la
desestabilizacién de la unidad neurovascular'” %,

La disminucién de la integridad endotelial ha sido bien documentada en
modelos murinos de malaria mediante la determinacion de la salida del azul de
Evans® vy fibrindgeno'®°hacia el parénquima del encéfalo y a través de la
determinacion del efecto neurotéxico de la inyeccion de acido félico™®, entre otros
ensayos. Se plantea que existen tres mecanismos fundamentales que
incrementan la permeabilidad de la capa endotelial: 1) paso o transito paracelular,
2) paso a traves de la célula y 3) paso producido por la muerte de la célula
endotelial'®®. La accién directa de los eritrocitos parasitados puede estar asociada
a cambios en los niveles de expresion de las proteinas que forman parte de las
uniones fuertes entre células endoteliales (occludina, zona occludens (ZO)-1, ZO-2
y claudin-5) las cuales forman una barrera encefalica efectiva para el flujo de

fluidos. La pérdida de la fortaleza de estas uniones puede contribuir a la abertura
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de la BHE bajo la accién de los dafios isquémicos y la inflamacién*?. Los linfocitos
CD8" especificos contra antigenos de Plasmodium tienen una importancia
significativa en la patologia vascular de la MCE ya que inician la activacion de
astrocitos, producen la alteracion de las uniones entre células endoteliales y

126, 127

aumentan la permeabilidad vascular en un modo no-apoptotico Los

linfocitos CD8" utilizan la perforina para la ruptura de la BHE mediante un
mecanismo que no es citolitico o citotéxico por lo que aun debe ser esclarecido’®.
Ademas, la ruptura de estas uniones proteicas y de las proteinas estructurales de
la lamina basal se plantea que se efectua por la actividad de las metaloproteinasas
de matrices'®. La permeabilidad endotelial se incrementa también por la muerte
de estas células. La adhesion de eritrocitos parasitados es capaz de inducir
apoptosis en células endoteliales in vitro?>.

En observaciones histologicas de encéfalos de animales afectados por la
MCE, tanto por microscopia Optica como por electrénica, se ha descrito la
presencia de ruptura de las paredes de los vasos acompafiada de hemorragias,
aungue en algunos casos los capilares estan rodeados por eritrocitos y no se pudo
detectar el dafio a las paredes de estos conductos lo cual apunta a un
quebrantamiento parcial de la barrera endotelial®®. En los casos fatales de nifios y
adultos, existen evidencias similares de la ruptura de las paredes de los vasos
incluso necrosis capilar, dafios a los cuales se asocian la trombosis intraluminal
y/o las hemorragias en anillo*?®. Este patrén establece dudas de si la formacién de
un pequefio trombo contribuye al dafio inicial del vaso que da lugar a la
microhemorragia o si el trombo se forma para cerrar el vaso afectado y detener el
paso de eritrocitos hacia el parénquima®’.

Otras caracteristicas histomorfologicas asociadas a encéfalos de animales
con MCE deberan estudiarse posteriormente, tales como la presencia de edema,
la activacion glial y las afectaciones neuronales que han sido descritas en
investigaciones precedentes® 1% 119,

Existen varias sublineas de ratones C57BL/6 que estan relacionadas, pero
no son idénticas genéticamente y se han descrito diferencias conductuales entre

130

ellas™" (Zurita et al, 2011). Existen dos sublineas principales de ratones C57BL/6,
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conocidas como C57BL/6/J y C57BL/6/N de las cuales se derivaron las otras
sublineas por la distribucién y propagacién por varios investigadores y firmas
comerciales™. El nimero de polimorfismos entre sublineas C57BL/6 es alto y se
considera que pueden derivarse de la fijacion al azar de nuevas mutaciones y la
seleccion para heterocigocia residual. Se han descubierto variantes con namero
multiple de copias entre sublineas de ratones C57BL/6'%, de modo que aunque
externamente son muy similares, cada una de estas sublineas es genéticamente
distinta, en algunos casos las crias se han mantenido separadas por un largo
tiempo, dando lugar a la acumulacion de diferencias genéticas**.

Es importante tener en cuenta las diferencias en el fondo genético de estas
sublineas ya que pueden conducir a heterogeneidad genética imprevista e
introducir conclusiones erroneas en el andlisis de los resultados comparativos de
ratones modificados genéticamente y controles, también influye que hayan sido
criados en diferentes ambientes. Un ejemplo de esto es que se determinaron
diferencias en el perfil de expresion de proteinas de varias regiones encefélicas de
ratones C57BL/6/J y C57BL/6/NCrI*®'. Otra esfera en que se reconoce la
contribucion de las diferencias genéticas del hospedero es en la
inmunomodulacion. Los genes que codifican para el complejo mayor de
histocompatibilidad (del inglés: MHC), citoquinas, receptores de éstas y
receptores para el reconocimiento de patrones (del inglés: Toll-like receptors
(TLRs), Nod-like receptors (NLRs)) pueden correlacionarse con la susceptibilidad
a enfermedades infecciosas, en particular con la malaria severa, entre otros alelos.
En estos estudios la descripcion del origen y el fondo genético de los animales
incorporados como modelos es esencial**.

Sin embargo, en un estudio reciente de varias sublineas de ratones
C57BL/6 mediante polimorfismos para un solo cambio de base se encontré que
los animales de algunas sublineas derivadas de C57BL/6/J presentaron el mismo
genotipo™. Aunque no contamos con la informacién sobre el genotipo de la
sublinea C57BL/6/Cenp, los resultados obtenidos en esta investigacion no difieren
en forma general de los obtenidos previamente por otros autores que trabajaron

65, 72

con animales C57BL/6/J, criados en los laboratorios Jackson , asi como en los
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laboratorios Charles River® o Janvier®>*® o con sublineas derivadas

(C57BL/6/JOla-Hsd)®. Este trabajo mostré que la infeccion de ratones
C57BL/6/Cenp (derivada de los progenitores de los Laboratorios Janvier) con P.
berghei Anka presenté las caracteristicas clinicas y conductuales de una afeccion
neuroldgica fatal en la mayoria de los infectados que se relacionaron con la
presencia de cambios en la histomorfologia de secciones del encéfalo.
Conjuntamente, aporté los datos de evaluaciones conductuales mediante pruebas
del protocolo SHIRPA de animales C57BL/6/Cenp sanos e infectados con

P.berghei Anka no disponibles previamente.
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CONCLUSIONES

La mayoria de los ratones C57BL/6/Cenp infectados con P. berghei Anka
mostraron estado terminal entre los dias 6 y 11 de la infeccidén, observandose
signos de afectaciones neuroldgicas como pardalisis limbica, convulsiones y ataxia.

Se identificaron otros signos relevantes como la dificultad respiratoria,
piloereccion, descenso de la temperatura, reduccién del peso corporal, asi como el
incremento de la parasitemia, los cuales caracterizaron la severidad de la infeccion
parasitaria.

Se determind que los ratones C57BL/6/Cenp infectados con P. berghei
Anka mostraron cambios conductuales en la actividad locomotora, maniobra en
alambre, respuesta de transferencia e irritabilidad en el curso rapido al estado
severo, lo cual incorporo evidencias de afectaciones neurolégicas.

Se determinaron los indicadores para la aplicacion temprana de PFH,
basados en los resultados de las evaluaciones conductuales y signos clinicos
seleccionados.

Se describi6 la presencia de microhemorragias y extravasacion de
eritrocitos més extensa en los tejidos encefalicos en correspondencia con la

manifestacion de signos de afectaciones neurolégicas.
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RECOMENDACIONES

Emplear el modelo de ratones C57BL/6/Cenp infectados con P. berghei Anka en
investigaciones posteriores con la ejecucion de una ficha de supervision basada
en los resultados de este estudio.

Continuar el estudio de la infeccibn con P. berghei Anka de los ratones
C57BL/6/Cenp en cuanto a la presencia de biomarcadores inflamatorios
sistémicos y locales y su relacion con la efectividad de intervenciones terapéuticas.
Implementar métodos adecuados para aumentar las observaciones de los

animales a intervalos mas frecuentes.
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