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1. RESUMEN

La malaria o paludismo es una enfermedad parasitaria causada por un protozoario del
género Plasmodium, la cual representa un problema de salud publica mundial. Una
caracteristica de la enfermedad es el dimorfismo sexual, los machos desarrollan mayor
severidad en sintomas y mortalidad que las hembras. Se ha descrito que las hormonas
sexuales juegan un papel importante en la diferenciacién sexual en roedores y también
participan en la regulacién de la respuesta inmune. La infeccién con Plasmodium genera
un proceso inflamatorio intenso mediado por interferén y (IFN-y), citocina importante en
la eliminacion del pardsito, asi como en la activacion de otras células de la respuesta
inmune, como los macrdfagos. Por otra parte, se ha demostrado que el estrés oxidativo es
el principal mecanismo que utilizan las células de la respuesta inmune para eliminar al
pardsito. Hasta el momento, adn se desconocen los mecanismos por los cuales las
hormonas sexuales pudieran modular la expresiéon de citocinas pro-inflamatorias y el
estrés oxidativo en malaria. Por lo anterior, en este trabajo se estudio el efecto de la
testosterona, el estradiol y la dehidroepiandrosterona (DHEA) en el estrés oxidativo y la

expresion de IFN-y en un modelo experimental de malaria murina.

Se utilizaron cuatro grupos de seis ratones hembra y cuatro grupos de seis ratones macho,
de la cepa CBA/Ca, a las 4 semanas de edad se gonadectomizaron. A cada grupo de
hembras y machos, se les administrd testosterona o estradiol o DHEA o Unicamente el
vehiculo (control); cada tercer dia, por un periodo de 3 semanas. Posteriormente, todos
los grupos de ratones se inocularon con 1x10° eritrocitos infectados con Plasmodium
berghei ANKA y todos los ratones se sacrificaron al dia 8 posterior a la infeccién.
Diariamente se determind la parasitemia. Ademas, se evalud la actividad de las enzimas
SOD y GPx y la concentracién de MDA, asi como parametros del estrés oxidativo, la

expresion génica de IFN-y en sangre, bazo, higado y cerebro.

La administracién de testosterona incrementd la parasitemia, mientras que el estradiol la
disminuyd y la DHEA no la modificé. Los tres esteroides disminuyeron la expresion relativa
de IFN-y en sangre. La testosterona incrementé el estrés oxidativo en ambos sexos al
aumentar en la sangre la concentracion de MDA. El estradiol indujo un efecto dimérfico;
incrementd el estrés oxidativo en la sangre de las hembras y lo disminuyd en los machos,

mientras que DHEA no modificé la concentracion de MDA en ningun tejido.



2. INTRODUCCION.

La malaria o paludismo es una enfermedad parasitaria ocasionada por diferentes especies
del género Plasmodium y constituye un problema de salud publica mundial. En el 2012
ocurrieron 207 millones de nuevos casos y 627,000 muertes por su causa’. Una de las
caracteristicas que presentan los pacientes con malaria es el dimorfismo sexual, en
general los hombres desarrollan mayor severidad en los sintomas, asi como mayor
mortandad que las mujeresz’ 3 Los pacientes con malaria desarrollan anemia y fiebres
intermitentes, que se han asociado con un proceso inflamatorio severo mediado por los
radicales libres y el IFN-y. Estas moléculas provienen de células encargadas de la respuesta
inmune, activadas por la presencia del parasito y normalmente se encuentran en
concentraciones bajas en el organismo. Si bien, estas moléculas son importantes para
eliminar al parasito®®, también estan intimamente relacionadas con la patologia. En
estudios anteriores se demostréo que el estrés oxidativo y la respuesta inmune se
incrementan durante la infeccion con Plasmodium falciparum o Plasmodium berghei
ANKA, ademas este incremento esta directamente relacionado con la severidad de la

enfermedad™>®®.

A pesar de la intensa investigacién en las ultimas décadas, aun no se conocen con
precisidn los mecanismos que desencadenan el dimorfismo sexual en malaria. Es probable
gue las hormonas sexuales sean responsables de las diferencias en severidad de la malaria
entre machos y hembras. Se ha demostrado que los esteroides sexuales son responsables
de las diferencias bioldgicas entre machos y hembras y a su vez modulan la respuesta
inmune®. Sin embargo, se desconoce si las hormonas sexuales regulan el estrés oxidativo y
la expresion de IFN-y en los individuos con malaria. En este trabajo se estudi¢ el efecto de
reconstituir a ratones gonadectomizados con estradiol, testosterona o DHEA sobre: a) la
parasitemia; b) el estrés oxidativo y c) la expresidon de IFN-y en sangre, bazo, higado y
cerebro de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA.



3. MARCO TEORICO.

3.1. Malaria: Un problema de atencion mundial

La malaria es la enfermedad infecciosa que provoca el mayor numero de muertes en el
mundo, el responsable es un protozoario del género Plasmodium sp. La organizacidon
mundial de la salud™ reporta que alrededor de 3.4 billones de personas estan en riesgo de
contraer esta enfermedad. En el 2012 ocurrieron 207 millones de nuevos casos y 627,000
muertes por su causa (Figura 1)%.

[] No aplica
[C] 0—100,000 casos

[ 100,000—1 millén de casos

B 1 millén—4 millones de casos
Il 2 millones—8 millones de casos

B >8 millones de casos

. . . 1
Figura 1. Casos estimados de malaria en el mundo .

3.2. Ciclo vital de Plasmodium.

El Plasmodium pertenece al subphylum Apicomplexa y se han identificado mas de 100
especies de Plasmodium que pueden infectar a mamiferos, aves y reptiles, de las cuales 5
de ellos infectan al hombre: P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale y P. knowlessi.

Todos se transmiten por la picadura del mosquito hembra Anopheles infectado™ ™.

El ciclo vital se divide en dos fases: la fase sexual que tiene lugar en los mosquitos y la fase
asexual que se realiza en el humano. El ciclo vital comienza con la introduccién de
esporozoitos desde la saliva del mosquito. Los esporozoitos atraviesan la piel y al cabo de

30 minutos invaden a los hepatocitos donde se multiplican y se diferencian a merozoitos



(Figura 2). Al llegar al higado, algunos esporozoitos evaden a la respuesta inmune, otros
son capturados por células de Kupffer y células NK (Natural Killer) que estimulan a los

hepatocitos para la produccidn de especies reactivas de nitrégeno™ ™.

Los merozoitos entran a la circulacién e invaden rapidamente a los eritrocitos; entonces
los merozoitos se transforman en trofozoitos que dividen su nucleo y se transforman en
esquizontes; a este proceso se le conoce como esquizogonia. Los esquizontes al madurar
generan merozoitos, que nuevamente se multiplican en los eritrocitos. Algunos
merozoitos, se diferencian sexualmente en microgametocitos masculinos y

113 cuando el mosquito Anopheles se alimenta e

macrogametocitos femeninos (Figura 2)
ingiere junto con la sangre a los gametocitos; en su intestino se forman microgametos
masculinos y macrogametos femeninos que posteriormente se fusionan y dan paso a la
fertilizaciéon. A continuacién se forma el cigoto diploide que se diferencia a un oocineto
movil que perfora la pared intestinal donde crece y se transforma en un oocisto, en su
interior se producen numerosos esporozoitos que se liberan y migran a las glandulas
salivales. El ciclo continua cuando el mosquito se alimenta y transfiere a los esporozoitos

al siguiente hospedero (Figura 2)**™.

Esporozoitos
{en sangre]

E!pulnxuitu!J ‘&%\g 1 |
SN '
/. \}3 \'-.
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\
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:
\

\ |
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Figura 2. Ciclo vital de Plasmodium™.



3.3. Caracteristicas principales de Plasmodium berghei ANKA

Por problemas técnicos y éticos, es dificil analizar los mecanismos de la respuesta inmune
gue se generan contra el plasmodio en humanos, por lo que se utilizan modelos en
animales para el analisis critico de esos mecanismos. Los modelos murinos presentan
caracteristicas similares a la enfermedad en humanos. En particular, el modelo de
infeccién en ratones CBA/Ca con Plasmodium berghei ANKA, es semeja la malaria que se
presenta en el humano cuando se infecta con P. falciparumz. Ambos pardsitos tienen
preferencia por los reticulocitos, generan un nimero similar de merozoitos e inducen
infecciones asincrénicas®*®. P. berghei ANKA se aislé de su vector Anopheles dureni, por
Vinckei y Barfort, en la Republica Democratica del Congo; al Oeste de Africa, en el afio de
1966°.

Unas de las principales caracteristicas de P. berghei ANKA es su tasa de multiplicacion, se
reproduce 10 veces cada 24 horas. Ademas, una vez que el parasito infecta al hospedero,

inicia su reproduccién asexual de forma asincrénica®**?

. Tanto P. berghei como P.
falciparum, generan en sus hospederos dimorfismo sexual, ya que la patologia es mas
severa en los machos que en las hembras. Sin embargo, se desconoce la influencia que
tienen las hormonas sexuales en las diferencias en susceptibilidad entre hombres vy
mujeres”®. En este trabajo se estudié el efecto de las hormonas sexuales sobre la
parasitemia, el estrés oxidativo y la expresion de IFN-y en CBA/Ca infectados con P.berghei

ANKA.
3.4. Respuesta inmune y la malaria

La infeccién con Plasmodium induce dos clases de respuestas inmunes a) la celular y b) la
humoral. La primera linea de defensa es la respuesta inmune celular, en ella los
macrofagos vy los neutrdfilos, ingieren y degradan al parasito, a este proceso se le conoce
como fagocitosis®. Inicia cuando los macréfagos entran en contacto con el parasito y se
activan a través de receptores en la membrana. Esto induce cambios en el citoesqueleto
que le permiten envolver al patégeno con estructuras parecidas a pseuddpodos y

encapsular al parasito (Figura 3)™.

A la estructura que introduce al parasito dentro de la célula se le denomina fagosoma.

Después se induce el transporte de vacuolas que contienen enzimas digestivas y especies



altamente reactivas a través del citoplasma, denominadas lisosomas, que se fusionan con
el fagosoma y forman el fagolisosoma que inactivan y degradan al parasito. Finalmente, se
desechan los residuos al ambiente extracelular por exocitosis (Figura 3)**. La fagocitosis es
la principal forma de eliminacién del parasito durante la fase aguda de la enfermedad
debido a que no se requiere un conocimiento previo del patégeno para que se active,
ademas el parasito es susceptible a los radicales libres que se producen durante este

proceso™”.

Figura 3. Esquema general de la fagocitosisls. Las etapas del proceso de la fagocitosis son: a) quimiotaxis, b)
adherencia macrdéfago-parasito, c) endocitosis, d) formacion del fagosoma, e) formacion del fagolisosoma y
degradacidn del parasito, f) eliminacién de los desechos.

En la mayoria de las ocasiones la fagocitosis no es suficiente para eliminar completamente
al parasito. Por esta razén, es necesario que las células produzcan sustancias capaces de
magnificar la respuesta inmune y hacerla especifica en contra el Plasmodium. Las células
asesinas naturales del Inglés (natural killer NK) y las células dendriticas producen citocinas,
que son moléculas con diferentes actividades biolégicas como la de inducir la quimiotaxis,
un proceso mediante el cual las células de la respuesta inmune presentes en el torrente
sanguineo migran al sitio donde se ubica el organismo invasor. En la respuesta inmune

también participan las células T, las células B, y otros fagocitos profesionales (Figura 4)*,

Los linfocitos T son importantes en la respuesta inmune en contra del Plasmodium. Se
clasifican en Thl y Th2 y Th17. Se activan por macréfagos o células dendriticas que

procesaron al parasito e interactuan con los linfocitos T y B para que se activen. La
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principal funcion de los linfocitos T es la de regular y amplificar la respuesta inmune via la
secreciéon de citocinas. Los linfocitos Thl producen citocinas como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), el interferén gamma (IFN-y) e interleucinas 1y 2 (IL-1 e IL-2), para

16,17

que se recluten mas fagocitos profesionales™"". Ademds el TNF-a y el IFN-y pueden

activar a los macréfagos para que generen especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno

que son toxicas para el parasito (Figura 4)>*2.

Las células Th2 secretan citocinas como: IL-4, IL-5, IL-6, e IL-10 que inducen la
diferenciacién de los linfocitos B a células plasmdticas para que sinteticen anticuerpos IgM
e 1gG; y asi responden de forma especifica contra el pardsito. Los anticuerpos etiquetan al
parasito para que lo reconozcan los fagocitos profesionales. A las respuestas mediadas por

>18 Durante la etapa aguda de la infeccion con

anticuerpos se les conoce como humorales
Plasmodium predomina la respuesta tipo Thl o pro-inflamatoria y la respuesta de tipo Th2

en la fase tardia de la infeccién®.
3.4.1 Citocinas

Las citocinas son moléculas de naturaleza proteica, polipéptidos o glucoproteinas
hidrosolubles de tamano entre 8 y 30 kDa. Se sintetizan por células del sistema
inmunolégico y se producen cuando la célula se activa. Una de sus principales
caracteristicas es la pleiotropia, esto es, una sola citocina puede actuar en diferentes tipos
de células. Ademas las citocinas tienen una actividad redundante, por lo que diferentes

citocinas pueden tener el mismo efecto™.

De acuerdo con su funcién se pueden dividir en dos categorias: pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias. La respuesta tipo Thl es pro-inflamatoria. En esta clase de respuesta los
linfocitos T secretan citocinas como: IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IFN-y y TNF-a. Mientras que la
respuesta anti-inflamatoria es de tipo Th2 y se caracteriza por el incremento de las
citocinas: IL-4, IL-10, IL-13, TGF—Blg.

3.4.1.1 Interferon Gamma (IFN-y)

El IFN-y es una proteina de 17.1 kDa y presenta tres formas que difieren entre ellas en el
grado de glucosilacidon. La produccion de IFN-y se estimula por: patégenos, el
entrecruzamiento de moléculas de superficie, antigenos especificos, la activacién del



receptor de las células T, también se estimula por citocinas (IL-1, IL-2, IL-12 e IL-18),
factores de crecimiento y por los estrégenos. La expresidon del gen de IFN-y se inhibe por
glucocorticoides, TGF-B e IL-10%°. Durante la fase aguda de la infeccion por Plasmodium, el
IFN-y se incrementa de manera significativa (Figura 4).
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Figura 4. Relacidon entre la respuesta inmune y la respuesta adaptativa en el estadio sanguineo de la
malaria’’. Posible regulacion de la inmunidad adaptativa mediada por citocinas producidas por células de la
respuesta inmune innata en la fase sanguinea del paludismo. Las células dendriticas interaccionan con los
eritrocitos parasitados via los receptores CD36 y los receptores tipo Toll (TLR), ademas reciben estimulacion
via citocinas inflamatorias, como el interferén-y (IFN-y), las células dendriticas (DCs) maduran y migran al
bazo, el sitio primario de la respuesta inmune contra Plasmodium en el estadio sanguineo. La maduracién de
las DCs incrementa la expresién de moléculas MHC de clase Il, CD40, CD80, CD86, moléculas de adhesién y
la produccién de interleucina-12 (IL-12) que activa a las células asesinas naturales (NK) para producir IFN-y e
induce la diferenciacién de células Thl. La produccion de IFN-y, por las células NK resulta en la maduracion
de las DC lo que facilita la expansién clonal de las células T CD4" especificas de antigeno que producen IL-2
que activa mas células NK para producir IFN-y, lo que induce la maduracién de las DC activa a los macrdéfagos
y amplifica ain mas la respuesta inmune adaptativa. La IL-10 y el factor de crecimiento transformante-$8
(TGF-B) regulan negativamente las respuestas innatas y las adaptativas.

El IFN-y es una citocina importante en la respuesta inmune en contra del parésit021. Se
sintetiza en los linfocitos T CD4", T CD8", células T v§, asi como en las células NK, como
respuesta a microorganismos. En los ultimos afios se ha demostrado que las células
mieloides (células dendriticas, macréfagos y neutrofilos) también son capaces de producir

IFN-y a través de la estimulacién con IL-12 e IL-18 (Figura 4)%%4,



Sin embargo, la interaccion de IL-12 e IL-18 no es suficiente para inducir la produccién
Optima de IFN-y, puesto que las células NK también requieren del contacto directo con el

eritrocito parasitad021’22

. De esta forma, el IFN-y proveniente de las NK promueve la
maduracion de las células dendriticas y de los macréfagos; ademds estimula la
proliferaciéon y maduracion de los linfocitos CD4+ (Th1) que sintetizan IL-2, ésta citocina a
su vez, activa a las células NK para que generen mas IFN-y. Las células Thl también
promueven la diferenciacién via citocinas de las células Th2 que cooperan con los
linfocitos B para que sinteticen anticuerpos citofilicos que en ratén son IgGla e IgG2b

(Figura 4)*.
3.5. Efecto de las hormonas sobre la respuesta inmune

Las hormonas sexuales son responsables de las principales diferencias entre machos y
hembras’. Son de naturaleza lipidica y se clasifican en andrégenos y estrégenos. Se
sintetizan en las génadas (ovarios y testiculos) y en muy poca proporcion, alrededor del
10%, en las glandulas suprarrenales®. El colesterol es el precursor de todas las hormonas
esteroideas®. Sufre una ruptura en una de sus cadenas laterales y se transforma en
pregnenolona que es el precursor de los esteroides sexuales testosterona, estradiol y
DHEA*,

3.5.1. Testosterona

La testosterona es la principal hormona en los machos, es responsable de la formacién de

25,2 . .
>28 Se sintetiza

la masa muscular y de la aparicion de los caracteres sexuales secundarios
en las células de Leydig, en el testiculo, a partir de la pregnenolona, que por accién de la
enzima 17-a-hidroxilasa, se hidroxila en el carbono 17 y se transforma en 17-
ahidroxipregnenolona®®. A continuacién, la 17-ahidroxipregnenolona sufre una reduccion
en el carbono 17 por accién de la enzima 17,20-liasa y genera a la dehidroepiandrosterona
[DHEA]*. Luego por accidn de la enzima 17-Bhidroxiesteroide deshidrogenasa (17-B-HSD)
se reduce el grupo ceto a un grupo alcohol y se forma el androstenediol®*. Por dltimo, la
enzima 3-Bhidroxiesteroide deshidrogenasa (3-B-HSD) transforma al androstenediol en la
testosterona que tiene actividad biolégica24. A esta via se le conoce como la ruta A°. La
testosterona puede modificar diversos aspectos de la respuesta inmune: Favorece la
actividad citotéxica de las células NK y polariza la respuesta inmune celular al tipo Th2;

disminuye la respuesta de los linfocitos B a mitdgenos, ademas reduce la sintesis de IL-1,



IL-6 y TNF-a, por lo que se le considera inmunosupresoralg; La testosterona también
induce un aumento en la cantidad de linfocitos T citotéxic0527, in vitro reduce la
linfopoyesis de las células B, asi como la produccién de anticuerpos; también reduce la
funcién de las células T cooperadoras, dafia la capacidad fagocitica de los macréfagos y

disminuye la produccién de citocinas pro-inflamatorias en los macréfagos®’.

En relacidon a su efecto en la malaria se ha documentado que adicionar testosterona a
cultivos in vitro de P. falciparum favorece el crecimiento y reproduccién de los
merozoitos™®. En los humanos, se asocia con un incremento en la parasitemia y ademas
durante el curso de la enfermedad los niveles de esta hormona disminuyen en
comparacién a hombres con la misma edad no infectados con el parasito?’. Ademas, la
testosterona suprime la respuesta inmune en el higado lo que promueve la proliferacion

de las fases sanguineas del parasito®.
3.5.2. Estradiol

El estradiol es una hormona que se presenta en mayor concentracidon en las hembras,
genera la acumulaciéon de grasa en sitios especificos y la aparicién de los caracteres

2526 | 3 sintesis de estradiol se lleva a cabo en el

sexuales secundarios en las hembras
ovario mediante la ruta A’ al igual que la testosterona, sin embargo la testosterona sufre
un proceso de aromatizacién y pierde el carbono 19 por accién de la aromatasa y se
transforma en 17—Bestradio|24. Esta hormona tiene efectos sobre la respuesta inmune; a
bajas concentraciones promueve la respuesta de tipo Thl, causa una mayor sintesis de
TNF-a e IFN-ylg. Ademas ocasiona una disminucién en las citocinas IL-4 e IL-10, propias de
la respuesta tipo Th2'’. Por el contrario, a altas concentraciones, induce un aumento en
las interleucinas 5, 6 y 10, lo que favorece la respuesta de tipo Th2 y por lo tanto, una

disminucion en la respuesta de tipo Th1'®%

. Ademas, el estradiol es capaz de activar a las
células B y promover su diferenciacién a células plasmaticas, incrementa la fagocitosis de
los macréfagos, disminuye la sintesis de citocinas como IFN-y e IL-2 y regula
negativamente la actividad de las células NK'®. Asimismo, la administracién de esta
hormona en cultivos de P. falciparum in vitro promueve el crecimiento del parasito asi
como su reproduccién®®. Finalmente, disminuye la anemia pero incrementa la incidencia

de sintomas neuroldgicos durante la enfermedad™.



3.5.3. Dehidroepiandrosterona (DHEA)

La dehidroepiandrosterona es un precursor del estradiol y de la testosterona, su
administracion en machos o en hembras induce la produccién de testosterona®'. Para su
sintesis, el DHEA sigue la ruta de A al igual que la testosterona y el estradiol, solo que en
la formacién del DHEA se interrumpe la via y no culmina en la formacion de testosterona o
estradiol®®. Se considera como un andrdgeno y se incrementa entre los 20 y 30 afios de
edad en los humanos. Se relaciona con envejecimiento de mejor calidad®’. A continuacion
se enuncian algunos de los efectos mds estudiados en el sistema inmune. La
administracion de DHEA en las hembras incrementa la actividad citotdxica de las células
NK, inhibe la respuesta mitogénica de las células T, disminuye el nimero de células CD4
sin afectar la concentracién de IL-2 e IL-6. En contraste, en los machos incrementa la
actividad de las células NK y la poblacion de linfocitos T, ademas aumenta la sintesis de IL-
22, Asimismo, la administracion de DHEA puede inhibir el crecimiento del parasito?®.

Aparte de los efectos ya descritos, la testosterona, el estradiol y el DHEA, también pueden
interactuar con sus receptores, (el de membrana y el citoplasmatico) que estan presentes
en la mayoria de las células®®, lo que puede modificar la transcripcién de genes, ya sea
aumentdndola o disminuyéndola, y por lo tanto afectar la concentracién de proteinas

necesarias en el funcionamiento de las células.
3.6. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se presenta cuando la cantidad de radicales libres y de moléculas
oxidantes superan la capacidad de las células para neutralizar su efecto oxidante o reparar

el dafio producid033'35.

Los radicales libres se presentan de manera normal en el
organismo. Se generan normalmente por la actividad de la mitocondria. Esta estructura es
la fuente de energia de la célula y requiere de los radicales libres para la produccién de
especies con alto contenido energético que se utilizan en los diferentes procesos de la

célula®**,

Los radicales libres pueden interactuar con las diferentes partes de la
mitocondria y generar estrés oxidativo. Otras causas del estrés oxidativo son procesos
como el estrés, la ansiedad y la depresidn; los cuales elevan los niveles de radicales libres

lo que ocasiona dafio en diferentes tejid0534'35.

Los radicales libres pueden oxidar diferentes moléculas como proteinas, material

genético, carbohidratos y lipidos. Por ejemplo, los radicales libres interactian con el grupo



carbonilo de las proteinas oxiddndolas principalmente en los aminodcidos arginina vy
lisina>**®, lo que ocasiona la pérdida de la funcién de la proteina. En el DNA, los radicales
libres y las moléculas oxidantes dafian regiones susceptibles en la molécula, lo que
provoca fraccionamiento en las cadenas y por lo tanto pérdida de la funcionalidad del

3436 | os radicales libres, en conjunto con metales de transicién, oxidan a

material genético
los carbohidratos y forman compuestos dicarbonilicos altamente reactivos que son
capaces de alterar la funcion de proteinas, lipidos y DNA a través de un proceso
denominado glucacién auto-oxidativa®’. Ademads pueden degradar sustancias como el
acido hialurénico y la condroitina, que son glucosaminoglucanos; encargados de funciones
como la fijacién celular y el recubrimiento de las articulaciones lo que ocasiona procesos

inflamatorios severos®.

Los radicales libres también oxidan a los lipidos, principalmente a los acidos grasos poli-
insaturados y los fosfolipidos, al sustraer atomos de hidrégeno lo que forma un radical
lipidico, que puede interactuar con el oxigeno de los alrededores formando el radical
peroxilo, que en presencia de iones metdlicos, incrementa el daifio en la membrana al
robar protones a mas fosfolipidos. En cambio en ausencia de los iones metalicos se tienen
dos lipidos oxidados que reaccionan entre ellos y forman aldehidos, de los cuales el mas

estudiado es el malondialdehido (MDA)>*3%3°,
3.6.1. Estrés oxidativo: Una consecuencia de la activacion de la respuesta inmune

Durante el proceso de fagocitosis se generan moléculas cuya funciéon es degradar al
patdgeno ejemplo son las enzimas digestivas y los radicales libres-que son moléculas de
naturaleza inorgdnica, altamente reactivas y oxidantes debido a que tienen un electrén
desapareado en su Ultima orbita, lo que también las vuelve inestables y altamente

4 . . . . . ,
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reactivas
(ERO) y de las especies reactivas del nitrégeno (ERN) y se encargan de oxidar a las
moléculas del parasito e inactivarlo. El 6xido nitrico (NO) es una de las especies reactivas
del nitrégeno, puede actuar como neurotransmisor en el cerebro, dilata los vasos
sanguineos, es un regulador paracrino e induce la produccién de GMPc**°,

Otras moléculas importantes para la destruccidn del parasito son: el ion hidroxilo (‘'OH), el
ion superéxido (10,), el peréxido de hidrégeno (H,0,) que son sumamente oxidantes®>*,

se encuentran en los lisosomas de los macréfagos y durante el proceso de exocitosis



pueden salir del macréfago al ambiente extracelular y oxidar a otras células del hospedero

lo que ocasiona el estrés oxidativo.

El dafio en la membrana tiene consecuencias severas en la célula, incluso puede llegar a la
lisis celular. Derivado de esto se producen moléculas que pueden evidenciar la oxidacién
de lipidos en la célula, un ejemplo es el malondialdehido (MDA), el cual se utiliza como

marcador de estrés oxidativo™.

3.6.2. Respuesta contra el estrés oxidativo: Enzimas antioxidantes

A pesar de lo toxicos y dafiinos que son, los radicales libres se requieren para el
funcionamiento normal de la célula. Existen mecanismos que regulan el proceso de
oxidacion por medio de enzimas antioxidantes que catalizan la conversidn de las especies
reactivas del oxigeno en moléculas menos reactivas como el H,0. La enzima SOD inactiva
al radical ‘O, y lo transforma en H,0,. La enzima glutation peroxidasa (GPx) utiliza como
sustrato al H,0, y lo transforma en H,0. Estas enzimas en conjunto con otras, como la
catalasa, protegen a la célula de los efectos daiiinos de las especies reactivas del oxigeno y

del nitrégeno (Figura 5)*%*.
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Figura 5. Actividad de los fagocitos34
Durante la infeccion con Plasmodium, en los pacientes aumenta el estrés oxidativo®**%*,
Este incremento de especies reactivas se ha asociado con concentraciones altas en plasma
de TNF-a y de IFN-y 4243 que si bien coadyuvan en la eliminacién del parasito, también
pueden afectar al hospedero al causar los sintomas caracteristicos de la enfermedad como

la fiebre, la inflamacién, la anemia y en los casos mas graves falla muItiorgénica42’43.



Por estos motivos es importante estudiar los mecanismos que regulan la respuesta
inmune en contra del Plasmodium y una vertiente que tiene mucho auge es la hormonal
ya que, la malaria presenta el fenédmeno de dimorfismo sexual. A pesar de varias décadas
de investigacion se desconoce si las hormonas sexuales modulan el estrés oxidativo y la
actividad de enzimas antioxidantes asi como la expresion génica de citocinas como IFN-y
en tejidos clave durante la infeccién con Plasmodium como son: la sangre, el bazo, el

higado y el cerebro.
3.7. Reaccion en cadena de la polimerasa y retrotranscripcion (PCR-RT)
3.7.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa por sus siglas en inglés; PCR (polymerase chain
reaction), es una técnica de biologia molecular desarrollada en 1986 por Kary Mullis. Este
procedimiento tiene tres reactivos principales: la cadena molde, los oligonucledtidos que
delimitan el gen a amplificar y la enzima ADN polimerasa. Su objetivo es el de producir un
gran numero de copias de un fragmento en particular de (acido desoxirribonucleico) ADN.
A pesar de que ya existian ideas anteriores a su trabajo, una de las innovaciones de Mullis
fue el uso de dos oligonucleétidos o primers durante la reacciéon para unirse a las dos
cadenas de las cuales se conforma el ADN y que delimitaran la regidn que se desea
amplificar. Con esta modificacién, la PCR es capaz de producir 2 copias del gen delimitado

. . 44
al mismo tiempo™.

Esta técnica se fundamenta en la actividad de la enzima ADN polimerasa, que es capaz de
generar réplicas de las cadenas sencillas del ADN. Sin embargo, el obtener cadenas
sencillas es algo complicado debido a que a temperatura ambiente tienden a unirse y
forman hélices constituidas por 2 cadenas sencillas, por lo tanto el material genético debe
calentarse hasta una temperatura en la cual las cadenas se separen esto ocurre a 95°C. El
proceso de desnaturalizacién del ADN alentaba a la PCR debido a que la ADN polimerasa
normal es una proteina que no soporta temperaturas tan altas. Sin embargo, la ADN
polimerasa extraida de la bacteria Thermus aquaticus (Taq) soporta la temperatura de
desnaturalizacion debido a que este microorganismo habita en zonas donde la
temperatura es elevada y a la enzima extraida de este microorganismo se le denomina

Tag polimerasa.



Otro componente importante de la PCR es el termociclador. Es un instrumento que tiene
la funcién de regular la temperatura de forma precisa durante tiempos predeterminados.
Para que la PCR amplifique la muestra y produzca nuevas cadenas de ADN es necesario
que se lleven a cabo diferentes ciclos de temperatura. Las temperaturas importantes
durante este proceso son tres: la de desnaturalizacion del ADN que es a 95°C, la
temperatura de elongacién a la que la enzima Taqg polimerasa presenta su actividad
Optima que es a 72°C (temperatura de elongacién), y la temperatura a la que los
oligonucleétidos se unen con la cadena molde o temperatura de alineacion y depende de
la longitud y secuencia de los oligonucleétidos‘”'. Ademas la reaccion de PCR requiere de
otros reactivos para llevarse a cabo. Primero estan los desoxiribonucleétidos trifosfato
(dNTP's) que funcionan como bloques para que con ellos se construyan las nuevas
cadenas de ADN, el ion magnesio (Mg2+) gue funciona como cofactor de la Tag polimerasa
y una solucién amortiguadora que se encarga de generar el ambiente propicio para la

funcion de la enzima*.

Las principales caracteristicas de la PCR son: sensibilidad y especificidad. La sensibilidad se
refiere a que la técnica es capaz de amplificar una secuencia con cantidades minimas de
ADN molde y la especificidad se refiere a que el procedimiento es capaz de amplificar un

solo gen siempre que este delimitado por los oligonucleétidos44.

La técnica de PCR tiene dos variantes: en punto final y en tiempo real. En la primera es
necesario un procedimiento secundario para evaluar la cantidad de gen amplificado y solo
se puede evaluar al final de la PCR. En la segunda variante se utilizan oligonucleétidos
marcados con un fluorocromo y un termociclador que, acoplado a un detector de
fluorescencia cuantifica la cantidad de fluorocromo emitido en cada amplificacién. La
cantidad de fluorescencia que detecta el equipo es proporcional al nimero de copias que
estan presentes en la muestra. Existen diversas variaciones para generar la fluorescencia
gue detecta el termociclador en PCR en tiempo real, el que se utilizd en este trabajo

emplea un primer que hibrida con él mismo.

El primer presenta una cola de ADN adicional complementaria al mismo primer acoplada a
un apagador de la fluorescencia y en el otro extremo el fluorocromo, lo que forma una
estructura de doble cadena con fluorescencia baja por la cercania del apagador y el
fluorocromo. Cuando el oligonucledtido y el ADN molde se alinean la cola del

oligonucleédtido se desnaturaliza y permite que el fluorocromo emita fluorescencia que



detecta el equipo y en asi se determina el nimero de copias que estan presentes en la
muestra®.

Esta técnica tiene diversas aplicaciones como: la amplificacion de regiones especificas de
la cadena molde para estudios sobre la secuencia amplificada, obtencién de mayor
cantidad de muestra para estudios del ADN y evaluacién del nivel de expresion de los
genes. En particular, para esta ultima aplicacion se requiere de un proceso previo

conocida como retrotranscripcion.
3.7.2 Retrotranscripcion (RT)

La retrotranscripcién es un procedimiento que se fundamenta en la accién de la enzima
transcriptasa reversa, la cual usa una cadena de 4cido ribonucleico (ARN) como molde y
sintetiza una cadena de ADN. A diferencia de la PCR, la retrotranscripcidon no requiere de
varios ciclos de temperatura debido a que solo se necesita que se produzca una cadena de
ADN y no varias como en la PCR. Ademas la transcriptasa reversa no proviene de una
bacteria termofila, se obtiene a partir de un retrovirus; debido a que solo estos
organismos tienen la capacidad de utilizar como almacén de la informacion genética al
ARN®,

Entre sus similitudes estan la necesidad de los dNTP’s, debido a que estos son los bloques
con los que se formara la nueva cadena de ADN. Ademas, la enzima requiere de una
solucién amortiguadora para darle el ambiente necesario para su correcto

funcionamiento™®.
3.7.3. Métodos de cuantificacion de la expresion de un gen: método del AACT

Para evaluar la expresion de genes existen diferentes métodos, pero de los mas usados se
encuentra el método de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-RT). En
este método se requiere de una retrotranscripcidon para transformar al ARN mensajero
(ARNm) en ADN complementario (ADN_). Posteriormente la molécula de ADN. se amplifica

con oligonucledtidos especificos para el gen de interés®.

Para evaluar la cantidad de ARNm presente en la muestra existen dos métodos: el método
absoluto y la evaluacion de la expresion relativa del ARNm. En el primero se cuantifica la

cantidad total de ARNm presente en la muestra, por medio de una curva estandar,



mientras que en el segundo se estudian los cambios relativos en la expresién del gen de
interés en relaciéon a un gen constitutivo y requiere de ecuaciones matematicas y ciertas

suposiciones.

En este Ultimo método es necesario que el termociclador detecte los cambios en la
fluorescencia de los fluorocromos y que ademas del gen de interés se amplifique un
segundo gen el cual va a funcionar como referencia para evaluar la expresién relativa. La
principal caracteristica del segundo gen es que se exprese de forma constante siempre en
la célula. La comparacién entre ambos genes permite conocer la expresion relativa del gen

de interés en la muestra analizada™.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La malaria es la enfermedad infecciosa que ocasiona el mayor nimero de muertes en el
mundo. En general los hombres desarrollan mayor severidad de los sintomas y mortalidad
que las mujeres. Debido a que las hormonas sexuales son responsables de las principales
diferencias entre los sexos, es probable que también influencien las diferencias en

mortalidad y severidad entre los hombres y mujeres que sufren de malaria.

La infeccién con el Plasmodium genera un proceso inflamatorio intenso mediado por IFN-
Y, que es una citocina importante en la eliminacidn del parasito y en la activaciéon de otras
células de la respuesta inmune. Ademas, el IFN-y también se ha asociado a la patologia
gue caracteriza a la malaria como la fiebre, la anemia o la pérdida de peso. Asimismo, se
ha demostrado que el estrés oxidativo es el principal mecanismo que utiliza la respuesta
inmune para eliminar al Plasmodium, pero a pesar de todo el conocimiento sobre la
enfermedad, aun se desconoce si las hormonas sexuales modulan la expresion de IFN-y y
el estrés oxidativo en malaria. Por lo anterior, en este trabajo se estudié el efecto de los
esteroides testosterona, estradiol y DHEA sobre la parasitemia, la expresiéon de IFN-y y el

estrés oxidativo en un modelo experimental de malaria murina.



5. HIPOTESIS

La testosterona disminuira la respuesta inflamatoria y la sintesis de radicales libres, por lo
tanto, disminuiran la concentraciéon de malondialdehido, asi como la actividad enzimatica
de SOD y GPx, también disminuird la expresién génica de IFN-y. La administracion de
estradiol aumentara el estrés oxidativo y como consecuencia se incrementard la
concentracion de MDA asi como la actividad enzimatica de SOD y GPx. Ademas,
favorecerd la expresion génica de IFN-y. La administracion de DHEA ocasionara un
aumento en la expresion génica de IFN-y y por lo tanto un aumento en la respuesta
inmune asi como incrementos en la actividad de SOD y GPx y disminucion en la

concentracion de MDA.



6. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar el efecto de la administraciéon de testosterona o de 17-Bestradiol y de la
dehidroepiandrosterona sobre el estrés oxidativo y la expresién de IFN-y en sangre, bazo,

higado y cerebro de ratones CBA/Ca gonadectomizados e infectados con P. berghei ANKA.

Objetivos especificos:

° Determinar el efecto de la administraciéon de testosterona, o estradiol, o
DHEA sobre la parasitemia en ratones CBA/Ca gonadectomizados e
infectados con P. berghei ANKA.

. Determinar el efecto de la administracion de testosterona, estradiol y DHEA
sobre la expresion de IFN-y en ratones CBA/Ca, gonadectomizados e
infectados con P. berghei ANKA.

. Determinar el efecto de la administracion de testosterona, o estradiol, o
DHEA sobre el estrés oxidativo al evaluar la actividad enzimatica de SOD,
GPx y la concentracién de malondialdehido en sangre, bazo, higado y
cerebro de ratones CBA/Ca gonadectomizados e infectados con P. berghei
ANKA.



7. DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio
Analitico experimental, ya que se evalué el efecto de administrar diferentes hormonas en
ratones de la cepa CBA/Ca, machos y hembras, sin gonadas que se infectaron con P.

berghei ANKA y se comparo con controles de la misma cepa tratados con vehiculo.

Poblacion:
Ratones machos y hembras de la cepa CBA/Ca de 4 semanas de edad a los cuales se les

extrajeron las génadas al mes de nacidos.

Variables dependientes:

Actividad de las enzimas GPx y SOD, concentracion de MDA y expresion génica de IFN-y

Variables independientes:
Gonadectomia, sexo, concentracion de hormona administrada e infeccion con P. berghei
ANKA.

Disefio estadistico
El analisis estadistico se realizd con el programa Graph Pad Prism 5 y las diferencias
significativas se evaluaron por medio de la prueba de ANOVA de una via con prueba Pos

Hoc de Tukey, se considerd un valor de p<0.05 como significativo.

7.1 Materiales
7.1.1 Materiales biolégicos

Ratones singénicos CBA/Ca machos y hembras de 4 semanas de edad a los cuales se les

extrajeron las génadas.

Plasmodium berghei ANKA, donado por el Dr. William Jarra del National Institute for

Medical Research, Londres, Inglaterra.



7.1.2 Reactivos

Isodine

Jabén quirdrgico

Alcohol al 70%

Hidrocloruro de Xilacina al 2%
Ketamina base al 10%

Cloruro de sodio al 0.09%
Meloxican 5%

Enrofloxacina 2.5%

Aceite de almendras

Propionato de testosterona 30mg/mL
Fenilpropionato de testosterona
60mg/mL

Isocaproato de testosterona 60mg/mL
Decanoato de testosterona 100mg/mL
17-Bestradiol, Sigma
Dehidroepiandrosterona, Sigma
Heparina, Sigma

PBS 10X

Tripure® (Roche)

Cloroformo/alcohol isoamilico 49:1
Alcohol isopropilico, Sigma

Kit RANSEL marca RANDOX

Kit RANSOD marca RANDOX

Oligonucledtidos para el gen de B-Actina

Reactivo BIO-RAD para determinacion de
proteinas.

Albumina Sérica Bovina, Sigma
Butilhidroxitolueno 12.6mM, Sigma
Acido ortofosférico 0.2M

Acido tiobarbiturico 0.11M Sigma
Solucidn saturada de cloruro de sodio
Butanol Merck

Agua con dietilpirocarbonato al 0.01%
(Agua DEPC)

Etanol al 80% con Agua DEPC
Amortiguador First Strand Promega
Inhibidor de RNAsa RNAsin Promega
dNTP’s 200 uM Invitrogen

Enzima MMLV-RT 5mM Promega
Ditioeritritol (dTT)-Promega

Cloruro de potasio 50mM, Sigma
Gelatina 200 uM

TRIS HCI 20 mM

Cloruro de Magnesio 100 mM

Taq Polimerasa 5U/uL Invitrogen

Referencia Pasiva ROX 50X Invitrogen

Secuencia del oligonucleétido antisentido: CTA-TGC-TCT-CCC-TCA-CGC-CAT-C

Secuencia del oligonucleétido sentido:

Oligonucledtidos para el gen de IFN-y

CGG-GTC-AGG-TAG-TCT-GTC-AGG-TCC [JOE]G

Secuencia del oligonucleédtido antisentido: TCT CCT TCA GGA CAA TGT CAA ACA

Secuencia del oligonucleétido sentido:

CGG TGA GAA GAT GTT CCA TGC CAC [FAM]G



7.1.3 Materiales

Tubos Eppendorf de 250, 600 y 1500 L estériles y libres de nucleasas
Puntas para micropipetas estériles y libres de nucleasas
Placas de 96 pozos para ELISA marca Corning

Placas de 96 pozos para PCR en tiempo real marca Applied Biosystems

7.1.4 Equipos

Espectrofotometro de luz UV/Visible para placas de 96 pocillos Multiskan GO Termofisher
Termociclador de 96 pocillos Eppendorf

Termociclador en tiempo real Applied Biosystems 7500

Balanza analitica Sartorius

Campana de flujo laminar Veco

Micropipetas Gilson y Eppendorf de 1 pL, 10 pL, 20 pL, 50 pL, 200 pL y 1000 pL.



7.2. Métodos

Se utilizé un lote de 28 ratones CBA/Ca machos y un lote de 26 hembras. Cada lote se
dividié en 4 grupos tal como se muestra en Tabla 1 y a cada uno se les extrajeron las
goénadas y se les administrd: testosterona o estradiol o DHEA o vehiculo, un dia después

de la ultima administracidn todos los ratones se infectaron con P. berghei ANKA.

Tabla 1. Distribucion de los ratones en los diferentes grupos experimentales

Testosterona Estradiol DHEA Vehiculo
Machos 8 ratones 8 ratones 6 ratones 6 ratones
Hembras 7 ratones 7 ratones 6 ratones 6 ratones

7.2.1. Gonadectomia de los animales

Los animales, de un mes de edad, se anestesiaron con ketamina (100mg/Kg de peso
corporal) y xilacina (15 mg/Kg de peso corporal), se les rasurd la zona abdominal
(hembras) o de la bolsa escrotal (machos) y se retiraron las génadas por medio de una
cirugia. Después se suturd la herida y se les administrd6 meloxican para prevenir
infecciones a causa de la cirugia. Después de 1 mes de recuperacién se administraron los

esteroides testosterona, estradiol o DHEA.

7.2.2. Administraciéon hormonal e infecciéon con Plasmodium berghei ANKA
Administracion de las hormonas:

Testosterona: A cada ratdn se le administraron por via subcutanea 0.9 mg de testosterona
resuspendidos en 50 pL de aceite de almendras como vehiculo, dos veces por semana

durante 3 semanas

Estradiol: A cada raton se le administraron por via subcutdnea 12 ug de estradiol

resuspendidos en 50 uL de aceite de ajonjoli dos veces por semana durante 3 semanas.

DHEA: A cada ratén se le administraron 200 pug de DHEA resuspendidos en 50 pL de aceite

de almendras via subcutanea, cinco veces durante la semana anterior a su infeccion.

Vehiculo: A cada ratén se le administraron 50 plL de aceite de almendras via subcutanea.




Al dia siguiente de la ultima inyeccién con el esteroide o vehiculo los ratones se inocularon
por via intravenosa con 1 X 10° eritrocitos parasitados suspendidos en una solucién de
PBS-heparina y 10% de suero normal de raton. A partir del dia 3 post infeccidn se evalud la

parasitemia en frotis sanguineos tefiidos con Giemsa.
7.2.3. Extraccion de las muestras

Los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical al octavo dia post-infeccion, se extrajo

la sangre de corazén, el bazo, higado y cerebro.

Procesamiento de las muestras de bazo e higado. Los tejidos (bazo e higado) se
maceraron haciéndolos pasar a través de una malla o tela de Nylon estéril con el embolo
de una jeringa y PBS. Las muestras de tejido se centrifugaron a 3500 rpm a 4°C durante 5
minutos y se desechd el sobrenadante. El botdn se resuspendié con agitacidn vigorosa y
se adicionaron 500 pL de PBS estéril. Se separaron alicuotas de 30 plL para cada cuantificar
la actividad de SOD, GPx y malondialdehido. Para la cuantificacién de MDA se adicionaron
10 uL de BHT 12.6 mM y se congeld hasta su cuantificacién.

Cerebro. A las muestras de cerebro se les agregaron 200 pL de PBS, se sonicaron y se
prepararon alicuotas de 50 plL para evaluar la actividad de las enzimas GPx, SOD vy para

cuantificar MDA, para ello a esta alicuota se le adicionaron 10 pL de BHT.

Sangre. Se extrajo la sangre de corazon y se adicionaron 200 plL de PBS con heparina para
evitar la coagulacion. Se separaron alicuotas de 20 uL para cuantificar la actividad de SOD
y GPx. A la alicuota de sangre para la determinacién de MDA se le adicionaron 10 ulL de
BHT (12.6 mM). El resto de la muestra de sangre se centrifugd a 3500 rpm durante 5

minutos para separar el suero.
7.2.4. Cuantificacion de proteinas

Se utilizé el reactivo de BIO-RAD que se basa en el método de Bradford y utiliza una curva
estdndar de albimina. Se agregaron 0.5uL de muestra en 100 pL de H,O destilada, se

adicionaron 25 pl de reactivo de Bio-Rad, se mezclé por agitacién y se leyd la absorbancia



a 595 nm. Para calcular la concentracién de las muestras se utilizd una curva patrén de

albumina descrita a continuacion (Tabla 2).

Tabla 2. Curva patrén de proteinas

Tubo WLdealbumina | uLde H0destilada | On o e
ug/ul

1 0 100 pL 0

2 0.25 100 uL 2

3 0.5 100 pL 4

4 1 99 pL 8

> 2 98 pL 16

6 4 96 uL 32

/ 8 92 pL 64

A cada tubo de la curva estdndar se le adicionaron 25uL del reactivo de BIO-RAD se mezcld

y se leyd la absorbancia a 595 nm.
7.2.5. Cuantificacidon del malondialdehido

Se utilizé la reaccion de Jentzsch®® en la que los lipidos peroxidados reaccionan con el
acido tiobarbiturico a pH bajo lo que genera un complejo colorido que se detecta por
espectrofotometria a 535 nm.

Se adicionaron 20 pL de muestra y 80 uL de agua destilada estéril. Se agregaron 12.5 ulL de
BHT 12.6 mM y 100 pL de acido orto-fosférico 0.2M. Se agitd y se adicionaron 12.5 uL de
acido tiobarbiturico 0.11M. Se incubé a 95°C durante 45 minutos, posteriormente se
adicionaron 250 pL de butanol y 25 uL de una solucién saturada de NaCl. Se separé la fase
organica y se midid la absorbancia a 535nm. La concentracidon de MDA se calculé por

medio de una curva estandar de 1, 1, 2, 3-tetrametoxipropano.
7.2.6. Determinacidn de la actividad enzimatica de GPx
Se utilizé el estuche comercial de la marca RANDOX, cuyo método se basa en la formacién

de glutatidon oxidado a partir de glutatiéon reducido e hidroperéxido de cumeno. Esta

reaccidn se evidencia con ayuda de la enzima glutatién reductasa que utiliza el glutatién




oxidado, generado en la reaccién anterior y NADPH para formar glutation reducido y

NADP”. Durante la reaccion se cuantificd la disminuciéon de NADPH a 340 nm.

Se tomaron 5 pL de la muestra y se adicionaron 300 pL del diluyente (RANSEL). Después se
agregaron 2.5 plL de la dilucidn y se mezclaron con 125 uL del reactivo 1 (RANSEL) y al final
se adicionaron 5 pL de hidroperéxido de cumeno. La reaccion se llevé a 37°Cy se leyd la

absorbancia a 340 nm al minuto y a los 2 minutos.

7.2.7. Determinacion de la actividad enzimatica de SOD

Para cuantificar SOD se empled la reaccion de la xantin oxidasa que utiliza a la xantina
para producir acido urico y el radical superdxido (O,). Este radical reacciona con el
colorante L.N.T. [2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolio] para producir el
compuesto formazan de color rojo que absorbe luz a 505 nm. La actividad de SOD se
cuantificé como el grado de inhibicién de esta reaccidn, ya que la enzima SOD degrada el

radical O, y evita que reaccione con el I.N.T.

Durante el procedimiento experimental se usaron 3 pL de muestra y se mezclaron con 100
uL de reactivo 1 (RANSOD) y al final, se adicionaran 15 plL de la enzima xantin oxidasa. La
reaccion se llevé a cabo a 37°C y las lecturas se realizaron a los 30 segundos y a los 3
minutos con 30 segundos. La actividad se determind con una curva control (RANSOD) con

el mismo tratamiento que las muestras y se detalla a continuacién (Tabla 3).

Tabla 3. Curva control para la técnica de SOD

Tubo Volumen del STD | Volumen del Diluyente | Concentracién
S6 31k | - 4.63 U/uL
S5 25 puL de S6 25 uL 2.31U/uL
S4 25 uL de S5 25 uL 1.15 U/uL
S3 25 uL de S4 25 uL 0.57U/uL
S2 30 uL de S3 30 uL 0.26 U/uL

7.2.8. Extraccion de ARNm

El mismo dia de la extraccidn de los tejidos a analizar, se extrajo el ARN. Todos los tejidos

se lisaron. La sangre se tratd con 50 pL de saponina al 10% en agua destilada estéril. Los




tejidos de bazo e higado se maceraron en una malla de nylon. Después se sonicé durante
tres segundos a una amplitud de 20%. Las muestras de cerebro se homogenizaron en el
ultrasonicador. Se adicionaron 200 uL del reactivo Tripure y 150uL de una solucién de
cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). Se agito y se separaron las fases por centrifugacién a
14,000 rpm durante 15 minutos. Se separd la fase acuosa y se adicioné un volumen igual

de alcohol isopropilico. Finalmente, los tubos se almacenaron a -70°C.

Los tubos que contenian RNA se centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 minutos y se
elimind el sobrenadante. El botdn se lavd con 400 pL de etanol al 80% en agua DEPC. Se
centrifugd, se elimind el sobrenadante y se dejo secar durante 12 horas a temperatura
ambiente dentro de un desecador.

7.2.9. Retrotranscripcion

Las muestras de RNA se rehidrataron con agua DEPC, se cuantificaron por
espectrofotometria UV a 260 nm. Se adicionaron 1.5 pg de ARN y 1 uL de oligo dT a una
concentracion de 0.05 pg/ulL se incubd a 65°C durante 10 minutos. Se le agregd la mezcla
de reaccién con los siguientes reactivos: Enzima MMLV-RT, dNTP’s, dTT, amortiguador de
retrotranscripcién e inhibidor de ARNsa. Se incubé a 37°C durante 1 hora a 37°C. Se ajusté

el volumen a 100 pL con agua DEPCy se almacend a -70°C hasta su uso.

7.2.10. Amplificacion del gen IFN-y por gPCR

Se preparé la mezcla de reaccidon especifica para el gen con los siguientes componentes:
agua calidad MilliQ estéril, cloruro de magnesio, Tag polimerasa, oligonucledtidos sentido
y antisentido especificos para el gen de INF-y, referencia pasiva (ROX) y una mezcla
preparada con los dNTP’s(200 uM), KCI(50 mM) y gelatina(200uM) Después se adiciond la
muestra de DNA,, se colocé en el termociclador de tiempo real (Applied Biosystems 7500
PCR) y se programé con las temperaturas de amplificacién determinadas en una previa

estandarizacion (Tabla 4).



Tabla 4. Programa de ciclaje para la amplificacion de los genes IFN-y y B-actina.

Paso Temperatura Duracion

1 50°C 2 minutos

2 95°C 2 minutos

3 95°C 30 segundos
4 60°C 45 segundos
5 72°C 45 segundos
Repetir del paso 3 al 5 durante 45 ciclos.

6 95°C 15 segundos
7 60°C 1 minuto

8 95°C 30 segundos
9 60°C 1 minuto

Se exportaron los datos obtenidos a Excel y se analizd la expresidn relativa del gen con

respecto a B-actina para cada tejido analizado con la siguiente ecuacion:

(Eficiencia de IFN — y+ 1) ¢TiEn-y
(Eficiencia de B — actina + 1) ¢Tp-actina

Expresion relativa =

En donde cada término significa:

Eficiencia de IFN-y+1: Eficiencia obtenida para el gen de IFN-y en el corrimiento de la placa
mas 1.

Eficiencia de B-actina +1: Eficiencia obtenida para el gen de B-actina en el corrimiento de
la placa mas 1

ACT ien.: Diferencia entre el CT de las muestras de los grupos tratados contra el CT de las
muestras del grupo control.

ACT g.actina: Diferencia entre el CT de las muestras de los grupos tratados contra el CT de las

muestras del grupo control.




8. RESULTADOS

Para estudiar el efecto de las hormonas sexuales sobre la expresion de IFN-y y sobre el
estrés oxidativo en malaria, se gonadectomizaron ratones CBA/Ca de ambos sexos, a los
21 dias después de la cirugia se dividieron en grupos y se reconstituyeron de la siguiente
forma: a) 50uL de vehiculo; b) 20 ug de estradiol; c) 0.9 mg de testosterona 6 d) 200 ug de
DHEA. Al dia siguiente de la ultima administracidén se infectaron con P. berghei ANKA. A
todos los grupos de ratones se les evalud la parasitemia, el estrés oxidativo (MDA,
actividad de las enzimas GPx y SOD) y la expresién de IFN-y en sangre, bazo higado y

cerebro.

8.1 Efecto de la gonadectomia sobre la parasitemia con P.berghei ANKA en los ratones
CBA/Ca

Para evaluar la parasitemia se tomaron muestras de sangre diariamente y se extendieron
en portaobjetos se fijaron con metanol absoluto y se tifieron con Giemsa. Cada punto en
la grafica representa la media geométrica de los resultados obtenidos por dia en cada
grupo. En los grupos de ratones machos y hembras intactos a los que se les administré
vehiculo y se les infectd se detecté que desarrollaron parasitemias similares hasta el dia 7
post infeccién (P. |.), pero en el dia 8 la parasitemia fue significativamente mayor en los
machos en comparacion con las hembras (Figura 6). La gonadectomia generd un
incremento en la parasitemia de las hembras. En contraste, los machos gonadectomizados

desarrollaron parasitemias mas altas en relacién a su grupo control intacto (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la gonadectomia sobre la parasitemia en ratones CBA/Ca machos y hembras. Grupos
de ratones machos y hembras se gonadectomizaron (Gx), 28 dias post cirugia, se trataron con vehiculo
(aceite de almendras) y se infectaron con P. berghei ANKA. A partir del dia 3 post infeccidén se tomaron frotis
sanguineos que se tifieron con Giemsa, se determind el porcentaje de eritrocitos parasitados en relacion a
los no infectados. Cada punto en la grafica representa la media * el error estdndar de la media (SEM). El *
indica diferencias significativas entre los grupos con un valor de P < 0.05.

Este hallazgo corrobora que las hormonas sexuales femeninas modulan negativamente la
proliferacion del parasito, mientras que en los machos se presentd el fendmeno opuesto,
la disminucién de testosterona debida a la gonadectomia disminuyd la parasitemia, este
hallazgo concuerda con lo que se ha descrito relativo a que los machos desarrollan

parasitemias mas elevadas que las hembras’
8.1.1 Efecto de la reconstitucion con testosterona

Los ratones gonadectomizados (machos y hembras) se reconstituyeron con testosterona y
un dia después de la ultima administracion del esteroide se infectaron con P. berghei
ANKA, la parasitemia se evalué diariamente en frotis sanguineos tefiidos con Giemsa. La
administracion de testosterona en los machos gonadectomizados retrasé el incremento
en la parasitemia hasta el dia 6 post infeccion (P.l.). Después de este dia, la parasitemia se
incremento rapidamente, alcanzé e incluso rebasé el numero de parasitos que en el grupo

control (Figura 7).



301 301
-8 VEH Machos -©- VEH Hembras .
© -m- TEST Machos © -®- TEST Hembras
o * Ko
g 20 g 201
.@ g
3 IS
0 104 DO- 104
N N
0-+—= 00—
3 4 5 6 7 8 3
Dias Post-Infeccién Dias Post-Infeccién

Figura 7. Efecto de la reconstitucion de ratones gonadectomizados con testosterona sobre la parasitemia.
Grupos de ratones hembras y machos se gonadectomizaron, 4 semanas después de la cirugia a la mitad de
los grupos se les administré testosterona y se infectaron con P. berghei ANKA. La parasitemia se evalud en
frotis sanguineos tefiidos con Giemsa. Cada punto en la grafica representa la media geométrica + el error
estandar de la media (SEM). El * indica diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos con
un valor de P < 0.05.

Los machos tratados con testosterona desarrollaron parasitemias mas altas que el grupo
control en los dias 7 y 8 P.l. Mientras que en las hembras la administracion de
testosterona disminuyd la parasitemia en los dias 6 y 8 P.l. Reconstituir con testosterona a
los machos incrementé la parasitemia, por el contrario en las hembras se presentd menor
parasitemia en comparacién con el grupo que recibid el vehiculo. (Figura 7). La
administracion de testosterona afectd de forma diferencial a los machos y a las hembras
gonadectomizadas, lo que indica que la regulacidn por esteroides de la parasitemia es un
fendmeno sumamente complejo que probablemente también depende de la interaccién

de cada hormona con sus receptores.

8.1.2 Efecto de la reconstitucion con estradiol

Los ratones gonadectomizados se reconstituyeron con estradiol y un dia después de la
ultima administracion del esteroide se infectaron con P. berghei ANKA, a partir del dia 3 se
evalud la parasitemia. El estradiol no modificd significativamente la parasitemia en los
machos (Figura 8A). Por el contrario, administrar estradiol a las hembras abatidé la
parasitemia durante toda la infeccién y particularmente en los dias 6 y 8 P.I. (Figura 8B).
En general, las hembras tratadas con estradiol desarrollaron parasitemias menores que los
machos a excepcion del dia 8 P.l. cuando las hembras presentaron parasitemias mayores

gue los machos (Figura 8C).
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Figura 8. Efecto de la reconstitucidn con estradiol a ratones gonadectomizados sobre la parasitemia.
Grupos de ratones hembras (A) y machos (B) se gonadectomizaron, 4 semanas después de la cirugia a la
mitad de los grupos se les administré estradiol y a la otra mitad vehiculo. Todos los grupos se infectaron con
P. berghei ANKA. La parasitemia se evalud en frotis sanguineos tefiidos con Giemsa. Cada punto en la grafica
representa la media geométrica + el error estandar de la media (SEM). El * indica diferencias
estadisticamente significativas con un valor de P < 0.05.

8.1.3 Efecto de reconstituir con dehidroepiandrosterona

Grupos de ratones machos y hembras se gonadectomizaron, se reconstituyeron con
dehidroepiandrosterona y se infectaron con P. berghei ANKA, la parasitemia se evalud
diariamente a partir del dia 3 P.l. La reconstitucién con DHEA en general disminuyd la
parasitemia en machos y hembras durante la infeccion a excepcién del dia 6 P.l. cuando se
detecto un pico de parasitemia mayor que en el grupo control (Figura 9A y 9B). Cuando se
comparé la parasitemia entre los machos y las hembras gonadectomizadas tratados con
DHEA se detectd mayor parasitemia en las hembras en relacién a los machos, sin embargo

esta diferencia no resulté estadisticamente significativa (Figura 9C).
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Figura 9. Efecto de la reconstitucion de ratones gonadectomizados con dehidroepiandrosterona sobre la
parasitemia. Grupos de ratones hembras y machos se gonadectomizaron, 4 semanas después de la cirugia a
la mitad de los grupos se les administré DHEA y se infectaron con P. berghei ANKA. La parasitemia se evalud
en frotis sanguineos tefiidos con Giemsa. Cada punto en la grafica representa la media geométrica * el error

estandar (SEM). El * indica diferencias estadisticamente significativas con un valor de P < 0.05.

En general, las hembras, reconstituidas con estradiol o testosterona o DHEA desarrollaron
parasitemias menores al octavo dia post-infeccién, en comparacién con el grupo de
hembras tratadas con vehiculo. Por el contrario, la reconstitucion de los ratones machos
gonadectomizados con testosterona incrementd la parasitemia al octavo dia post-

infeccion en relacién con su grupo control.
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8.2 Efecto de los esteroides sexuales sobre la expresion del gen IFN-y en la sangre, bazo,

higado y cerebro de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA

El IFN-y es una citocina sumamente importante para controlar la infeccion con
Plasmodium, se produce en los macréfagos y en las células involucradas en la generacién
de estrés oxidativo. Por lo tanto, en este trabajo determinamos la expresion de este gen
en los diferentes tejidos y analizamos si los esteroides sexuales modulan la expresion de
IFN-y. Para lograr lo anterior, se gonadectomizaron grupos de ratones machos y hembras,
después de 4 semanas reconstituimos a los ratones con testosterona, estradiol, DHEA o
vehiculo y los infectamos con P. berghei ANKA. En el dia 8 P.I. los ratones se sacrificaron y
se extrajo el RNA de sangre, bazo, higado y cerebro. El ARN se retrotranscribié y el ADN
complementario obtenido se utilizé para amplificar el gen de IFN-y por medio de la técnica
de PCR en tiempo real. Para determinar la expresion relativa se comparo la expresion IFN-

v con la del gen constitutivo B-actina.

8.2.1 Efecto de reconstituir con testosterona sobre la expresion del gen IFN-y

La administracion de testosterona en los grupos de machos y de hembras, disminuyd la
expresion de IFN-y en la sangre en comparacion con los controles (Figura 10A). En el bazo
incrementd la expresion de IFN-y Unicamente en los machos (Figura 10B). En el higado, los
machos desarrollaron una expresion de IFN-y significativamente mayor que las hembras
(Figura 10C). La administracidn de testosterona incrementd la expresion de IFN-y en el
cerebro de las hembras con respecto a los machos y a las hembras control lo que
evidencié dimorfismo sexual en la expresién de IFN-y en bazo, higado y cerebro (Figura
10).

8.2.2 Efecto de reconstituir con estradiol sobre la expresion del gen IFN-y

La administracién de estradiol, disminuy6 la expresidn génica de IFN-y en la sangre de los
grupos de ratones machos y hembras en comparacidn a su grupo control tratado con el
vehiculo (Figura 10A). En el bazo, la administracién de estradiol también disminuyo la
expresion de IFN-y en los machos, con respecto al grupo control pero la diferencia no
resulté significativa. En el higado, la administracién de estradiol disminuyo la expresién de

IFN-y en ambos sexos pero solo resultd estadisticamente significativa en las hembras



(Figura 10C). Por ultimo, en el cerebro se disminuyd la expresion del gen en los machos

pero se incrementé significativamente en las hembras (Figura 10D).

8.2.3 Efecto de reconstituir con DHEA sobre la expresion del gen IFN-y

El tratamiento con DHEA en ratones gonadectomizados disminuyd significativamente la
expresion de IFN-y en la sangre de los ratones de ambos sexos (Figura 10A). En el bazo, la
administraciéon de DHEA disminuyd significativamente la expresion de IFN-y Unicamente
en las hembras (Figura 10B). En el higado, la reconstitucién con DHEA incrementd
significativamente la expresidon de IFN-y en los machos con respecto al grupo control
tratados con el vehiculo y al grupo de hembras tratadas con DHEA (Figura 10C). Por
ultimo, en el cerebro la administracion de DHEA incrementd la expresion de IFN-y
Unicamente en las hembras en comparacion al grupo de machos tratados con la hormona

y al grupo control de hembras control (Figura 10D).
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Figura 10. Efecto de la reconstitucion de ratones gonadectomizados con testosterona, estradiol y DHEA
sobre la expresion relativa de IFN-y en ratones infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones machos
y hembras gonadectomizados se trataron con testosterona (TEST), estradiol (EST), DHEA o vehiculo (VEH). Se
infectaron con P. berghei ANKA y a los 8 dias post infeccién se sacrificaron y se determind la expresion
relativa de IFN-y en sangre, bazo, higado y cerebro. Cada barra en la grafica representa la media # la
desviacidn estandar (SD). El * indica diferencias estadisticamente significativas con un valor de P < 0.05.



8.3 Efecto de la reconstitucion de ratones gonadectomizados con esteroides sexuales

sobre el estrés oxidativo que genera la infeccion con P. berghei ANKA

Dado que la eliminacion del Plasmodium depende del estrés oxidativo que genera la
respuesta inmune contra el parasito y que en malaria se presenta dimorfismo sexual, en
este trabajo se estudio si los esteroides sexuales modifican el estrés oxidativo durante la
infeccion con P. berghei ANKA y si el dimorfismo sexual se puede explicar por diferencias
en el estrés oxidativo. Para lograr lo anterior, se gonadectomizaron grupos de ratones
CBA/Ca machos y hembras; cuatro semanas después se reconstituyeron con testosterona
o estradiol o con dehidroepiandrosterona. Al dia siguiente de la dltima administracién se
infectaron con P. berghei ANKA. Para evaluar el estrés oxidativo se midié la concentracién
de malondialdehido (MDA) y las actividades de las enzimas GPx y SOD en el dia 8 P.l.

cuando se alcanzaron las parasitemias mas altas.

8.4 Efecto de reconstituir con esteroides sexuales a ratones CBA/Ca gonadectomizados

sobre la actividad de la enzima superdéxido dismutasa (SOD)

Para evaluar si la testosterona, el estradiol o la DHEA modifican la actividad de la enzima
superdxido dismutasa, se gonadectomizaron ratones machos y hembras, se
reconstituyeron con testosterona, o estradiol o DHEA o vehiculo y se infectaron con P.
berghei ANKA. A los 8 dias post infeccién se sacrificaron y se evalué en sangre, bazo,
higado y cerebro la actividad de la enzima SOD. Los resultados obtenidos se dividieron
entre la cantidad de proteina para obtener la actividad especifica en U/L/mg de proteina
en cada tejido analizado. Las hembras tratadas con vehiculo presentaron mayor actividad
de SOD que los machos en todos los tejidos a excepcion del cerebro donde la tendencia
fue que los machos presentaron mayor actividad de SOD que las hembras. Sin embargo,
tanto en higado como en cerebro no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. El tejido que presentd la mayor actividad de SOD fue la
sangre en donde se generd alrededor de 10 veces mayor actividad en relacién a los demas
tejidos (Figura 11A).



8.4.1 Efecto de la testosterona sobre la actividad de la enzima SOD

La administracion de testosterona en las hembras incremento la actividad de SOD en la
sangre en relacidn al grupo control que recibié vehiculo, en los machos y hembras Ia
administracion de testosterona disminuyé la actividad de SOD de forma significativa en el
bazo (Figura 11B). Sin embargo, en higado y cerebro la testosterona no modificé la
actividad de la enzima. No detectamos diferencias significativas en la actividad de SOD

entre machos y hembras en ningun tejido (Figura 11).

8.4.2 Efecto del estradiol sobre la actividad de la enzima SOD

La administracion de estradiol incrementd la actividad enzimatica de SOD en la sangre de
los ratones de ambos sexos (Figura 11A). La reconstitucion con estradiol disminuyé
significativamente la actividad de la SOD en el bazo de machos y hembras con respecto al
grupo control que recibié el vehiculo (Figura 11B). Ademds en este tejido se detectd
dimorfismo sexual ya que la actividad de SOD en las hembras fue mayor que en los
machos. La administracién de estradiol no modificéd la actividad enzimatica en higado y
cerebro (Figura 11Cy 11D).

8.4.3 Efecto de la DHEA sobre la actividad de la enzima SOD

La administracién de DHEA en ratones gonadectomizados machos y hembras Unicamente
disminuyd la actividad de SOD en el bazo (Figura 11B). En los demas tejidos no se
presentaron diferencias con relacién al grupo control tratado con el vehiculo ni

detectamos diferencias entre los sexos (Figura 11A, 11Cy 11D).
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Figura 11. Efecto de la reconstitucion de ratones gonadectomizados con testosterona, estradiol y DHEA
sobre la actividad de la enzima SOD en ratones infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones machos
y hembras gonadectomizados se trataron con testosterona (TEST), estradiol (EST), DHEA o vehiculo (VEH). Se
infectaron con P. berghei ANKA y a los 8 dias post infeccidn se sacrificaron y se determind la actividad de
SOD en sangre, bazo, higado y cerebro. Cada barra en la grafica representa la media * la desviacion estandar
(SD). El * indica diferencias estadisticamente significativas con un valor de P < 0.05.

8.5 Efecto de la reconstitucion de ratones gonadectomizados con esteroides sexuales

sobre la actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx)

Se evalud la actividad especifica de GPx en sangre, bazo, higado y cerebro ya que son los
drganos en donde se ha descrito la mayor severidad del dafio en la malaria. Los tejidos en
donde se detectd la mayor actividad de la enzima fueron el bazo y el higado (Figura 12B y
10C). No detectamos diferencias significativas entre los machos y las hembras tratados

con el vehiculo en ninguno de los tejidos analizados (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la reconstitucion de ratones gonadectomizados con testosterona, estradiol y DHEA
sobre la actividad de la enzima GPx en ratones infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones machos
y hembras gonadectomizados se trataron con testosterona (TEST), estradiol (EST) o DHEA o vehiculo. Se
infectaron con P. berghei ANKA y a los 8 dias post infeccidn se sacrificaron y se determiné la actividad de
GPx en sangre, bazo, higado y cerebro. Cada barra en la gréfica representa la media * la desviacién estdndar
(SD). El * indica diferencias estadisticamente significativas con un valor de P < 0.05.

8.5.1 Efecto de la testosterona sobre la actividad de GPx

La administracion de testosterona Unicamente incremento la actividad enzimatica de GPx
en el cerebro de las hembras (Figura 12D), en los demas tejidos no se modifico la actividad
de la enzima, con excepcidon del cerebro en el que las hembras reconstituidas con
testosterona incrementaron la actividad de GPx (Figura 12D).

8.5.2 Efecto de estradiol sobre la actividad de GPx

La reconstitucion con estradiol incrementé la actividad de GPx en sangre y cerebro, tanto
en machos como en hembras, con respecto a su respectivo grupo control tratado con
vehiculo (Figura 12A y 10D). No detectamos diferencia significativa en la actividad

enzimatica entre los sexos en los tejidos analizados (Figura 12).



8.5.3 Efecto de la dehidroepiandrosterona sobre la actividad de GPx

La administracion de DHEA no modificd la actividad de GPx en ninguno de los tejidos
analizados. No detectamos diferencias significativas en la actividad de la enzima entre los
sexos (Figura 12). Los resultados indican que la concentracidn de DHEA que se administrd

no afecta la actividad enzimatica de GPx.

8.6 Efecto de los esteroides sexuales sobre la concentracion de malondialdehido (MDA)
en ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA

Para determinar si la testosterona, el estradiol y la DHEA modulan el estrés oxidativo en
malaria, se gonadectomizaron grupos de ratones machos y hembras y un mes después de
la cirugia se reconstituyeron con: testosterona, o estradiol o DHEA. Los ratones se
infectaron con P. berghei ANKA y en el dia 8 post infeccidn se sacrificaron y se cuantifico la
concentracion de MDA en sangre, bazo, higado y cerebro. En general, las hembras
presentaron concentraciones mas altas de MDA que los machos. Sin embargo, esta
diferencia no siempre resultd estadisticamente significativa. Los tejidos en los que se
detectd mayor estrés fueron el bazo y el cerebro (Figura 13B y 12D). Esto sugiere que
estos tejidos son los que estan mas expuestos al daino en la membrana por los radicales

libres que se generan en la infeccién con P. berghei ANKA.
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Figura 13. Efecto de la reconstitucion de ratones gonadectomizados con testosterona, estradiol y DHEA
sobre la concentracion de MDA. Grupos de ratones machos y hembras gonadectomizados se trataron con
testosterona (TEST), estradiol (EST), DHEA o vehiculo (VEH). Se infectaron con P. berghei ANKA y a los 8 dias
post infeccidn se sacrificaron y se determind la concentracién de MDA en sangre, bazo, higado y cerebro.
Cada barra en la grafica representa la media * la desviacién estandar (SD). El * indica diferencias
estadisticamente significativas con un valor de P < 0.05.

8.6.1 Efecto de la testosterona sobre la concentracion de malondialdehido (MDA)

El reconstituir con testosterona a los ratones gonadectomizados incrementd
significativamente la concentracidn de MDA en sangre tanto en los machos como en las
hembras en relacidn con el grupo control reconstituido con el vehiculo (Figura 13A). En el
higado las concentraciones de MDA disminuyeron en ambos sexos pero la diferencia solo
fue significativa en las hembras (Figura 13C). En los otros dos tejidos no se observaron

cambios significativos (Figura 13).
8.6.2 Efecto del estradiol sobre la concentracion de malondialdehido (MDA)

La reconstitucion de los ratones gonadectomizados con estradiol generé una mayor

concentracion de MDA en la sangre de las hembras en relacién con su grupo control



(Figura 13A). Por el contrario, administrar estradiol a los machos disminuyé el estrés
oxidativo (Figura 13A). En los demads tejidos, no se detectaron diferencias significativas
pero si una tendencia a que la administracion de estradiol disminuyé la concentracidn de
MDA. Este hallazgo sugiere un efecto protector del estradiol sobre el estrés oxidativo

principalmente en la sangre (Figura 13).

8.6.3 Efecto de la DHEA sobre la concentracion de malondialdehido (MDA)

La administracién de DHEA disminuyd la concentracion de MDA en la sangre con respecto
a los grupos control tratados con vehiculo pero la diferencia no resultd estadisticamente
significativa. En el bazo, el higado y el cerebro la administracion de DHEA no modificd la
concentraciéon de MDA, lo que demuestra que DHEA no modificé el estrés oxidativo en
bazo, higado y cerebro (Figura 13B, 12Cy 12D).

A manera de resumen, se crearon 3 tablas cuyo objetivo es comparar los resultados
obtenidos contra los resultados esperados, para visualizar los efectos que tiene
reconstituir con testosterona o estradiol o DHEA a los ratones gonadectomizados sobre la
parasitemia, la expresion de IFN-y y el estrés oxidativo en los ratones infectados con P.
berghei ANKA.

Tabla 5. Comparacion entre la hipétesis y los resultados experimentales en la
reconstitucion con testosterona.

Hipotesis Resultados Experimentales
Machos Hembras Machos Hembras
Parasitemia ™ ™ ™ T
B ] ™ bazo M cerebro
Expresion relativa de IFN-y J J
J sangre J sangre
Actividad de GPx N N Sin efecto 1 cerebro
o N sangre
Actividad de SOD J J 4 bazo
J bazo
1 sangre 1 sangre
Concentracion de MDA ™ ™ ] & ] 8
J higado J higado




Tabla 6. Comparacion entre la hipétesis y los resultados experimentales en la
reconstitucion con estradiol.

Hipotesis Resultados Experimentales
Machos Hembras Machos Hembras
Parasitemia N N2 N2 N2
Jden sangre,
B ) ) 8 N cerebro
Expresion relativa de IFN-y | T higado y )
J higado
cerebro
™ ensangrey | en sangre
Actividad de GPx ™ ™ grey grey
cerebro cerebro
M sangre M sangre
Actividad de SOD ™ T & ;
J bazo J bazo
Concentracion de MDA NV NV J sangre N sangre

Tabla 7. Comparacion entre la hipdtesis y los resultados experimentales en la

reconstitucion con DHEA.

Hipotesis Resultados Experimentales
Machos |Hembras | Machos Hembras
Pico de| .
] ] Pico de parasitemia
. . parasitemia )
Parasitemia J J ; al dia 6 post-
al dia 6 post-| »
) » infeccion
infeccion
Expresién Relativa de M higado
T T Jd bazoy sangre
IFN-y J sangre
Actividad de GPx ™ ™ Sin efecto Sin efecto
Actividad de SOD T T J bazo J bazo
Concentracidon de MDA ™ T Sin efecto Sin efecto




9. DISCUSION DE RESULTADOS

La gonadectomia incrementd la parasitemia en las hembras en relacién con los machos, lo
gue indica que las hormonas sexuales que se producen en las génadas de las hembras
modulan la proliferacion del parasito (Figura 6). El reconstituir a los machos con
testosterona incrementd la parasitemia particularmente los dias 7 y 8 después de la
infeccion (Figura 7), este hallazgo es acorde con lo descrito por nuestro grupo de

74748 quienes han informado que la testosterona induce

investigacion y por otros grupos
inmunosupresién. Sin embargo, la actividad supresora de la testosterona solo explicaria el
incremento en la parasitemia en los machos, porque las hembras reconstituidas con
testosterona desarrollaron parasitemias menores que el grupo control que recibid
vehiculo (Figura 7), es posible que en las hembras la testosterona se haya utilizado para
sintetizar estradiol®. Por otro lado, la administracién de estradiol en los ratones machos
gonadectomizados no modificd significativamente la parasitemia, sin embargo la
administracion de estradiol en las hembras gonadectomizadas disminuyé la parasitemia
desde el dia 5 al 8 P.I. (Figura 8). Este resultado demuestra que el estradiol si influye en la
eliminacidn del parasito particularmente en las hembras. Sin embargo, el desarrollo del
parasito no depende Unicamente de las hormonas presentes en el hospedero, es un
fenédmeno en el que participan otras variables y podria estar en funcién de la interaccién
de las hormonas con su receptor y de diversos mecanismos de regulacion de la expresion
genética. La administracién de DHEA estimulé la proliferacion del parasito en el dia 6 en
ambos sexos, no obstante en los dias 7 y 8 se detectd una tendencia a disminuir la
parasitemia tanto en machos como en las hembras (Figura 9). El resultado de DHEA

50, 51

corresponde con lo descrito por otros grupos de investigacion en donde se le atribuye

a esta hormona una actividad antipaludica.

Para estudiar si las diferencias en las parasitemias entre machos y hembras inducidas por
los esteroides sexuales se debian a un incremento en el estrés oxidativo, ya que es el
principal mecanismo de eliminacidn del Plasmodium, evaluamos el efecto de reconstituir a
los ratones gonadectomizados con los esteroides sexuales sobre el estrés oxidativo. Los
resultados demuestran que la administracion de testosterona incrementd la actividad
enzimatica de GPx en cerebro. El reconstituir a los ratones con estradiol incrementd la
actividad de la enzima GPx en la sangre y en el cerebro de ratones machos y hembras
(Figura 12). Sin embargo, no se modificé la actividad en bazo o higado. La administracién

de estradiol también incrementé la actividad de SOD en la sangre de machos y hembras;



en contraste disminuyd la actividad de SOD en bazo; una probable explicacion es que se
generd6 un fuerte estrés oxidativo en bazo y la enzima se utilizé para neutralizar el efecto
de los radicales superdxido y por lo tanto detectamos esa disminucién. La reconstituciéon
con testosterona aumento la actividad en sangre pero la disminuyd en el bazo (Figura 11),
lo que muestra un efecto diferencial de los esteroides que depende del tejido analizado.
Nuestros resultados demuestran que los esteroides sexuales pueden actuar de diferente
forma en los distintos tejidos e inclusive el mismo esteroide puede inducir efectos

opuestos dependiendo del tejido blanco que se analice.

Debido que la actividad de las enzimas antioxidantes varia en cada tejido y ademas GPx y
SOD son enzimas inducibles, los incrementos o disminuciones solo reflejan el esfuerzo del
organismo en tratar de alcanzar un equilibrio redox. Por lo tanto, en este trabajo
analizamos el estrés oxidativo medido como lipoperoxidacién, este fendmeno se produce
por la oxidacién de las membranas de las células cuando los radicales libres oxidan a los
lipidos, la concentracién de malondialdehido es una medida reconocida para evaluar este
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sangre de los grupos de ambos sexos, pero la diferencia no resulté estadisticamente

significativa.

Para estudiar si las hormonas sexuales regulan factores que promuevan la respuesta
inmune se estudié el efecto que su administracién tiene sobre la expresion génica de IFN-
v. Uno de los principales hallazgos, fue que la administracion de andrégenos (testosterona
y DHEA) disminuyd significativamente la expresidon de IFN-y relativa en sangre, lo que
sugiere que ambas hormonas tienen actividad inmunosupresora en este tejido, este

resultado es acorde con lo descrito en la literatura®’*®

. Otra posible explicacién puede ser
que estos esteroides indujeron un rdpido incremento en la transcripcion, y por lo tanto en
la produccidn, de IFN-y en etapas mas tempranas de la enfermedad, lo que correlaciona
con las parasitemias observadas durante la administracién de testosterona y DHEA, para
evitar la proliferacion del parasito, en el caso de testosterona; y para regular un pico muy
elevado de la parasitemia, en el caso de DHEA, sin embargo seria necesario determinar la

expresion relativa en dias anteriores para corroborar esta teoria.

En el higado, la administracion de estradiol disminuyd la expresion relativa de IFN-y. Este
resultado corrobora el efecto inmunoregulador del estradiol que ya se habia descrito

anteriormente en la literatura *°. Por el contrario la administracién de testosterona generé



un marcado incremento en la expresion relativa de IFN-y en el bazo en comparacion con
su control y contra las hembras del mismo tratamiento. En conjunto con los demas
pardmetros de estrés oxidativo podrian indicar una activacion retrasada de la respuesta
inmune en este tejido. Sin embargo esto no se puede probar sin un estudio a diferentes
tiempos para analizar la progresion de la enfermedad.

Por ultimo, en el cerebro se demostré que la administraciéon de testosterona o estradiol
incrementaron la expresion génica de IFN-y en las hembras y no en los machos, resultado
que resalta el dimorfismo sexual de la enfermedad. Se ha descrito que niveles altos de
citocinas como IFN-y y TNF-a en el cerebro correlacionan con una gran probabilidad de
padecer malaria cerebral, y si las tanto el estradiol como la testosterona incrementaron la
expresion de IFN-y es probable que éstas hormonas estén involucradas en el desarrollo de
malaria cerebral®®.

En un panorama general, la testosterona parece que funciona como un inmunosupresor
ya que disminuye la expresidn relativa de interferén y y se acompafia de un incremento en
los niveles de MDA en sangre. Esto indica una disminucidn en la respuesta inmune en el
tejido con mas contacto con el parasito y si relaciona con la baja en la actividad de las
enzimas antioxidantes, en especial SOD, en el bazo podria indicar una disminucién en la

respuesta inmune como se reporté anteriormente®®*8%"%,

En cuanto el tratamiento con estradiol, parece ser inmuno-estimulante en general, ya que
incrementa la actividad de las enzimas antioxidantes y disminuye la cantidad de MDA en

sangre aunque solo en los machos*®*®

. En las hembras el incremento de la expresién
relativa de IFN-y en el cerebro y el incremento de MDA en sangre reafirman la teoria de
gue esta hormona contribuye con la proliferaciéon del parasito y el desarrollo de malaria
cerebral®.

Por ultimo la administracién de DHEA afectd el desarrollo de la parasitemia y ocasiono un
incremento al dia 6 post infeccion, lo que acompanado con una disminucidon en la
expresion relativa de IFN-y, podria sugerir un efecto inmunosupresor. Sin embargo, se
tendria que confirmar este fendmeno a que las demas variables analizadas no revelaron

ninguna tendencia ni apoyaron esta teoria.



10. CONCLUSIONES

La administracion de los esteroides modifico de forma diferencial la parasitemia, la
testosterona la incrementd, mientras que el estradiol la disminuyd. La testosterona el
estradiol y la DHEA disminuyeron la expresidon relativa de IFN-y en sangre. Los tres
esteroides modificaron el estrés oxidativo de forma dependiente de tejido y del sexo; la
testosterona incrementd la concentracion de MDA en sangre y la disminuyd en higado en
las hembras, mientras que administrar estradiol incrementd el MDA en la sangre de las
hembras y la disminuyé en los machos. En este trabajo evidenciamos que las hormonas
sexuales regulan diversos aspectos de la respuesta inmune; en particular el estradiol
promovid la eliminacién del pardsito y disminuyd el proceso inflamatorio al modular
positivamente la actividad antioxidante de SOD Y GPx en sangre de las hembras

Es evidente que los mecanismos involucrados en la regulacion de la respuesta inmune y
del estrés oxidativo son sumamente complejos y los esteroides sexuales constituyen tan

solo una de las distintas variables involucradas en la modulacion de la respuesta inmune.

11. PERSPECTIVAS

Este trabajo contribuye a entender los efectos de los esteroides sexuales sobre el estrés
oxidativo, ya que a pesar de su relevancia en la respuesta inmune no se conocen con
precision los mecanismos por los cuales los esteroides sexuales regulan la susceptibilidad
o resistencia a enfermedades infecciosas en particular en la malaria. Ademas, genera
nuevas areas de estudio como el analisis de los receptores de esteroides en cada uno de
los tejidos blanco en malaria, asi como de la evaluacién de otros genes involucrados en los
procesos inflamatorios o la expresion de los genes que codifican para las enzimas

antioxidantes.
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