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1. RESUMEN 

La malaria es un enfermedad parasitaria provocada por protozarios del genero 

Plasmodium, una de las características de esta enfermedad es que aunque la 

incidencia es igual entre hembras y machos la mortandad es mayor en estos 

últimos, fenómeno que se conoce como dimorfismo sexual. Las hormonas 

sexuales son las responsables de las principales diferencias entre los sexos, sin 

embargo se desconoce si las hormonas sexuales regulan las diferencias en la 

severidad de la enfermedad con Plasmodium. Las hormonas sexuales regulan la 

actividad del sistema inmunológico y pueden regular la expresión génica en 

diferentes grupos celulares. 

En este trabajo se evaluó el efecto de las hormonas sexuales testosterona, 

estradiol y DHEA sobre la actividad de la enzima catalasa (CAT) así como de su 

expresión génica en diferentes tejidos de en ratones infectados con Plasmodium 

berghei ANKA. También se estudió la actividad de la enzima y la expresión génica 

de catalasa en ratones gonadectomizados (deficientes de hormonas) y en ratones 

gonadectomizados y reconstituidos con testosterona, o estradiol, o DHEA, o 

vehículo, se realizó el mismo análisis a diferentes grupos control (ratones 

infectados como no infectados: ratones a los que solo se les administro aceite de 

ajonjolí el cual se utilizo como vehiculó para las distintas hormonas, ratones 

intactos sin ningún tratamiento, ratones que se abrieron y se volvieron a cerrar 

(Sham) para conocer el efecto de la cirugía). A los grupos control también se les 

cuantifico la actividad enzimática y la expresión génica de catalasa (CAT) en los 

tejidos de sangre y bazo. 

Los resultados indican una mayor actividad enzimática en bazo al compararla con 

sangre. La gonadectomía en las hembras causo una disminución en la actividad 

enzimática de CAT lo que indica una modulación positiva de las hormonas 

sexuales femeninas en la actividad enzimática de CAT, además al administrar 

estradiol se promovió la actividad enzimática de CAT. La testosterona disminuyo la 
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actividad de catalasa  en bazo, mientras  que la administración de DHEA no causo 

ninguna diferencia. La expresión del gen mostro un claro dimorfismo sexual ya que 

la hembras mostraron una mayor expresión que los machos  lo cual indica una 

mayor regulación por especies oxidantes por parte de las hembras. 

2. INTRODUCCIÓN 

La malaria o paludismo es una enfermedad infecciosa causada por parásitos del 

género Plasmodium, en el 2013 se informaron 198 millones de nuevos casos y 

584,000 muertes (World Health Organization). La incidencia de la malaria es 

similar entre ambos sexos. Sin embargo, existe una mayor mortandad y patología 

en el sexo masculino, es decir se presenta dimorfismo sexual (1). Los esteroides 

sexuales son responsables de las principales diferencias entre los sexos y también 

pueden regular la actividad de las enzimas antioxidantes (2). En esta enfermedad 

la respuesta inmune induce la síntesis de especies reactivas del oxígeno y del 

nitrógeno para eliminar al Plasmodium. Sin embargo, el estrés oxidativo que se 

genera también puede dañar al hospedero por lo que se activan sistemas 

antioxidantes como la enzima catalasa (CAT). No obstante, se desconoce si las 

hormonas sexuales regulan la actividad y la expresión del gen de CAT en la 

infección con Plasmodium. 

 

En malaria se presenta dimorfismo sexual, ya que los hombres desarrollan una 

patología más severa y (parasitemia, pérdida de peso y anemia) y mortandad más 

alta que las mujeres (3), este fenómeno  se ha ligado a las hormonas sexuales (4).  

Las hormonas esteroides tienen la capacidad de penetrar a las células por 

difusión, donde se unen a macromoléculas receptoras de forma específica y con 

gran afinidad, los receptores se encuentran tanto en el citoplasma como en el 

núcleo de la célula, en el núcleo la interacción ligando receptor modifica la 

expresión génica, lo que origina la transcripción del ácido ribonucleico mensajero 

(RNAm), su procesamiento y traducción a proteínas específicas (5). 
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Las hormonas sexuales se relacionan con el estrés oxidativo, ya que regulan la 

síntesis de las enzimas antioxidantes [2], las más importantes son: la glutatión 

peroxidasa (GPx), la superóxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT)  (6).   

Una de las causas del estrés oxidativo en la malaria es que la infección con el 

Plasmodium desencadena una respuesta inmune innata donde intervienen 

diferentes células (monocitos, macrófagos y células dendríticas) que actúan 

directamente sobre el patógeno (7) y generan especies reactivas del oxígeno 

(ROS) y del nitrógeno (RNS) que permiten eliminar al parásito, pero también 

originan un desbalance entre la formación de especies oxidantes y la actividad de 

antioxidantes (estrés oxidativo) que puede dañar al hospedero (1). 

 

La Nicotinamida-Adenina-Dinucleótido-Fosfato Oxidasa (NADPH oxidasa) es uno 

de los más importantes sistemas generadores de estrés oxidativo, ya que genera 

al anión superóxido que posteriormente se transforma en peróxido de hidrógeno 

(8) que es el substrato de la enzima CAT.  

 

En el presente trabajo se estudió el efecto de las hormonas sexuales estradiol, 

testosterona y DHEA sobre la actividad enzimática y la expresión génica de CAT 

en la sangre y el bazo de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA. 

 

3.  ANTECEDENTES 

3.1 Distribución mundial y situación en México 

La trasmisión de la malaria ocurre en las 6 regiones que cubre la organización 

mundial de la salud, la mayor parte de carga de la enfermedad (78%) se localiza 

en África, en México la malaria se encuentra en la fase de eliminación 2 (2° fase) y 

aunque actualmente en nuestro país solo un 3 % de la población (9) está en riesgo 

es necesario la completa erradicación y en seguida evitar la reintroducción. 
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Figura 1. Países con transmisión de malaria 2013, Fuente: World Malaria Report 

2014 

3.2 Catalasa 

El peróxido de hidrogeno es uno de las especies reactivas de oxigeno más 

frecuentes y es un compuesto altamente oxidante para casi todos los 

componentes celulares por lo que su remoción rápida y eficiente es de esencial 

importancia (10). Además, tiene una estrecha relación con la coenzima 

Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) (11) la cual ayuda a la enzima 

CAT a mantenerse activa en presencia de su sustrato (12). La CAT es de vital 

importancia ya que su mal funcionamiento desencadena un severo daño a 

moléculas como el ADN por parte del estrés oxidativo (13), su importancia en 

regular el estrés oxidativo se ha ligado a la expresión de otros genes de proteínas 

de carácter antioxidante (14) 
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3.3 Dimorfismo sexual por malaria  

El dimorfismo sexual es un término que describe diferencias morfológicas entre los 

sexos, pero se ha extendido para incluir todas las diferencias que se observan 

entre mujeres y hombres (15). En general los machos son más susceptibles a las 

infecciones de diversos protozoarios que las hembras, ese incremento en la 

susceptibilidad se ha asociado con las hormonas esteroides circulantes (16). El 

Plasmodium es uno de los géneros de parásitos protozoarios que causa un 

dimorfismo sexual en humanos, la incidencia de la infección en ambos sexos es 

similar (17). Sin embargo, los hombres desarrollan parasitemias (presencia de 

parásitos en sangre) más altas que las mujeres (18). La cantidad de casos con 

infección por P. falciparum incrementa en la pubertad lo que sugiere que los 

esteroides sexuales podrían influir en este fenómeno (18). Los resultados de 

experimentos en ratones confirman que mueren mas machos que las hembras 

cuando se infectan con P. chabaudi (19). Además, de la mortalidad, los machos se 

recuperan de forma más lenta que las hembras de las infecciones con P. chabaudi 

y sufren mayor pérdida de peso, anemia e hipotermia que las hembras (20). En 

estudios con P. berghei se ha demostrado la influencia de las hormonas sexuales 

sobre células del sistema inmune ya que afecta la producción de citocinas y 

anticuerpos (21). 

 

3.4 Testosterona y malaria.  

La testosterona es una hormona esteroide, que se sintetiza a partir del colesterol y 

se clasifica como andrógeno. Se presenta en mamíferos, reptiles, aves y otros 

vertebrados. En los mamíferos se produce en los testículos, en los ovarios y en 

pequeñas cantidades en las glándulas suprarrenales, es la principal hormona 

sexual masculina, juega un papel clave en el desarrollo de los testículos y la 

próstata y promueve la expresión de caracteres sexuales secundarios (22). 
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El efecto de la testosterona sobre los individuos infectados con Plasmodium no se 

ha entendido completamente. A partir del hallazgo que los machos infectados con 

Plasmodium chabaudi presentan mayor mortandad que las hembras, se ha 

estudiado como afectan las concentraciones de testosterona en la resistencia a la 

infección con P. chabaudi y han determinado que depende de genes del complejo 

principal de histocompatibilidad H-2, pero esa resistencia se pierde cuando se 

administra testosterona (23, 24). Sin embargo, también depende de la cepa de 

ratón ya que los ratones B10 y C57BL/6 castrados son sumamente susceptibles a 

la infección con P. chabaudi (23), (3). Se ha demostrado que la testosterona 

puede interferir en la expresión de citocinas tipo Th1/Th2 en ratones knockout para 

los receptores de IFN- o para IL-4, en quienes la mortalidad resultó mayor en los 

ratones knockout y la testosterona modula la susceptibilidad o la resistencia (25) 

por lo cual es importante en la respuesta inmune, Finalmente, la administración de 

testosterona en ratones adultos reduce la síntesis de anticuerpos, disminuye la 

expresión de las moléculas clase II del complejo principal de histocompatibilidad 

en el bazo, aumenta la cantidad de células TCD8+ y reduce la expresión de genes 

en el hígado (25, 26). Sin embargo, aún no se ha estudiado si las hormonas 

sexuales modulan la expresión de los genes de las enzimas antioxidantes, en 

particular si modulan a la enzima CAT. 

 

3.5  Estradiol y malaria.  

El estradiol también conocido como E2 ó 17-β estradiol es una hormona esteroide 

sexual femenina, se sintetiza a partir del colesterol, la mayoría del estradiol se 

produce en las células de la granulosa del folículo ovárico, por la aromatización de 

la androstenediona a estrona, después la enzima 3-βhidroxiesteroide 

deshidrogenasa la transforma a 17-β estradiol. En la corteza suprarrenal y en los 

testículos se sintetizan pequeñas cantidades.  

El estradiol se obtiene a partir de la testosterona generada en ovarios y por acción 

de la enzima aromatasa la transforma en estradiol. El tejido adiposo es 
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particularmente activo en convertir a los precursores del estradiol y finalmente, el 

estradiol también se produce en el cerebro y en las paredes arteriales  

Las investigaciones referentes al efecto del 17-βestradiol en el curso de la 

infección con Plasmodium han generado resultados contradictorios. La infección 

con P. chabaudi o con P. berghei en ratones hembras y la infección en hembras 

de monos Rhesus han revelado que dosis suprafisiológicas de estradiol o de 

progesterona incrementan el pico de la parasitemia, aumentan las 

recrudescencias y reducen la sobrevida (27, 28). Durante el embarazo ocurren 

cambios hormonales importantes, aumentan las concentraciones de estrógenos, 

progestinas y glucocorticoides y a esos incrementos le han atribuido la mayor 

susceptibilidad a infecciones por Plasmodium en mujeres embarazadas (29, 30). 

La cantidad de estradiol es importante porque mientras las dosis altas incrementan 

la susceptibilidad a la infección, las dosis fisiológicas aumentan la inmunidad 

innata, la mediada por células y la humoral (31, 32). 

La remoción de ovarios y por lo tanto de la principal fuente de estrógenos y 

progesterona en ratones hembras disminuye la síntesis de INF-, lo que 

demuestra que las hormonas que se producen en los ovarios podrían modular la 

respuesta proinflamatoria contra malaria (33).  

3.6  Dehidroepiandrosterona y malaria 

La dehidroepiandrosterona (DHEA) es una prohormona endógena que se produce 

en las glándulas suprarrenales a partir de colesterol, es precursora de estrógenos 

y andrógenos. La secreción de DHEA y de su éster sulfatado, el sulfato de 

dehidroepiandrosterona (DHEAS) disminuye con la edad.  

Los efectos de la DHEA durante la infección con Plasmodium son controversiales, 

cuando se comparó el efecto de estradiol y los de DHEA en la infección con P. 

berghei ANKA, se detectó que únicamente el estradiol disminuye la parasitemia 

(34). Sin embargo, otro grupo de investigadores demostró que la concentración de 
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DHEAS correlaciona negativamente con la parasitemia en mujeres adolescentes y 

también correlaciona con concentraciones más elevadas de hemoglobina (35). 

En los hombres, la concentración de DHEAS puede predecir la resistencia a P. 

falciparum, los hombres de entre 15 y 20 años presentaron niveles elevados de 

DHEAS y el 72% de ellos presentó parasitemias menores que los individuos con 

concentraciones bajas de DHEAS (36). 

3.7  Sistemas Antioxidantes en Plasmodium 

El estrés oxidativo ocurre en las células como resultado de la pérdida del equilibrio 

entre pro- y anti- oxidantes, es un factor que determina el tipo de desenlace en la 

infección con Plasmodium (37). En el paludismo, el estrés oxidativo es objeto de 

estudio porque tiene un efecto protector, pero también se relaciona con la 

patofisiología de la enfermedad. Eliminar las especies reactivas del oxígeno (ROS) 

es un reto para los eritrocitos infectados con Plasmodium, puesto que como 

consecuencia del metabolismo intenso del parásito que crece y se multiplica, se 

generan grandes cantidades de productos tóxicos, ejemplo es la degradación de la 

hemoglobina por el parásito, que produce ferroprotoporfirinas (FP) y ROS. Las FP 

se secuestran en su forma cristalina conocida como hemozoína y para eliminarla 

se utilizan diversos mecanismos, como degradar a las FP, o bien que la 

hemozoína reaccione con glutatión (38), o que se una a proteínas (39). Sin 

embargo, si pequeñas cantidades de FP escapan al proceso de neutralización se 

genera un daño redox en las proteínas de las membranas del hospedero que 

pueden inhibir a las enzimas del parásito y lisar a los eritrocitos.  

Durante la degradación de la hemozoína se libera al grupo hemo, entonces el 

hierro que contiene y que generalmente existe en estado ferroso (2+) se oxida a su 

estado férrico (3+), como consecuencia los electrones que se liberan reaccionan 

con el oxígeno molecular para producir aniones superóxido (O2
-), radicales 

hidroxilo (OH-) y peróxido de hidrógeno (H2O2) (40, 41). El parásito consume 

aproximadamente del 60 al 80% de la hemoglobina de los eritrocitos lo que genera 

especies reactivas del oxígeno que son responsables de la lipoperoxidación de las 
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membranas de los eritrocitos y de la hemólisis (6). La infección con el Plasmodium 

también se ha asociado con el desarrollo de estrés oxidativo en el hígado (42). 

Aunado a esto la producción de ROS por el sistema inmune incrementa el estrés 

oxidativo puesto que genera citocinas como el TNF-α o el IFN-γ que incrementan 

la síntesis de ROS (39). Las especies reactivas del oxígeno dañan a diferentes 

moléculas como a los lípidos de las membranas, a las proteínas y a los ácidos 

nucleicos y pueden ocasionar la muerte celular (43).  

Los mecanismos contra el estrés oxidativo incluyen enzimas antioxidantes como la 

glutatión peroxidasa (GPx), la superóxido dismutasa (SOD) y la CAT, todas ellas 

actúan eliminando la toxicidad de los radicales libres (6). 

El parásito Plasmodium se desarrolla de forma intra como extracelular, por lo que 

para sobrevivir a los cambios en estrés oxidativo cuenta con diversos sistemas 

antioxidantes dependientes de NADPH (44), pero carece de las dos principales 

enzimas antioxidantes: la CAT y la GPx (45), su principal sistema antioxidante se 

basa en glutatión reducido y en un sistema de tioredoxina/tioredoxina reductasa 

(6), ambos degradan al peróxido de hidrógeno (39). 

La infección con el parásito modifica el perfil de enzimas antioxidantes, algunas 

como glutatión reductasa aumentan su actividad para mantener la homeostasis en 

los eritrocitos infectados (46).  

3.8 Catalasa y malaria 

La enzima CAT (código de la comisión enzimatica 1.11.1.6) es un tetrámero con 

cuatro subunidades de 60 kD idénticas, contiene un grupo ferriprotoporfirina por 

subunidad y tiene un peso molecular de 240 kD, la CAT reacciona eficientemente 

con el H2O2 para formar agua y oxígeno molecular (47). 

2H2O2 → 2H2O + ½O2 

En los animales, el peróxido de hidrógeno se elimina gracias a la actividad de las 

enzimas CAT y la GPx. La CAT protege a las células del peróxido de hidrógeno, 
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aun cuando no es esencial para algunos tipos de células bajo condiciones 

normales, es importante en la adquisición de tolerancia al estrés oxidativo en la 

respuesta de adaptación de las células (48). La CAT evita el consumo de O2 para 

convertir al H2O2 en oxígeno (49). Pequeñas modificaciones de la actividad 

fisiológica de las enzimas antioxidantes, incluida la CAT, generan efectos enormes 

en la resistencia de las células al daño inducido por oxidantes (48, 50). Además, la 

enzima CAT es inducible, el aumento en la concentración de H2O2 causa un 

incremento en el ARN mensajero para CAT en cultivos in vitro (49). 

En la infección con P. berghei ANKA el administrar SOD y CAT protege a los 

ratones CBA/H de sufrir malaria cerebral (51), lo que corrobora la estrecha 

relación que existe entre el estrés oxidativo y el daño en el cerebro. 

Se ha descrito que en las infecciones con P. vivax disminuyen la actividad de CAT. 

Sin embargo, se incrementan las actividades de las enzimas superóxido 

dismutasa 1 (SOD1) y la concentración de Glutatión-S transferasa (GST) (52). 

Junto con la peroxidación lipídica los niveles de CAT se han correlacionado con la 

parasitemia [28].  

3.9  Catalasa y hormonas Sexuales 

El estradiol es un esteroide que se encuentra en mayor concentración en las 

mujeres que en los hombres, su estructura química le confiere actividad 

antioxidante (53). Por el contrario, la testosterona es la hormona sexual masculina 

por excelencia, potencia el estrés oxidativo y regula la actividad de las enzimas 

SOD, GPx y CAT (44) y en ratones aunque la ganadectomia no haya tenido un 

cambio en  la expresión del gen CAT, la administración de testosterona 

incrementa su expresión (54). 

La dehidroepiadrosterona (DHEA) es un esteroide precursor de estradiol y de la 

testosterona, inhibe la respuesta Th1 y Th2 (53), potencia la actividad de la 

enzima Cu/Zn-SOD, la fosforilación de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) y 
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modula la expresión de NADPH (55). Sin embargo no se conoce su efecto sobre la 

actividad de la CAT. 

DHEA se considera un antioxidante (56), esa actividad depende de la 

concentración. Sin embargo, también puede ejercer un efecto prooxidante que 

depende de la dosis y del tejido específico (57, 58). La protección de DHEA contra 

el estrés oxidativo se explica mediante mecanismos genómicos y no genómicos 

(59). 

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El parásito Plasmodium causa una mayor mortandad y patología en los individuos 

de sexo masculino (1) este fenómeno se denomina dimorfismo sexual, dado que 

las principales diferencias entre los sexos se deben, en gran medida a los 

esteroides sexuales es probable que el dimorfismo sexual que se presenta por la 

malaria se deba al menos en parte a la actividad de las hormonas sexuales.  

 

Los mecanismos inmunológicos que conducen a la eliminación del parásito se 

basan en generar estrés oxidativo, porque el Plasmodium es sensible a los 

cambios redox. Paradójicamente, la infección con el Plasmodium induce estrés 

oxidativo y para protegerse del ambiente oxidante que el mismo parásito genera 

en el eritrocito y en las células infectadas aumenta sus defensas antioxidantes 

(60). Además, el hospedero modifica la actividad de sus enzimas antioxidantes 

durante las infecciones con el Plasmodium (61). Interesantemente, también se ha 

descrito que las hormonas sexuales regulan la actividad de las enzimas 

antioxidantes (44). Sin embargo, se desconoce si las hormonas sexuales regulan 

la actividad de la enzima CAT durante la infección con Plasmodium y también se 

desconoce si existe una expresión diferencial del gene de CAT entre los sexos. 

Por lo anterior, en este trabajo se estudiará si al modificar las concentraciones de 

las hormonas sexuales se afecta la actividad enzimática y la expresión génica de 

la enzima CAT en un modelo experimental de malaria.  

 



12 

 

 

 

5. HIPÓTESIS  

Se ha descrito que el estradiol ocasiona un aumento en la actividad de CAT (62) y 

que puede aumentar la expresión del gen (63), por lo que se espera que la 

gonadectomia en las hembras disminuya la actividad y expresión del gen CAT y la 

administración de 17-β estradiol aumente la actividad y la expresión del gen CAT. 

En cambio la testosterona puede disminuir la actividad de la enzima CAT (64), por 

lo que se espera que la gonadectomía en machos aumente la actividad de CAT y 

su expresión génica y que la administración  de testosterona disminuya la 

actividad y la expresión génica de CAT. 

La DHEA tiene la capacidad de aumentar la enzima antioxidante SOD (44), por lo 

que su administración podría aumentar la actividad de CAT y su expresión génica. 

 

6. OBJETIVO GENERAL 

Estudiar el efecto de las hormonas sexuales testosterona, estradiol y DHEA sobre 

la expresión del ARN mensajero que codifica para la enzima CAT, así como sobre 

su actividad enzimática. 

6.1 Objetivos específicos 

 Evaluar el efecto de la testosterona sobre la actividad enzimática de CAT y 

la expresión del gene CAT en sangre y bazo de ratones CBA/Ca machos y 

hembras infectados con P. berghei ANKA. 

 

 Evaluar el efecto del 17-β estradiol sobre la actividad enzimática de CAT y 

la expresión del gene CAT en sangre y bazo de ratones CBA/Ca machos y 

hembras infectados con P. berghei ANKA. 
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 Evaluar el efecto del DHEA sobre la actividad enzimática de CAT y la 

expresión del gene catalasa en sangre y bazo de ratones CBA/Ca machos 

y hembras infectados con P. berghei ANKA. 

 

 

7.  DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

Para evaluar el efecto de la testosterona se utilizaron 3 grupos de ratones 

CBA/Ca.  

El primer grupo constituido por 30 ratones machos, diez de los cuales se 

gonadectomizaron (Gx), otros diez ratones se abrieron y cerraron sin extraer las 

gónadas (sham) y los últimos diez ratones de este grupo se dejaron intactos. 

Cinco ratones de cada subgrupo se infectaron con 1x103 eritrocitos parasitados 

con P. berghei ANKA y el resto de los ratones de cada subgrupo se utilizó como 

control. 

El segundo grupo constituido de 10 ratones machos y 10 ratones hembras. A 

todos los ratones se les administró testosterona a una dosis de 0.9 mg por vía 

subcutánea dos veces por semana durante 3 semanas (65). Al término del 

tratamiento hormonal 5 ratones machos y a 5 ratones hembras se les infectó con 

P. berghei ANKA y los restantes se utilizaron como controles. 

 

El tercer grupo constituido de 10 ratones (5 machos y 5 hembras) a los cuales se 

les gonadectomizó a las 4 semanas de edad y se les permitió que se recuperaran 

de la cirugía por 28 días. Se les administró testosterona como se describió 

anteriormente y al día siguiente de la última inyección se infectaron con P. berghei 

ANKA. 

 

Para evaluar el efecto del 17-β estradiol se procedió de igual forma que para 

testosterona, solo que en el primer grupo se utilizaron ratones hembras en lugar 
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de machos y también se modificó la dosis que fue de 12 µg de estradiol 

administrado por vía subcutánea dos veces por semana durante 3 semanas (66). 

 

Para evaluar el efecto de DHEA, a 10 ratones machos y a 10 hembras se les 

administraron 200 µg del esteroide diariamente (5 veces) (67); a 5 ratones machos 

y a 5 hembras se les infectó con P. berghei ANKA. Los restantes 5 machos y 

hembras se utilizaron como controles. 

 

En el día 9 post infección todos los ratones se sacrificaron y se les extrajo la 

sangre y el bazo para determinar la actividad enzimática de CAT y la expresión de 

ARN mensajero del gen que codifica para CAT. 

 

8. MATERIALES Y REACTIVOS. 

 

 Equipo 

 Lector de placas Multiskan GO Termofisher 

 Termociclador Eppendorf  

 Termociclador Applied Biosystems 7500 

 Balanza analítica Sartorius 

 Campana de flujo laminar Veco 

 Micropipetas Gilson y Eppendorf de 1 µL, 10 µL, 20 µL, 50 µL, 200 µL y 

1000 µL. 

 

Vehículo para administrar esteroides 

Aceite de ajonjolí. 

 

Primers usados para el gen catalasa. 

 

Secuencia del oligonucleotido sentido: (DNA) CGG ATG GCT  TGC TCA GGA 

AGA TC [FAM] G  
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Secuencia del oligonucleotido antisentido: (DNA) CAT TGG  CGA  TGG CAT  TGA  

AA [AA]  

 

Primer usados para el gen de β-Actina. 

Secuencia del oligonucleotido sentido:     CGG-GTC-AGG-TAG-TCT-GTC-AGG-

TCC [JOE]G  

Secuencia del oligonucleotido antisentido: CTA-TGC-TCT-CCC-TCA-CGC-

CAT-C 

 

9. MÉTODOS 

9.1 Obtención de las muestras 

En el día 9 post infección se sacrificaron los ratones por dislocación cervical. Se 

extrajo la sangre de corazón y se colocó en un tubo Eppendorf con 200 µL de 

PBS/heparina. Se prepararon 2 alícuotas una para cuantificar la actividad 

enzimática y otra para evaluar la expresión del gen CAT. Además, se extrajo el 

bazo que se maceró en una malla de nylon con el embolo de una jeringa y PBS 

estéril. 

9.2 Determinación de la actividad específica de catalasa  

 

Se cuantificó el sustrato (peróxido de hidrógeno). Se adicionaron 50 µL de  

peróxido de hidrógeno y se aforó a 50 mL con agua, destilada estéril. Se midió la 

absorbancia a 240 nm. El cálculo se realizó con la siguiente fórmula: 

 

DO 240nm   x  1000 = (M)           donde  DO= densidad óptica o absorbancia  

37.76 

 

Se prepararon 10 mL a una concentración de 30 mM 

A cada muestra de sangre se le cuantificó la concentración de hemoglobina con la 

técnica de Drabkin y se diluyó a una concentración de 5 g/dL. 
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Se adicionó 1 µL de sangre diluida a una concentración de 5 g/dL y se virtió en 

499 µL de PBS estéril. Inmediatamente se adicionaron 250 µL de peróxido de 

hidrógeno 30 mM. Se leyó la absorbancia a 240 nm, al tiempo cero y a los 60 

segundos. 

 

Para realizar los cálculos se utilizó la siguiente fórmula 

 

Actividad= (1/ΔT)Ln(A0/Af) (vol total/vol de la muestra) 

 

Donde: ΔT corresponde al intervalo de tiempo en segundos de las dos mediciones 

(60 segundos), A0 y Af corresponden a la absorbancia en el tiempo cero y la 

absorbancia a los 60 segundos. 

Para obtener la actividad específica se dividió la actividad entre la concentración 

de Hb (sangre) y proteínas (bazo) en mg. 

 

9.3 Extracción de ARN de sangre 

 

Se extrajo la sangre y se colocó en 200 µL de PBS con heparina. Se centrifugó a 

3000 rpm durante 5 minutos, se separó el suero y al paquete de eritrocitos se le 

adicionaron 2 µL de saponina al 10 % y 1 mL de agua destilada estéril y se mezcló 

suavemente durante 1 minuto. Se centrifugó a 3500 rpm durante 1 minuto y se 

eliminó el sobrenadante. Se adicionaron 200 µL de Trizol y se mezcló en el vortex 

durante 5 minutos. Se adicionaron 100 µL de una mezcla de cloroformo: alcohol 

isoamilico y se mezcló durante 5 minutos. Se centrifugó a 8000 rpm durante 15 

minutos y se recuperó la fase acuosa en otro tubo estéril. Se adicionó un volumen 

igual de alcohol isopropílico y se almacenó a –70 °C. 
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9.4  Extracción de ARN de bazo y su cuantificación 

 

Se extrajo el bazo, se colocó en tubos cubiertos con una malla de nylon, se 

maceró con el embolo de una jeringa estéril, se agregaron 4 mL de PBS estéril, se 

centrifugó a 3500 rpm a 4°C durante 5 minutos y se eliminó el sobrenadante. 

El botón se resuspendió con agitación vigorosa en 500 L de PBS estéril, se 

adicionaron 400 µL de Trizol y 150 µL de la mezcla cloroformo: alcohol isoamílico 

y se agitó durante 15 minutos en el vortex. 

Se centrifugó a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C.y se recuperó la fase acuosa, 

se adicionó un volumen de alcohol isopropílico igual al volumen de la fase acuosa 

y se almacenó a -70°C. 

 

 

9.5  Secado y cuantificación de muestras de ARN 

 

Para recuperar el ARN precipitado, se centrifugó a 14,000 rpm durante 15 minutos 

a 4°C, se eliminó el sobrenadante y se adicionaron 400 µL de etanol al 80 % en 

agua DEPC y se centrifugó a 14,000 rpm durante a 15 minutos a 4°C. Se descartó 

el sobrenadante con una micropipeta y se cubrieron los tubos con papel Parafilm, 

se les realizaron pequeños orificios con una aguja (estéril), se colocaron los tubos 

en un lugar limpio a temperatura ambiente. 

Las muestras se hidrataron con 80 µL de agua DEPC al 0.1% estéril y se agitaron 

durante 5 minutos, se incubaron a 60 °C por 5 minutos y se centrifugaron a 14 000 

rpm durante 5 minutos a 4°C. Se realizó una dilución 1:200, se midió la 

absorbancia a 260 nm y se calculó la concentración de ARN en µg/µL de acuerdo 

con la siguiente formula: 

 

[ARN] = Abs 260nmX (40 µg/1000 µL) X 200 = µg/mL 
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Donde: 

Abs 260 nm = Absorbancia de la disolución a 260 nm . 

40 µg/1000 µL = Concentración de ARN cuando la absorbancia a 260 nm es 1 

200  factor de dilución. 

 

9.6  Retrotranscripción 

Se adicionaron 1.5 µg de ARN  y se ajustó el volumen a 10 µL con los siguientes 

reactivos: Agua DEPC + 1.0 µL oligo dT (0.5 µg/µl) + 1.5 µg de ARN= 10 µL 

Se incubó a 65°C por 10 minutos en el termociclador e inmediatamente se colocó 

en hielo por 5 minutos, se centrifugó a 14,000 rpm durante 5 segundos y se incubó 

en hielo. Se adicionaron 10 µL de la mezcla de retrotranscripción (4 µL de 

amortiguador first strand, 0.1 µL de inhibidor de RNAasa, 2 µL de dNTP’s 5 mM y 

0.2 µL de enzima MMLV-RT. La mezcla se incubó a 37°C por una hora en el 

termociclador y se colocó en hielo durante 5 minutos, se centrifugó a 14, 000 rpm 

durante 5 segundos y se adicionaron 80 µL de agua DEPC y los DNAc así 

obtenidos se almacenaron a -70 °C hasta su uso. 

 

9.7  Cuantificación de la expresión de catalasa por PCR en tiempo real. 

Se preparó la mezcla de reacción de la siguiente forma: 

Stock []/reacción Volumen por 

reacción 

Volumen total (para 96 pozos) 

con un exceso de 1.18 

Agua MQ - 3.62 µL 412.68 µL 

Mezcla 10 X 1X 0.5 µL 57 µL 

MgCl2 100 mM 3 Mm 0.15 µL 17.1 µL 

Taq 5 U/µl 0.03 U/µL 0.03 µL 3.42 µL 

Oligo F y R 

10µM 

200 nM 0.1 µL 11.4 µL 

ROX 50X 1x 0.1 µL 11.4 µL 
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ROX: Fluorocromo de referencia pasiva 

Oligo F y R: Oligo sentido y antisentido 

U: Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima requerida para 

incorporar 10 nmoles de dNTP’s en fracciones de DNA en 30 minutos a 72 ° C. 

 

Se separaron alícuotas de 9.99 µL de la mezcla de reacción en tubos Eppendorf 

de 250 µL. A cada tubo se le adicionaron1.11 µL del DNAc de cada muestra, y se 

adicionaron 5 µL por pozo en la placa. 

Como negativo se utilizó agua destilada. La placa se cubrió con un plástico óptico, 

se centrifugó a 2500 rpm por 5 minutos y se colocó en el termociclador 7500 de 

Applied Biosystems. La amplificación se realizó a una temperatura de alineación 

de 55°C y se utilizaron 45 ciclos. 

 

Programa de ciclaje 

1-90°c (2 min)                           

2-95°c (30 seg) 

3-55°c (45 seg) 

4-72°c (45 seg) 

Repetir  el paso 2 al 4 (45 ciclos) 

Programa para la curva de fusión  

1-95°C (15 seg) 

2-55°C (1 min) 

3-95°C (30 seg) 

4-55°C (15 seg) 
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9.8  Análisis estadístico 

 

Se utilizó el programa estadístico GraphPad Prism 6 para realizar las gráficas y su 

correspondiente análisis estadístico la cual consistió en una prueba de Anova de 

una vía para saber si existían diferencias significativas, posteriormente se realizo 

el análisis de varianza con la prueba de Tukey, las pruebas tuvieron una 

significancia del 5% (p<0.05%). 

 

10 RESULTADOS. 

10.1 Efecto de la testosterona sobre la actividad enzimática y la expresión 

de catalasa en ratones infectados con P. berghei ANKA. 

 

La gonadectomía (Gx) no modificó la actividad de la enzima CAT en la sangre de 

los machos y las hembras (Figura 2A y 2B). Únicamente en el bazo de ratones 

infectados se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre los 

machos y las hembras intactas (Figura 2D), en este tejido, la gonadectomía 

disminuyó significativamente la actividad de CAT únicamente en las hembras.  La 

infección con P. berghei ANKA incrementó la actividad de la enzima en bazo  de 

las hembras intactas (Figura 2C y 2D). 
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Figura 2. Efecto de la gonadectomía sobre la actividad de catalasa en la sangre y el bazo de ratones 

infectados con P. berghei ANKA y no infectados. El color azul denota a los grupos de ratones machos y el 

morado corresponde a los grupos de ratones hembras, las flechas y líneas representan diferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos (p≤0.05%). Cada histograma representa el promedio con su 

respectiva desviación estándar.  

El reemplazo con testosterona a ratones machos y hembras gonadectomizados no 

cambio la actividad de CAT en sangre (Figura 3A). Sin embargo, en el bazo la 

testosterona disminuyó significativamente la actividad de CAT en las hembras 

(Figura 3B).  

* * 

* 
* 
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Figura 3. Efecto de la testosterona, estradiol y DHEA en ratones gonadectomízados sobre la 
actividad específica de catalasa en sangre y bazo de ratones infectados con P. berghei ANKA. El 
color azul denota a los grupos de ratones machos y el color morado corresponde a los grupos de ratones 
hembras, las flechas y líneas representan diferencias estadísticamente significativas entre los grupos 
(p=0.05%).  Cada histograma representa el promedio con su respectiva desviación estándar. 
 

 

Cuando se evaluó la actividad de la enzima CAT en ratones intactos a los que se 

les administró  testosterona y se infectaron con P. berghei ANKA. No se 

detectaron diferencias significativas en la actividad de CAT en la sangre de 

ratones machos o hembras de los grupos control que no se infectaron con P. 

berghei ANKA (Figura 4A). Sin embargo, en el bazo, el administrar testosterona 

incrementó significativamente la actividad de la enzima en las hembras no 

infectadas, mientras que no se observaron cambios de la actividad enzimática en 

los machos (Figura 4C). La administración de testosterona en los grupos de 

machos o hembras que se infectaron con el parásito no modificó 

significativamente la actividad de la enzima en la sangre (Figura 4B) ni en el bazo 

(Figura 4D).  

* 
* * 

* * 
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Figura 4. Efecto de la administración de testosterona, estradiol ó DHEA sobre la actividad 
específica de catalasa en sangre y bazo de ratones infectados con P. berghei ANKA y no 
infectados. El color azul denota a los grupos de ratones machos y el color morado corresponde a los grupos 
de ratones hembras, las flechas y líneas representan diferencias estadísticamente significativas entre los 
grupos (p=0.05%).  Cada histograma representa el promedio con su respectiva desviación estándar. 
 

También se evaluó la expresión del gene catalasa en relación al gene constitutivo 

β-actina. Se detectó que la expresión relativa de CAT en los ratones Gx infectados 

con P. berghei ANKA y en los no infectados fue mayor en bazo (Figura 5C y 5D) 

que en la sangre (Figura 5A y 5B). La gonadectomía no modificó la expresión del 

gene en la sangre o en el bazo en los ratones de ambos sexos no infectados 

(Figura 5A y 5C). La infección incrementó la expresión del gene CAT en ambos 

tejidos. Interesantemente la gonadectomía disminuyó significativamente la 

expresión de CAT en la sangre de las hembras infectadas, pero no generó 

cambios en los machos infectados (Figura 5B).  

* 
* 

* * * 
* 
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Figura 5. Efecto de la gonadectomía sobre la expresión relativa de catalasa en sangre y bazo de 
ratones infectados con P. berghei ANKA y no infectados. El color azul denota a los grupos de ratones 
machos y el color morado corresponde a los grupos de ratones hembras, las flechas y líneas representan 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos (p=0.05%).  Cada histograma representa el 
promedio con su respectiva desviación estándar. 
 

10.2 Efecto del estradiol sobre la actividad enzimática y la expresión de 

catalasa en ratones infectados con P. berghei ANKA. 

En las hembras gonadectomizadas tratadas con estradiol la actividad enzimática 

de CAT en la sangre aumento significativamente con respecto al grupo control 

(vehículo) (Figura 3A). Mientras que en el bazo la actividad específica de CAT 

disminuyó cuando se administró estradiol en relación al grupo tratado con vehículo 

(Figura 3B). 

La administración de estradiol en las hembras infectadas incrementó la actividad 

de CAT en relación a las hembras tratados con el vehículo (Figura 4B). Sin 

* 

* 

* 

* * 

* 
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embargo, en el bazo la administración de estradiol en conjunto con la infección no 

modificó significativamente la actividad de la enzima CAT (Figura 4D).  

Las hembras expresaron más CAT que los machos en sangre y la administración 

de estradiol no modificó la expresión del gene de CAT (Figura 6A). 
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Figura  6. Efecto de la testosterona, estradiol y DHEA en ratones gonadectomizados sobre la 
expresión relativa de catalasa en sangre y bazo de ratones infectados con P. berghei ANKA. El 
color azul denota a los grupos de ratones machos y el color morado corresponde a los grupos de ratones 
hembras, las flechas y líneas representan diferencias estadísticamente significativas entre los grupos 
(p=0.05%).  Cada histograma representa el promedio con su respectiva desviación estándar. 
 

Ni la infección ni la administración de estradiol modifico la expresión del gen CAT 

en sangre o bazo (Figura 7B y 7D). A pesar de que si se detectó una tendencia al 

incremento de la expresión del gene, la variabilidad tan grande de los resultados 

impidió demostrar un efecto estadísticamente significativo. 
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10.3 Efecto del esteroide DHEA sobre la actividad enzimática y la  

expresión del gene de catalasa en ratones infectados con P: berghei 

ANKA. 

La administración de DHEA a los ratones machos o hembras gonadectomizados e 

infectados con el parásito no modificó la actividad de CAT en la sangre o en el 

bazo en relación a los grupos control que recibieron vehículo (Figura 3A y 3B). 

 La administración de DHEA en ratones machos y hembras intactos y sin infección 

no modificó la actividad de la enzima en sangre (Figura 4A y 4B). Sin embargo, en 

el bazo de las hembras infectadas la administración de DHEA incremento la 

actividad de CAT en el bazo (Figura 4D). 

Las hembras tratadas con DHEA (Figura 6A, 7A y 7B) presentaron expresión 

génica significativamente mayor en sangre que los machos tratados con DHEA, 

sin embargo este resultado no correlacionó con la actividad enzimática específica 

(Figura 4A y 4B). 
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Figura 7. Efecto de la testosterona, estradiol y DHEA en ratones sobre la expresión relativa de 

catalasa en sangre y bazo de ratones infectados con P. berghei  ANKA e no infectados. El color 

azul denota a los grupos de ratones machos y el color morado corresponde a los grupos de ratones hembras, 

las flechas y líneas representan diferencias estadísticamente significativas entre los grupos (p=0.05%).  Cada 

histograma representa el promedio con su respectiva desviación estándar. 

 

11 DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Como se esperaba la administración de la hormona estradiol aumento la actividad 

enzimática y la expresión del gen CAT, mientras que la gonadectomía en hembras 

causó el efecto opuesto. Este hallazgo sugiere que el estradiol regula la actividad 

y la expresión de catalasa. Nuestros resultados corroboran que las hormonas 

regulan la homeostasis oxidativa (68). 

* * 

* 

* 
* 
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La gonadectomía en machos no generó cambios significativos en la actividad y 

expresión de catalasa, lo que contrasta con la actividad oxidante previamente 

descrita de la testosterona (69). Sin embargo, la administración de disminuyo la 

actividad enzimática de CAT en las hembras. Se ha descrito que las hormonas 

son responsables de la diferencia en la suceptibilidad ante malaria (67) y con 

estos resultados demostramos que una misma hormona puede tener efectos 

diferentes en cada sexo. 

DHEA no afecto la actividad enzimática ni la expresión de CAT. 

Otro aspecto interesante es que la actividad enzimática y la expresión de CAT 

fueron mayores en bazo que en sangre, esto puede deberse a que el bazo es uno 

de los principales órganos (junto al hígado) que median la respuesta inmune 

contra la fase sanguínea de la malaria (70)  

11.1 Efecto de la testosterona sobre la actividad enzimática y la expresión de 

catalasa 

La testosterona moduló negativamente la actividad de la enzima CAT en el bazo, 

ya se conocía que a concentraciones altas de testosterona podía causar un 

incremento de las ROS (71) probablemente ligada a la disminución de la actividad 

de CAT. Lo anterior indicaría por que los adultos del género masculino desarrollan 

síntomas de la enfermedad más graves (67). 

La infección incrementó la expresión del gene CAT lo que corrobora que la 

infección con el Plasmodium induce estrés oxidativo y como consecuencia en un 

intento para neutralizarlo, se incrementa la expresión de la enzima antioxidante 

CAT. Este resultado es interesante particularmente en los machos, ya que se ha 

descrito que la presencia de hormonas masculinas disminuye la expresión de 

genes relacionados a la resistencia a la malaria (70). Sin embargo en este trabajo 

ocurrió lo contrario. 

La expresión dimórfica del gene depende del sexo del ratón. Los machos 

gonadectomizados e infectados expresaron mayor CAT que las hembras, pero la 
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diferencia no resultó estadísticamente significativa, este aparente aumento en 

catalasa puede deberse a que las concentraciones bajas de testosterona 

incrementan la concentración de citocinas proinflamatorias (72), las cuales se 

relacionan con el incremento de las ROS (73). 

La administración de testosterona disminuyó la actividad de CAT. Sin embargo, la 

gonadectomia no modificó la actividad de la enzima. Estos resultados son 

similares a los descritos previamente (54). Además de que la testosterona participa 

en regulación de la  homeostasis celular oxidativa (74). 

 

11.2 Efecto del estradiol sobre la actividad enzimática y la expresión de 

catalasa en ratones infectados con P. berghei ANKA. 

Los resultados sugieren que las hormonas sexuales que se producen en las 

gónadas de las hembras (estradiol y progesterona) modulan positivamente la 

actividad de la enzima CAT. La misma dosis de estradiol puede modular la 

actividad de CAT de forma diferente en los distintos tejidos ya que hubo un mayor 

efecto en sangre. De lo anterior el 17-β estradiol puede influenciar en el estrés 

oxidativo de diferente forma, por ejemplo en el músculo esquelético modifica la 

expresión de genes antioxidantes tales como GPx (75) mientras que en la 

superficie del epitelio ovárico puede causar daño al ADN (76), además de que el 

estradiol tienen la capacidad de aumentar la respuesta de células dentriticas (77) . 

La ausencia de hormonas sexuales femeninas también se ha asociado a una 

mayor parasitemia (78) y ya que CAT también disminuye con la ausencia de las 

hormonas femeninas  es posible la CAT ayude a mantener una menor 

parasitemia. 

Otro aspecto interesante fue que el estradiol puede  aumentar la actividad de CAT 

en las hembras no infectadas  mientras que la combinación de la administración 

de estradiol con la infección con P. berghei no generó este efecto, puede deberse 

a la capacidad del parásito de mantener un adecuado balance redox dentro del 
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eritrocito (46). Algo a destacar es que la actividad enzimática de CAT no coincide 

con su expresión génica por lo que podemos deducir que ambos fenómenos están 

desfasados en el tiempo y la influencia de las hormonas puede darse tanto en la 

expresión del gen así como en la actividad de la enzima. 

11.3 Efecto de DHEA sobre la actividad enzimática y expresión del gene de 

CAT 

Se ha descrito que DHEA favorece la actividad de las enzimas antioxidantes como 

SOD (44), además que las concentraciones más elevadas de DHEA que ocurren 

en los individuos de 25 a 35 años de edad correlacionaron con parasitemias bajas. 

(36). 

Los resultados indican que la expresión del ARN mensajero es un fenómeno que 

ocurre desfasado en el tiempo en relación a la síntesis de la proteína y a la 

actividad enzimática (Figura 3D) ya que las hembras tienen una mayor actividad 

de CAT en bazo que los machos.  

Es relativamente poco lo que se conoce acerca de DHEA comparado con 

hormonas como testosterona y estradiol sin embargo este estudio demuestra que 

a pesar de que DHEA tiene una relación con el control del estrés oxidativo, no 

detectamos que modificara la actividad o la expresión de la enzima CAT en 

ratones infectados con P. berghei ANKA, por lo que es probable que no intervenga 

en la modulación de la actividad de catalasa.   

 

12. CONCLUSIONES 

 La actividad enzimática de catalasa y su expresión génica es mayor en 

bazo que en la sangre y se incrementa cuando existe infección con el 

Plasmodium.  
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 La gonadectomía disminuyó la actividad de catalasa en hembras pero no 

afectó a los machos, lo que sugiere que los esteroides gonadales en las 

hembras aumentan la actividad de catalasa en el bazo.  

 Reconstituir con testosterona a los ratones gonadectomizados no modificó 

la actividad de la enzima en sangre pero en el bazo disminuyó 

significativamente la actividad de catalasa. 

  Reconstituir con estradiol promueve la actividad enzimática en sangre pero 

la disminuyó en el bazo lo que sugiere que el estradiol interactúa con sus 

posibles receptores de forma diferencial lo que depende del tejido blanco y 

también del sexo del ratón.  

 La reconstitución con DHEA no modificó la actividad de catalasa en los 

machos pero la incrementó en el bazo de las hembras.  

 La expresión del gene de catalasa en ratones intactos es mayor en la 

sangre de las hembras que en la de los machos y la administración de 

esteroides sexuales en ratones intactos no modificó la expresión del gene.  

 Los mecanismos que rigen la expresión del gene catalasa y su actividad 

son diversos y complejos, si bien están bajo la regulación de los esteroides 

sexuales, también existen otros mecanismos reguladores independientes 

de los esteroides sexuales que operan simultáneamente. 
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14-Anexo 

     Reactivos 

 Alcohol al 70% 

 Aceite de almendras  

 Propianato de testosterona 30mg/1mL 

 Fenilpropionato de testosterona 60mg/1mL 

 Isocaproato de testosterona 60mg/1mL 

 Decanoato de testosterona 100mg/1mL 

 17-β-estradiol (Sigma) 

 Dehidroepiandrosterona (Sigma) 

 Heparina 

 PBS 10X  
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 Tripure (Roche) 

 Cloroformo/alcohol isoamílico 49:1 

 Alcohol isopropílico (Sigma) 

 Reactivo BIO-RAD para determinación de proteína. 

 Albumina sérica bovina 

 Agua con dietilpirocarbonato al 0.001% (Agua DEPC)  

 Etanol al 80% con Agua DEPC 

 Amortiguador First Strand (Promega) 

 Inhibidor de RNAsa RNAsin (Promega) 

 dNTP’s 200 µM 

 Enzima MMLV-RT 5mM (Promega) 

 Ditiotreitol (dTT) [Promega] 

 Cloruro de Potasio 50mM 

 Gelatina 200 µM 

 TRIS HCl 20 mM 

 Cloruro de Magnesio 100 mM 

 Taq Polimerasa 5U/µL (Promega) 

 Referencia Pasiva ROX 50X (Invitrogen) 
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