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1. RESUMEN

La malaria o paludismo es una de las enfermedades infecciosas con mayor
mortalidad en todo el mundo. En esta enfermedad se presenta dimorfismo sexual
en el que los hombres presentan sintomas mas severos como la pérdida de peso
y variaciones en la temperatura corporal, ademas de una mayor mortalidad que las
mujeres. La patogénesis no esta del todo comprendida, sin embargo se conoce
que las citocinas inflamatorias como TNF-a intervienen en el desarrollo vy
complicaciones de la enfermedad. Debido a que las principales diferencias entre
los sexos dependen de la concentracion de las hormonas sexuales, en el presente
trabajo se estudiaron los efectos de administrar testosterona, estradiol y
dehidroepiandrosterona (DHEA) sobre el peso, la variacion de temperatura
corporal, la parasitemia y la expresion del gen de TNF-a en sangre, bazo, higado y

cerebro, en un modelo experimental de malaria murina.

Se detectd que la administracion de las tres hormonas sexuales modulan la
parasitemia, la pérdida de peso, la variacion de temperatura y la expresion del gen
de TNF-a. Ademas, los resultados obtenidos explican parcialmente el dimorfismo
sexual que se presenta en malaria, ya que la expresion de TNF-a fue diferente
entre los sexos, las hembras fueron mas susceptibles a los incrementos de los
esteroides sexuales, puesto que incrementaron la expresidon de TNF-a en la
sangre y en el higado en comparacion con los machos. Por el contrario, en el bazo

y en el cerebro los machos expresaron mas TNF-a que las hembras.
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2. INTRODUCCION

La malaria o paludismo es una enfermedad parasitaria que constituye un problema
de salud mundial, se calcula que cada afio se presentan mas de 600 mil muertes’.
Se caracteriza por un marcado dimorfismo sexual que se polariza hacia los
hombres quienes desarrollan sintomas mas severos como la pérdida de peso,
fiebres, anemia y mayor mortalidad que las mujeres. La infeccion con el parasito
induce la activacién de macrofagos y linfocitos T que generan una respuesta
inflamatoria via la secrecion de citocinas como el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a), esta citocina promueve la muerte del parasito, pero también contribuye al

desarrollo de los sintomas mas severos de la enfermedad? 3.

El sistema enddcrino y el inmune se conectan a través de redes de moléculas
sefalizadoras como las hormonas y las citocinas que actuan sobre receptores en
comun, como consecuencia las hormonas sexuales modulan el desarrollo y
funcién de las células del sistema inmune, lo que origina una respuesta dimorfica
en donde en general las mujeres desarrollan concentraciones mas altas de
anticuerpos y responden mejor a las infecciones que los hombres®, la malaria es
un ejemplo de esas interacciones. Se sabe que las hormonas sexuales
testosterona, estradiol y DHEA, ademas de ser responsables de las principales
diferencias fenotipicas entre los sexos, también modulan la respuesta inmune. Sin
embargo, en la malaria todavia no se conocen con precisidon los mecanismos
responsables de las diferencias en la respuesta inmune entre hombres y mujeres.
Por lo anterior, en este trabajo se estudié el efecto de administrar testosterona,
estradiol y DHEA sobre el peso, la temperatura, la parasitemia y la expresion de

TNF-a en diferentes tejidos en un modelo experimental de malaria murina.




3. MARCO TEORICO
3.1 Malaria

La malaria o paludismo es una enfermedad tropical originada por el parasito del
género Plasmodium y se transmite por la picadura de la hembra del mosquito
Anopheles. Genera 207 millones de nuevos casos y alrededor de 600 mil muertes
por afio’. Las regiones endémicas de malaria son las zonas tropicales,
principalmente el continente africano’. En México, la principal especie causal de
malaria es P. vivax, con el riesgo de infeccion de 1 por cada 1000 personas
(Figura 1)".
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Figura 1 Zonas endémicas de malaria en México. Tomado y modificado de World Malaria Report
2013".

Los sintomas asociados con la malaria incluyen, anemia, dificultad respiratoria,
fiebre, hipotermia y pérdida de peso, ademas de problemas neurolégicos como la
ataxia, paralisis, coma y la muerte”” 5; estos sintomas junto con la mortalidad, son
mas severos en los hombres que en las mujeres, a este fendmeno se le conoce
como dimorfismo sexual®. En la actualidad no se conocen del todo los
mecanismos por los cuales se genera una mayor intensidad en los sintomas y un
mayor numero de muertes en los hombres que en las mujeres. Se ha
documentado que las hormonas sexuales son las responsables de las principales
diferencias entre los sexos, se producen en las goénadas y tienen una estrecha

relacidon con la respuesta inmune®; puesto que el sistema inmune y las células que
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lo componen esta regido por la conexion entre el eje hipotalamo-hipdfisis-
génadas’. Las hembras tienen una mayor concentracién de estradiol en
comparacion con los machos, que a su vez presentan concentraciones mas
elevadas de testosterona que las hembras. Estas diferencias, podrian al menos
explicar parcialmente las diferencias que existen en la respuesta inmune entre los

sexos ante la misma enfermedad?®.

La eliminacion del parasito en humanos y ratones se produce principalmente en el
bazo y la sangre, a través de las células fagociticas, la fijacion de complemento y
los anticuerpos que favorecen la fagocitosis y la citotoxicidad. Cuando el
Plasmodium invade a los eritrocitos, metaboliza a la hemoglobina, lo que genera
hemozoina e inflamacién en el higado® . En el cerebro, las infecciones con
Plasmodium falciparum en humanos y Plasmodium berghei ANKA en ratones,

generan malaria cerebral’’

, proceso que se asocia con una elevada produccion de
citocinas pro-inflamatorias como el TNF-a'2, por lo que evaluar el efecto de las
hormonas esteroideas en la expresion de RNA mensajero (RNAm) para TNF-a y
sus implicaciones en las caracteristicas patologicas como la pérdida de peso y la

variacion de temperatura puede ayudar a comprender la patologia.

Dado que la malaria es una enfermedad infecciosa con una alta mortalidad, que la
patologia es mas severa en machos que en las hembras y que las hormonas
estradiol, DHEA vy testosterona modulan la respuesta inmune, en este trabajo se
estudid el efecto de la administracion de esos esteroides sobre el peso, la
temperatura y la parasitemia en ratones CBA/Ca infectados con Plasmodium
berghei ANKA. Ademas, se analiz6 el efecto de la testosterona, estradiol y DHEA
sobre la expresion del RNAm que codifica para TNF-a, ya que esa citocina se ha

asociado con la intensidad de los sintomas de la malaria.

El estudio de los mecanismos de la respuesta inmune en malaria es complicado
por razones técnicas y éticas. Sin embargo, los modelos experimentales de
malaria en roedores, constituyen una estrategia que permite analizar a detalle los
mecanismos de la respuesta inmune de la enfermedad; ademas poseen diversas

ventajas como son: la facilidad de mantener al parasito en ambientes controlados,

10
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asi mismo, los ratones son organismos bien estudiados y de facil manutencion,
sus ciclos de reproduccion son cortos, existen cepas singénicas, es decir un ratdon
es genéticamente igual a otro, por lo que no existe variabilidad genética lo que
conlleva a una respuesta inmunologica similar entre los ratones'*'®. El modelo
experimental que se utilizé en este proyecto es CBA/Ca-P. berghei ANKA, ya que

es equiparable a la malaria generada por Plasmodium falciparum en humanos™* *°.

3.2 Respuesta inmune en malaria

La respuesta inmune contra el parasito, inicia cuando el mosquito hembra
Anopheles inocula esporozoitos del Plasmodium, lo que induce un incremento en
el numero de monocitos presentes en sangre”. Posteriormente los esporozoitos
migran hasta el higado y activan a las células NK que inducen la fagocitosis en las
células dendriticas y en los macréfagos'®. La activacion de esas células provoca la
elevacién de la secrecion de citocinas inflamatorias como INF-y, TNF-a, IL-1 e IL-
6'°, que se asocian con la severidad de la patologia’. Se ha reportado que la
ausencia de citocinas en ratones knockout esta relacionada con el desarrollo de la
patologia como se muestra en la tabla 1%. Las células dendriticas y los
macrofagos presentan el antigeno procesado a los linfocitos T-virgenes mismos
que maduran a células Th1 (CD4+), e incrementan nuevamente la expresion de
citocinas pro-inflamatorias como el INF-y y el TNF-0?", ademas de citocinas como
IL-1B, IL-8 e IL-12"",

Los macrofagos son células clave en la eliminacion del parasito a lo largo de toda
la enfermedad, lo hacen a través de la generacion de especies reactivas del
oxigeno y del nitrdgeno, ademas también producen citocinas pro-inflamatorias

como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)'® (Figura 2).

11
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”:N'Y ROI
IL-18
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Figura 2 Regulacion de la respuesta inmune por los macréfagos mediada por citocinas pro y
anti-inflamatorias. En la imagen se representan las diferentes citocinas como INF-y e IL-1B,
involucradas en el proceso de inflamacion y cémo es que éstas son capaces de estimular y activar
a los macréfagos para generar TNF-a e mtermedlanos reactivos de oxigeno y nitrogeno (RNI y
ROl). Tomada y modificada de Alexander 2001%°

Efecto en la
Citocina ausente. o
parasitemia.
IL-12 0
IFN-y 1
TNF-a 0

Tabla 1 Efecto de la ausencia de algunas citocinas en ratones knockout (KO) sobre la
parasitemia. (1) aumento, (|) disminuciéon. Tomado y modificado de Angulo 2002"
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3.3 El factor de necrosis tumoral (TNF-a)

El TNF-a es una citocina producida por los linfocitos Th1, monocitos y macréfagos
activados?®* ?°. Pertenece a una familia de citocinas en las que destacan la
caquexina o TNF-a y la linfotoxina o TNF-B. El TNF-a es una proteina que se
origina por el corte de su precursor, un homotrimero (de 233 aminoacidos y 26
KDa) unido a la membrana con la enzima metaloproteasa (TACE), lo que origina
una proteina de 157 aminoacidos con peso molecular de 17 KDa?. Las células
diana del TNF-a presentan los receptores TNF-R1 y TNF-R2 que cuando
interactuan con su ligando inducen diferentes funciones como la apoptosis, la
proliferaciéon celular y la sintesis de citocinas®®. Ademas de funcionar como
citocina pro inflamatoria, el TNF-a también es responsable de la activacion de
osteoclastos y de fibroblastos, de la inhibicion de la adipogénesis; esta involucrado
en la liberacién de las proteinas de fase aguda, ademas es capaz de inducir fiebre,

caquexia y suefio®®.

Durante la infeccion con Plasmodium en humanos y ratones, la respuesta inmune
se caracteriza por la activacion de células dendriticas, monocitos, células NK y
macrofagos y por la secrecién de citocinas pro-inflamatorias como el INF-y y TNF-
a. En pacientes infectados con Plasmodium la secrecion de TNF-a se incrementa
a partir del dia 7 u 8 post-infeccion’®. Ademas esta citocina es un pirégeno
enddgeno que los monocitos liberan in vitro a partir de las 36-42 horas después de

estar en contacto con eritrocitos infectados con P. falciparum?’.

Ademas, el TNF-a estimula la citotoxicidad de los monocitos, incrementa la
permeabilidad vascular, incrementa la concentracién de IL-1B'®, regula la sintesis
de IL-12 y junto con el INF-y modulan la produccién de citocinas por las células
NK?®.

29, 30 |28

Se ha demostrado que la hemozoina y el glucosilfosfatidilinositol”® que
provienen del Plasmodium inducen la sintesis de TNF-a via la activacion de los

macréfagos, ambas moléculas son altamente pirdgenas'®. Ademas en los

13
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pacientes con malaria, las concentraciones elevadas de TNF-a y de IL-13 se han
asociado a un defecto en la regulacion de la temperatura®™, lo que al inicio de la

infeccion conduce a fiebres altas®”.

Los ratones KO para IL-10 infectados con Plasmodium chabaudi, desarrollan
concentraciones elevadas de INF-y y de TNF-q, lo que aumenta la mortalidad; el
neutralizar al TNF-a en estos ratones, aumenta la sobrevida porque disminuye la
anemia junto con la pérdida de peso y la hipotermia no es tan severa®. De tal
forma que las concentraciones elevadas de TNF-a y bajas de IL-10, se asocian
con el desarrollo de anemia severa®, Ademas, la IL-10 es una citocina anti-
inflamatoria que regula la sintesis de INF-y y de TNF-a, lo que disminuye las

posibilidades de padecer malaria cerebral®.

La sintesis de TNF-a esta regulada por hormonas como el estradiol de forma dosis
dependiente; cuando se cultivan macréfagos peritoneales, con dosis de 102y 107
ng/ml de estradiol, se incrementa la secrecion de TNF-a, pero si los macrofagos se
tratan con estradiol en dosis menores o con testosterona, disminuye la expresion
de esta citocina®. Ademas, la testosterona disminuye las concentraciones de
TNF-a y de IL-1B en la sangre de pacientes que presentan hipogonadismo33. Sin
embargo, se desconoce si en malaria los esteroides sexuales modulan la sintesis
de TNF-a en los érganos donde es evidente la interaccion del sistema inmune con
el parasito. Por lo anterior, en este trabajo se estudid si la administracion de
testosterona, estradiol o DHEA modulan la expresion de TNF-a en la sangre, el
bazo, el higado y el cerebro de ratones infectados con Plasmodium berghei ANKA.
También se analiz6 el efecto de los esteroides sobre la parasitemia, el peso y la
temperatura puesto que se ha demostrado que el TNF-a esta involucrado en la
eliminacion del parasito, la pérdida de peso y la fiebre que caracterizan a la
malaria. El conocimiento de los mecanismos que detonan la patologia de la
malaria, proporcionara informacion que ayudara a disefiar nuevas estrategias para

su control.

14
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3.4 Peso y temperatura en malaria

La disminucion del peso y principalmente la fiebre son parametros fisioldgicos que
se asocian con niveles elevados en suero de TNF-a, INF-y, IL-1B e IL-6 3% 3%y
con la anemia durante la infeccidén con Plasmodium’. Se ha documentado que la
malaria genera cuadros febriles en ratones infectados con P. berghei ANKA
durante la fase aguda de la infeccion®; posteriormente durante el dia 4 6 5 post-

15, 36

infeccion la temperatura y el peso disminuyen , ¥ junto con la anemia conducen

a la muerte®.

Nuestro grupo de investigacion demostré que la disminucidon de hormonas
sexuales por gonadectomia afecta mas el peso en las hembras que en los machos
infectados con P. berghei ANKA®’; ademas se ha documentado que las hembras
gonadectomizadas e infectadas con Plasmodium chabaudi, pierden peso y
desarrollan una hipotermia mas severa en comparacién con las hembras intactas,
pero al reconstituir con estradiol incrementan el peso y desarrollan una hipotermia

menos severa’e.
3.5 Sintesis de las hormonas sexuales

Las hormonas sexuales son de vital importancia en el desarrollo y a lo largo de la
vida, regulan diversas funciones celulares y fisioldgicas en los organismos, como
la reproduccién, la diferenciacion sexual, el desarrollo, el crecimiento, el
mantenimiento del ambiente interno, la regulacion del metabolismo, el suministro
de nutrientes e inclusive pueden regular la expresién génica®, ademas, guardan
una estrecha relacion con el sistema inmune asi que es importante conocer el

proceso de sintesis en el organismo.

Las principales hormonas sexuales son la testosterona y el estradiol, estas se
producen principalmente en los testiculos y los ovarios respectivamente18 y en
menor grado en las glandulas suprarrenales® . La sintesis de estos esteroides
sexuales se inicia en la pubertad cuando el hipotalamo secreta la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), que estimula a la hipdfisis para liberar la

hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona leutinizante (LH), esta ultima

15
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estimula a las células granulosas en los ovarios y a las células de Leydig en los
testiculos para que inicien la sintesis de testosterona y estradiol a partir del
colesterol. El primer paso es la conversion de colesterol en pregnenolona vy
posteriormente progesterona (para la sintesis de cortisol, corticosterona o
aldosterona), o 17-a hidroxipregnenolona, esto se realiza en el citoplasma y en el
reticulo endoplasmico liso. En la mitocondria, la 17-a hidroxipregnenolona se
utiliza en la sintesis de la dehidroepiandrosterona (DHEA) precursor esencial en la
sintesis de andostendiona y androstendiol que se convertira posteriormente en

|39-41 (

testosterona y estradio Figura 3).

La testosterona, el estradiol y el precursor hormonal DHEA ejercen la gran
mayoria de estas funciones gracias a la interaccién con su receptor citoplasmatico
o nuclear en las diferentes células*', una vez que los esteroides interaccionan con
su receptor, se desencadena una cascada de sefalizacion que tendra como efecto
estimular o inhibir la sintesis de RNAm que codificara para diferentes genes*'; por
lo que estudiar el efecto de la administracién de estos tres esteroides en la sintesis
de RNAm que codifica para TNF-a tiene implicaciones importantes para entender
si el TNF-a esta relacionado en el fendmeno de dimorfismo sexual en un modelo

experimental de malaria murina.
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3.6 Hormonas sexuales y el sistema inmune

Las hormonas sexuales regulan la actividad de las células del sistema inmune

como la de los linfocitos, macréfagos y células dendriticas™ 42

, por lo que existe
una relacion directa entre los esteroides sexuales y la sintesis de citocinas en las
células del sistema inmune®, como se muestra a continuacion.

La testosterona, disminuye la concentracion de citocinas como el INF-y, TNF-a, IL-
1B, e IL-128, por lo que se concidera una hormona inmunosupresora. Por el
contrario, los estrégenos, activan a los linfocitos T reguladores, inducen la
respuesta tipo Th2, por lo tanto estimulan la produccién de anticuerpos y la
actividad de los macréfagos, 1o que aumenta la sintesis de especies reactivas del
oxigeno, sin embargo, los estrogenos disminuyen la actividad de las células NK 'y
la sintesis de IL-1 y TNF-a®> 2?2 Existen otros esteroides como la
dehidroepiandrosterona (DHEA) que estimula la respuesta tipo Th1, la de los
linfocitos T citotéxicos (CD8+) y reduce la poblacion de células pre-B en la médula

osea.

Tanto el estradiol como DHEA se han asociado con la proteccion contra
infecciones parasitarias, pero también con una mayor susceptibilidad a padecer
enfermedades autoinmunes®. Se ha demostrado que algunos helmintos poseen
receptores de hormonas en su membrana y en el citosol®, o que sugiere que las
hormonas sexuales podrian activar diferentes cascadas de sefalizacion y como

consecuencia el encendido y apagado de diferentes genes en los parasitos.
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3.7 Hormonas sexuales y malaria

Las hormonas sexuales son capaces de regular diversas funciones en el sistema
inmune, sin embargo, en la malaria tienen un desempefo aun mas especifico: la
testosterona aumenta la mortalidad en los ratones machos infectados con P.
berghei ANKA o P. chabaudi, mientras que la gonadectomia estimula la
produccion de INF-y y promueve una mayor sobrevida*’. La administracion de
testosterona en hembras disminuye la sintesis de anticuerpos y la expresion de
moléculas MHC clase Il en las células de bazo®, lo que sugiere que la testosterona
suprime la respuesta inmune contra la malaria. Por el contrario, el estradiol activa
y promueve la diferenciacion de los linfocitos B a células plasmaticas, disminuye la
masa del timo y de la médula 6sea, aumenta la cantidad de células productoras de
IL-10 e IL-6, aumenta la fagocitosis, la secrecidn de serotonina e histamina pero
disminuye la actividad de las células NK y la concentracion de IL-2*%; las hembras
gonadectomizadas y reconstituidas con estradiol aumentan la concentracion de
INF-y e IL-10 durante el pico de la parasitemia (alrededor del dia 7 pos
infeccion)®. La ausencia de estradiol en las hembras gonadectomizadas, induce
una mayor mortalidad en comparacién con hembras intactas® y disminuye la

poblacion de linfocitos B*.

La administracion del precursor DHEA-S in vitro inhibe la proliferacién del parasito,
por lo que las concentraciones altas de DHEA-S se han asociado con parasitemia
baja, lo que correlaciona con el hallazgo en Kenia, donde personas infectadas con
Plasmodium falciparum tenian una concentracion alta de DHEA-S y una

parasitemia baja®.

Como se a descrito las hormonas sexuales tienen una fuerte implicacion en el
desarrollo de la patologia, sin embargo, también afectan otras variables como el

peso y la temperatura.
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3.8 Hormonas, su relacion con el peso y la temperatura

Las hormonas sexuales son responsables de las principales diferencias entre los
hombres y las mujeres, por ejemplo la masa corporal y la temperatura, como se

describe a continuacion.

La concentracidn sanguinea de testosterona en los hombres aumenta en la
mafana y en la noche, lo que se relaciona con el incremento de la temperatura en
esas horas del dia, es probable que la testosterona al promover el metabolismo*,
eleve la temperatura, mientras que las mujeres, que presentan una concentracion
mayor de estradiol que de testosterona desarrollan temperaturas menores que los

hombres™.

La testosterona favorece el aumento de peso a través de la conversion de la grasa
del abdomen en masa muscular, regula la adipogénesis, inhibe la captacion de
triglicéridos e incrementa la actividad de la lipasa en el abdomen*® ¢, Ademas las
concentraciones bajas de testosterona se relacionan con el incremento en la
resistencia a la insulina®. La administracién de andrégenos como la

4748 o DHEA®, disminuye la resistencia a la insulina y mejora el

testosterona
control glucémico*’. La administracion de DHEA acelera la liberacion y eliminacion
de triglicéridos del tejido adiposo*’, también se ha descrito que el tratamiento con
DHEA en ratones genéticamente obesos disminuye la ganancia de peso corporal,
disminuye la grasa acumulada y aumenta la lipdlisis® por lo que es probable que

la testosterona y DHEA regulen el peso corporal.

La ausencia de estradiol en hembras sanas, aumenta la ingesta de comida por lo
que se favorece la acumulacion de grasa, sin embargo, cuando esta hormona se
administra se reduce la obesidad al disminuir el apetito51; los mecanismos por los
que sucede esto aun se estan estudiando, pero se sugiere que los estrogenos
tienen relacién con la sensibilidad a la leptina®'. Otros autores han documentado
que la administracion de estrogenos incrementa la concentracion de triglicéridos
hasta en un 15%, por lo tanto una mayor concentracion de estrégenos se asocia

con un aumento en la masa corporal®.

20

—
| —



Es por esto que es importante conocer el efecto que tiene administrar la
testosterona o el estradiol o la DHEA en el dimorfismo sexual de la malaria,
particularmente en la sintesis de TNF-a y a su vez si existe una relacion de los
niveles de expresion de RNAm para TNF-a con la parasitemia, la variacion de

peso y la temperatura en la malaria.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La malaria es la causante de la muerte de aproximadamente 670 000 personas al
ano; en esta enfermedad se presenta dimorfismo sexual en el que los hombres
desarrollan mayor severidad en la patologia reflejada en una pérdida de peso,
fiebre, anemia mas severa e inclusive mayor mortalidad que las mujeres. Ademas,
se ha demostrado que las hormonas sexuales son responsables de las principales
diferencias fenotipicas y fisiologicas entre los sexos porque regulan la expresion
de diferentes genes. Sin embargo, no se ha descrito si los esteroides testosterona,
estradiol y el precursor hormonal DHEA modulan la severidad de la enfermedad
via la regulacion de la expresion de la citocina pro-inflamatoria TNF-a, que si bien
se requiere para la activaciéon de macrofagos y la eliminacion del Plasmodioum,
también esta involucrada en la pérdida de peso y la fiebre. Por lo anterior, en este
trabajo las preguntas que se abordaron fueron si administrar testosterona,
estradiol o DHEA a ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA modula: A) la
expresion del RNA mensajero que codifica para TNF-a en la sangre, el bazo, el

higado y el cerebro; B) la pérdida de peso y C) la hipotermia.

5. HIPOTESIS

De acuerdo con los conocimientos cientificos que muestran la relacion entre la
malaria, el sistema inmune y las hormonas sexuales, proponemos que si los
esteroides sexuales son los responsables del dimorfismo sexual en malaria,
entonces el administrar estradiol, testosterona o DHEA a ratones, previo a la
infeccion con P. berghei ANKA, incrementara la expresion de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a y asi mismo esta variacion estara relacionada con la

pérdida de peso y la variacién de la temperatura.
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6. OBJETIVO
6.1 General

Evaluar el efecto de la administracion de los esteroides sexuales (testosterona,
estradiol y DHEA) sobre la expresion de TNF-q, la pérdida de peso y la variaciéon

de temperatura en un modelo experimental de malaria murina.
6.2 Particulares

Evaluar el efecto de la administracion de testosterona o estradiol o DHEA sobre la

parasitemia en ratones CBA/Ca infectados con Plasmodium berghei ANKA.

Evaluar el efecto de la administracion de testosterona o estradiol o DHEA sobre la

pérdida de peso en ratones CBA/Ca infectados con Plasmodium berghei ANKA.

Evaluar el efecto de la administracion de testosterona o estradiol o DHEA sobre la

temperatura en ratones CBA/Ca infectados con Plasmodium berghei ANKA.

Evaluar el efecto de la administracion de testosterona o estradiol o DHEA sobre la
expresion del gen TNF-a en ratones CBA/Ca infectados con Plasmodium berghei
ANKA.
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7. MATERIAL Y METODOS
7.1 Poblacion de estudio

Este es un estudio experimental que consta de 4 grupos de ratones machos y 4
grupos de ratones hembras (5 ratones por grupo) de la cepa CBA/Ca, de 4 meses
de edad.

7.2 Parasito

Plasmodium berghei ANKA, donando por el Doctor William Jarra del National

Institute for Medical Research, Londres, Inglaterra.
7.3 Variables
Independientes:
Sexo
Tratamiento (testosterona, estradiol, DHEA y vehiculo como control).
Infeccion
Dependientes:
Porcentaje de parasitemia
Variacién de peso en gramos
Variacion de temperatura en °C

Expresion del gen de TNF-a
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7.4 Material

Tubos Eppendorf de 1.5 mL, 500 y 200 pL.

Puntas para pipetas de 1000, 200, 50 y 10uL.

Placas de 96 pozos fondo plano para ELISA marca Corning®.
Placas de 96 pozos para PCR marca AXYGEN®.

Porta objetos Corning®.

7.5 Equipo

Termdmetro digital infrarrojo marca Thermofocus®.

Balanza granataria marca Sartorius-OHAUS®.

Microscopio optico Zeiss®

Micropipetas marca Gilson y Eppendorf de 1000, 200, 50, 10 y 1puL.
Centrifugas Eppendorf.

Lector de placas Multiskan GO de ThermoScientific
Termociclador Eppendorf.

Termociclador Applied Biosystems 7500.

7.6 Reactivos

Testosterona (Sostenon 250®) Contiene: Propionato de testosterona 30mg/1mL,
Fenilproipionato de testosterona 60mg/1mL, Isocaproato de testosterona
60mg/1mL y Decanoato de testosterona 100mg/1mL.

17-BEstradiol Sigma Aldrich®.
Dehidroepiandrosterona Sigma Aldrich®.

Aceite de ajonjoli (Vehiculo).
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Colorante de Giemsa Merck®.

PBS

PBS/Heparina

TriPure®

Cloroformo/alcoholisoamilico (49:1)

Alcohol isopropilico Merck®

Agua con dietilpirocarbonato al 10% (Agua DEPC)
Etanol al 80% en agua DEPC

Amortiguador First Strand de Promega®
Inhibidor RNAsin de Promega®

dNTP’s 200 uM Invitrogen®

Enzima MMLV-RT 20,000 U/mL Promega®
Ditiotreitol (dTT) Promega®

Cloruro de potasio 50mM Sigma Aldrich®.
Gelatina 200 uM

Tris/HCI 20 mM

Cloruro de magnesio 100mM Sigma Aldrich®
Taq polimerasa 5U/uL Promega®

ROX 50x (Referencia pasiva) Invitrogen®

Oligonucleétidos para el gen de B-actina y para TNF-a Stock (10 mM).
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7.7 Diseno experimental
7.7.1 Administracion de hormonas

Se usaron 6 grupos de ratones CBA/Ca (3 grupos de hembras y 3 grupos de
machos) a los que se les administrd: testosterona (0.9ug/50uL) o estradiol
(12pg/50 pL) o DHEA (200 pg/50uL) ademas se utilizdé un grupo control de cada
sexo al que se le administré solamente el vehiculo (50uL). La administracion de la
testosterona, estradiol y vehiculo fue 2 veces por semana durante 3 semanas,
para DHEA se aplicé 5 dias seguidos antes de la infeccion. Al dia siguiente de la
tltima administracion se inocularon 1 x 10° glébulos rojos infectados con
Plasmodium berghei ANKA via intravenosa. Diariamente se tomo y registré el
peso y la temperatura a la misma hora, ademas se tomaron muestras de sangre
para evaluar la parasitemia a partir del dia 3 pos-infeccion. Para realizar los frotis
sanguineos se usaron portaobjetos limpios y desengrasados con alcohol al 70%,
se colocd una gota de sangre de la cola del ratén en un extremo del porta objetos
y con el extremo de otro porta objetos colocado en 45° se extendioé la muestra,
posteriormente se fijaron con metanol y se tifieron con colorante de Giemsa al
10% durante 30 minutos. Los ratones se sacrificaron el dia 9 pos-infeccion para

extraer RNAm a partir de la sangre, el bazo, el higado y el cerebro.
7.7.2 Extraccion de RNA y retrotranscripcion

Los tejidos se maceraron sobre una malla de nylon y PBS estéril se extrajo el RNA
con 500 pL del reactivo TriPure® y 100 pyL de la mezcla de cloroformo-alcohol
isoamilico 40:1. Se centrifugd y se separd la fase acuosa, el RNA soluble en la
fase acuosa se precipitd con un volumen de 250 pL de isopropanol frio.
Posteriormente se centrifugd y se eliminé el sobrenadante, se adicioné etanol frio
al 80% en agua DEPC, el RNA se hidraté con agua DEPC y se cuantifico la

concentracion por espectrofotometria UV a 260 nm.

27

—
| —



Formula de cuantificacion de RNA:

40pg
1000uL

[RNA] = Ab5260 nm. X ( )x 200

[RNA] = pg/ pL

Para realizar la retrotranscripcion se adicionaron 1.5 uyg de RNA y 1uL de Oligo dT
y se incubaron en el termociclador durante 10 minutos a 60°C, posteriormente se
adicion6 la mezcla de reaccion que contiene: agua destilada estéril, amortiguador
First strand, inhibidor de RNAsa, dNTP’s (200 uM) y la enzima MMLV-RT vy se
incubd nuevamente en el termociclador a 37°C durante una hora y 95°C durante
10 minutos. Se adicionaron 80 uL de agua DEPC para obtener la concentracion de
15 ng/uL de DNAc.

7.7.3 PCR en tiempo real

Se preparo la mezcla de reaccion que contiene: amortiguador para PCR, cloruro
de magnesio, Taq polimerasa, dNTP’s (200 uM), los oligonucledtidos para cada

gen (10 uM) y ROX (como referencia pasiva) (1X).

La secuencia de los iniciadores es la siguiente:

GEN Sentido Antisentido

B-Actina: CGG GTC AGG TAG TCT CTA TGC TCT CCC TCA CGC
GTC AGG TCC [JOE] G CATC

TNF-a CGG CTG TCT TTG AGA CGT CGT AGC AAA CCA CCA
TCC ATG C [FAM] G AGT G

Para cada gen es necesario preparar la mezcla de reaccion por separado ya que

los volumenes de reaccion son diferentes para cada gen.

El programa de amplificacion que se utilizé fue el siguiente:
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Para B-Actina:

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 de los pasos 3 al 5 por 45 veces. Para TNF-a s6lo cambia la temperatura

de alineacién a 65°C por 45 segundos.
La curva de fusion para ambos gens se realizd con las siguientes temperaturas:

95°C 15 segundos
60°C 1 minuto
95°C 30 segundos
60°C 1 minuto

La férmula utilizada para la cuantificacion (la férmula no refleja unidades solo

expresion relativa a un gen constitutivo) es la siguiente:

Expresion relativa

(1 + eficiencia TNFCZ)Ct TNFa (grupo control)—ct TNFa (grupo de investigaciéon)

= (1 + eficiencia ﬁactina)“ Bactina(grupo control)—ct Bactina(grupo de investigacion)

Nota: El valor de la eficiencia se representa en porcentaje, para ése calculo se

utiliza la siguiente férmula:

(Eficiencia de cada placa * 1)
100%

Eficiencia =

7.7.4 Analisis estadistico

Se realiz6 ANOVA de dos vias para analizar los cambios en la parasitemia, el
peso y la temperatura, para la expresion relativa del gen de TNF-a se us6 ANOVA

de una via. En ambos casos se us6 una p<0.05.
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8. RESULTADOS
8.1 Parasitemias

Dado que la intensidad de la patologia esta estrechamente relacionada con la
parasitemia, diariamente, a los ratones tratados con esteroides sexuales e
infectados con P. berghei ANKA, se les tomaron frotis sanguineos que se tifieron

con Giemsa para evaluar la parasitemia por microscopia 6ptica.

La parasitemia de machos y hembras tratados con el vehiculo fue similar, por lo
que no se detectdé dimorfismo sexual en la parasitemia, sin embargo, la
administracién de los esteroides sexuales previos a la infeccion, modificd la
tendencia de la parasitemia (Figura 4A). La testosterona provocé que las hembras
desarrollaron una mayor parasitemia que los machos, principalmente los dias 6, 8
y 9 pos-infeccion (Figura 4B). Administrar estradiol provocé diferencia al dia 6 en
el cual los machos desarrollaron una mayor parasitemia y en el dia 8, donde las
hembras presentaron una mayor parasitemia en relacion al otro sexo; sin
embargo, en ninguno de los sexos se elevd la parasitemia mas del 25% (Figura
4C). Interesantemente, DHEA protegié a los machos de altas parasitemias hasta
el dia 7 pos-infeccién y posteriormente incrementd la parasitemia como en el
grupo de machos control, mientras que en las hembras tratadas con DHEA se
incrementd la parasitemia los dias 6 y 7 pos-infeccion en comparacion con los

machos (Figura 4D).
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Machos Hembras

A)  Machos y hembras con vehiculo B) Machos y hembras con testestosterona
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Figura 4. Porcentaje de parasitemia de ratones machos (azul) y hembras (rosa) tratados con
vehiculo (A) o testosterona (B) o estradiol (C) o DHEA (D). Para determinar la parasitemia se
prepararon frotis sanguineos en un portaobjetos, se fijaron y tifieron con Giemsa y se contaron al
microscopio 50 campos por muestra del dia 3 al dia 5 y 200 eritrocitos totales del dia 6 al dia 9
pos-infeccion. El dia 0 equivale al dia de infeccion. * Sefiala la diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05) se us6 ANOVA de dos vias. Cada punto representa la media del grupo * el
error estandar medio (SEM).
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8.2 Efecto de la administracion de testosterona, estradiol y DHEA sobre el

peso corporal.

Para determinar el efecto de los esteroides sexuales sobre la pérdida de peso, se
administré vehiculo o testosterona o estradiol o DHEA a grupos de ratones
machos y hembras de la forma descrita en los métodos. El peso corporal que
presentaron los ratones el dia antes de la infeccion se consideré como el 100%
(dia cero). Diariamente, los ratones se pesaron y se calculé el porcentaje del peso

corporal en relacion al dia cero.

La administracién de vehiculo (aceite de ajonjoli) en los grupos controles (machos
y hembras) sanos, no modificd el peso durante los dias 0-9 pos-infeccion (Figura
5A). La administracion de testosterona incremento el peso en los ratones machos
sin infeccion (Figura 5C) en comparacion con las hembras, administrar
testosterona en el grupo de las hembras no infectadas, no modificé el peso
corporal. Sin embargo, durante la infeccion tanto los machos como las hembras
presentaron la misma tendencia. La administracion de estradiol en los machos sin
infeccion generd mayor aumento de peso que en las hembras (Figuras 5E y 5F).
La administraciéon de DHEA, no modificé el peso de los ratones machos o hembras
(Figura 5G). Sin embargo durante la infeccion el peso de los ratones hembras
resultd menor al de los ratones machos hasta el dia 4, posteriormente ambos

grupos se comportaron de forma similar (Figura 5H).
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A) Controles sin infecciéon. B) Controles pos-infeccion
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Figura 5: Efecto de la administracion de la testosterona, el estradiol y DHEA sobre la
variacion de peso en ratones CBA/Ca. Grupos de ratones machos o hembras se trataron con
testosterona (C, D) o estradiol (E, F) o DHEA (G, H). A los grupos controles se le administro
vehiculo (A, B). A la mitad de los grupos se les dejo sin infeccion (A, C, E y G) y a la otra mitad se
les infectdé con P. berghei ANKA (B, D, F y H). El peso corporal se registré diariamente y se
consider6 el 100% al peso corporal en el dia previo a la infeccidon. *Representa la diferencia

significativa (p < 0.05) se utiliz6 ANOVA de dos vias. Cada punto representa la media del grupo *
el error estandar medio (SEM).
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8.3 Efecto de las hormonas sexuales sobre la temperatura corporal.

Para evaluar el efecto de la administracion de la testosterona, el estradiol o DHEA
sobre la temperatura de los ratones infectados con P. beghei ANKA se midi6 y
registro la temperatura diariamente en cada grupo de ratones tratados con los

esteroides sexuales asi como los tratados con el vehiculo.

En general las hembras desarrollaron temperaturas mas altas que los machos
(Figuras 6A y 6B). La administracion de testosterona no modificé la temperatura
de las hembras sanas. En las hembras infectadas se detecté un incremento
significativo de la temperatura en el dia 2 pos-infeccion y una disminucion
significativa el dia 5 en relacion al grupo de machos tratados con la misma
hormona e infectados (Figura 6C y 6D). La administracion de estradiol no modifico
significativamente la temperatura en los grupos control sin infeccién, sin embargo,
las hembras que recibieron estradiol y se infectaron, desarrollaron temperaturas
significativamente mayores que los machos en la misma condicion los dias 2, 3y 6

pos-infeccion (Figura 6E y 6F).

Administrar DHEA disminuy6 la temperatura en los ratones machos no infectados
en relacion a las hembras. Durante la infeccion se detectaron temperaturas
significativamente mas altas en las hembras en comparacion con los machos

durante los dias 0, 1 y 3 pos-infeccion (Figura 6G y 6H).
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Figura 6: Efecto de la administracion de testosterona, estradiol y testosterona sobre la
temperatura corporal en ratones CBA/Ca. Grupos de ratones machos o hembras, se trataron
con testosterona (C, D) o estradiol (E, F) o DHEA (G, H). Al grupo control se le administré vehiculo
(A, B). A la mitad de los grupos se les dejo sin infeccién (A, C, E y G) y a la otra mitad de los
grupos se les infectd con P. berghei ANKA (B, D, F y H). La temperatura del dia cero equivale a la
temperatura de ratones sanos. *Representa la diferencia significativa (p < 0.05) usando ANOVA de
dos vias. Cada punto representa la media del grupo + el error estandar medio (SEM).
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8.4 Efecto de la testosterona, el estradiol y DHEA sobre la expresion de TNF-
a en sangre, bazo, higado y cerebro de ratones infectados con P. berghei
ANKA.

Dado que la pérdida de peso y las variaciones de la temperatura son variables en
las que influye directamente el TNF-a, en este trabajo se evalué si la
administraciéon de testosterona, estradiol o DHEA modifica la expresién de TNF-a

en sangre, bazo, higado y cerebro de ratones infectados con P.berghei ANKA.

8.4.1 Expresion de TNF-a en sangre. Las hembras control (no infectadas y que
recibieron vehiculo) expresaron mas el gen de TNF-a que los machos sanos, sin
embargo, en el dia 9 pos-infeccion se detectd una disminucion significativa en la
expresion de TNF-a en las hembras, mientras que en los machos, la infeccion no

modifico la expresion de TNF-a (Figura 7).

El tratamiento con testosterona, estradiol o DHEA no modifico la expresion de
TNF-a en los ratones sin infeccion de ambos sexos con relacion a los grupos
tratados con vehiculo. Interesantemente, las hembras expresaron mas TNF-a que

los machos.

El tratamiento de testosterona o DHEA en el grupo de hembras infectadas
incrementd la expresién de TNF-a en comparacion con las hembras infectadas y
que se les administré vehiculo (Figura 7C), lo que se relaciona con una patologia
mas severa. Por el contrario, en las hembras el tratamiento con estradiol junto con
la infeccion, disminuyd la expresion de TNF-a en comparacion con las hembras
tratadas con estradiol pero sin infeccion y con las hembras tratadas con vehiculo e
infectadas (Figura 7A, B y C), este resultado indica que administrar estradiol en las

hembras regula negativamente la expresion de TNF-a.
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Figura 7: Efecto de la administracion de testosterona, estradiol o DHEA sobre la expresion
de RNAm para TNF-a en la sangre de ratones CBA/Ca sanos e infectados con P. berghei
ANKA. Grupos de ratones machos y hembras se trataron con testosterona (A), estradiol (B) o
DHEA (C), al siguiente dia de la ultima administracién se infectaron con P. berghei ANKA, en el dia
9 post-infeccién se tomaron muestras de sangre de corazén, se extrajo el RNA que se
retrotranscribio y los DNAc asi obtenidos se amplificaron para el gen de TNF-a por medio de PCR
en tiempo real. * Representa la diferencia estadistica significativa (p < 0.05). Se us6 ANOVA de
una via. Cada punto representa la media del grupo * el error estdndar medio (SEM).
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8.4.2 Expresion de TNF-a en bazo. La expresiéon de TNF-a en el bazo de ratones
machos sanos e infectados fue mayor que en las hembras (Figura 8). La
administracion de testosterona y DHEA en machos y hembras no modifico la
expresion del TNF-a (Figura 8A y 8C). Administrar estradiol en ratones sin
infeccion de ambos sexos aumento significativamente la expresién del gen, pero al
conjuntar el tratamiento con la infeccion la expresion del gen disminuyd (Figura
8B).
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Figura 8: Efecto de la administracion de testosterona, estradiol o DHEA sobre la expresiéon
de RNAm de TNF-a en el bazo de ratones CBA/Ca sanos e infectados con P. berghei ANKA.
Grupos de ratones machos y hembras se trataron con testosterona (A), estradiol (B) o DHEA (C), al
dia siguiente de la ultima administracion se infectaron con P. berghei ANKA, en el dia 9 pos-
infeccion se extrajo el bazo, para obtener RNAm que se retrotranscribié y los DNAc obtenidos se
amplificaron para el gen de TNF-a por medio de PCR en tiempo real. * Representa la diferencia
estadistica significativa (p < 0.05). Se us6 ANOVA de una via. Cada punto representa la media del
grupo = el error estandar medio (SEM).
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8.4.3 Expresion de TNF-a en higado. La expresion de TNF-a fue mayor en
hembras sanas en comparacion con los machos sanos. En los machos infectados
disminuyo la expresion de TNF-a (Figura 9). Administrar testosterona o estradiol o
DHEA no modifico la expresion del gen en los ratones sanos. Al combinar el
tratamiento con cualquiera de los tres esteroides sexuales y la infeccion en
ratones hembras infectadas, disminuyo la expresion de RNAm para TNF-a (Figura
9A, B, C). La administracion de DHEA en machos infectados disminuyo la
expresion de TNF-a (Figura 9C).
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Figura 9: Efecto de la administracion de testosterona, estradiol o DHEA sobre la expresion
de RNAm de TNF-a en el higado de ratones CBA/Ca sanos e infectados con P. berghei
ANKA. Grupos de ratones machos y hembras se trataron con testosterona (A), estradiol (B) o
DHEA (C), al siguiente dia de la ultima administracién se infectaron con P. berghei ANKA, en el dia
9 post-infeccion se extrajo el higado, para obtener RNAmM que se retrotranscribié y los DNAc asi
obtenidos se amplificaron para el gen de TNF-a por medio de PCR en tiempo real. * Representa la
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05). Se usé ANOVA de una via. Cada punto
representa la media del grupo + el error estandar medio (SEM).
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8.4.4 Expresion de TNF-a en cerebro: En general los machos desarrollaron
mayor expresion de TNF-a que las hembras. La infeccion aumento
significativamente la expresion del gen en ambos sexos, sin embargo, en los
ratones machos el incremento fue significativamente mayor (Figura 10). La
administracién de testosterona o estradiol en ratones machos y hembras sanas,
no modifico la expresion de TNF-a, mientras que el tratamiento con testosterona o
estradiol en combinacion con la infeccion aumento la sintesis de RNAm (Figura
10A y 10B). La infeccion también incrementé la expresion del gen al mismo nivel
que DHEA, la combinacién de administrar la hormona con la infeccién no tuvo

efecto sinérgico en la expresion del TNF-a (Figura 10C).
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Figura 10: Efecto de la administraciéon de testosterona, estradiol o DHEA sobre la expresién
de RNAm de INF-+ en el cerebro de ratones CBA/Ca sanos e infectados con P. berghei
ANKA. Grupos de ratones machos y hembras se trataron con testosterona (A), estradiol (B) o
DHEA (C), al siguiente dia de la ultima administracion se infectaron con P. berghei ANKA, en el dia
9 post-infeccion se extrajo el cerebro, para obtener RNAm que se retrotranscribié y los DNAc asi
obtenidos se amplificaron para el gen de TNF-a por medio de PCR en tiempo real. * Representa
las diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). Se us6 ANOVA de una via. Cada punto
representa la media del grupo * el error estandar medio (SEM).
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9. DISCUSION

9.1 Efecto de administrar testosterona, estradiol o DHEA sobre Ila

parasitemia de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA.

La parasitemia refleja la intensidad de la infeccidon por lo que una mayor

parasitemia en general corresponde a mayor severidad de la patologia®* *2

, COMO
en el grupo de hembras tratadas con testosterona o en el grupo de machos
tratados con DHEA (Figura 3). En el primer grupo se detecté un incremento en la
parasitemia los dias 6, 8 y 9 pos-infeccién, esto podria deberse a la accién
inmunosupresora de la testosterona y por lo tanto favorece el desarrollo de
parasitemias mas elevadas®®. La administracion de DHEA aumento la parasitemia
en las hembras, mientras que en el grupo de machos mantuvo las parasitemias
bajas hasta el dia 7 pos-infeccion, éste hallazgo contrasta con lo descrito por
Leenstra y colaboradores en 2003 quienes informaron que la administracién de
DHEA se asocié con parasitemias bajas en mujeres de Kenya®*. Es probable que
DHEA tenga actividad diferente dependiendo de la especie de mamifero o del
parasito, o bien que en la actividad de DHEA sobre la parasitemia intervengan
otros factores distintos a los que se abordaron en este trabajo. Interesantemente,
la administracion de estradiol increment6 ligeramente la parasitemia tanto en
machos como en hembras. Una probable explicacion a este hallazgo es que a la
dosis utilizada, el estradiol puede funcionar como inmunosupresor? y promover la

proliferacion del parasito.

9.2 Efecto de la administracién de testosterona, estradiol y DHEA sobre el

peso corporal.

Las hormonas sexuales modulan en ambos sexos la variacion de peso‘”’ 51

, por lo
que determinar el efecto de la administracion de esteroides sexuales sobre la
pérdida de peso es en un modelo de malaria cerebral, es importante para

comprender la patologia.

La administracion de vehiculo, no modifico el peso durante los dias 0-9 pos-

infeccion (Figura 5A), este hallazgo verifica lo inocuo que resulta el aceite de
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ajonjoli (vehiculo que se utilizd para administrar los esteroides) en la variacion del
peso corporal. La infeccién disminuy6 el peso corporal, particularmente en las
hembras después del dia 6 pos-infeccion (Figura 5B). Este hallazgo correlaciona

con el incremento en la parasitemia observado en la Figura 4A.

La administracion de testosterona incrementé el peso corporal en los ratones
machos sin infeccion (Figura 5C), esto se esperaba ya que se ha descrito que la
testosterona genera ganancia de peso y la conversibn de grasa en masa
muscular, sobre todo en los machos*. Interesantemente, la testosterona
administrada en el grupo de las hembras sanas, no modificé el peso corporal.
Durante la infeccién, tanto machos como hembras presentaron la misma cinética,
este resultado indica que la testosterona incrementé el peso de los machos, lo que
probablemente los protegié de mayor pérdida de peso y por lo tanto de una
patologia mas severa que las hembras (Figura 5C y 5D), lo que podria
relacionarse con la parasitemia de este grupo de machos tratados con

testosterona (Figura 4B).

Administrar estradiol en los machos sin infeccidén generé mayor aumento de peso
que en las hembras (Figuras 5E y 5F), una probable explicacion de este resultado
es que en los ratones machos los receptores para estradiol podrian estar
saturados con su ligando o que el numero de receptores sea menor que en las
hembras y que se estimule la hiperfagia y eso resulte en un incremento del peso,
dado que la interaccion ligando-receptor regula la ingesta de alimentos, el gasto

de energia y la distribucién de grasa®”.

El efecto mas notorio de la administraciéon de DHEA, fue durante la infeccion, en
donde el peso de los ratones hembras resultd menor al de los ratones machos
hasta el dia 4, posteriormente ambos grupos se comportaron con la misma
tendencia (Figura 5H); esto podria deberse a que DHEA es una hormona que en

concentraciones elevadas disminuye el peso®® *°.
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9.3 Efecto de las hormonas sexuales sobre la temperatura corporal.

La temperatura puede ayudar a conocer la intensidad de la enfermedad, detectar
hipotermia en algun grupo de ratones, implicaria una mayor severidad en la
enfermedad’® 3!, sin embargo, los esteroides sexuales también modulan la

temperatura corporal®® 44

, por lo que administrar testosterona, estradiol y DHEA a
ratones infectados con P. berghei ANKA es de vital importancia ya que si
suponemos que las hormonas sexuales modulan la expresion de TNF-a y esta
citocina a su vez es responsable de la fiebre, entonces para comprobar la
hipétesis, a los ratones administrados con hormonas se les midio la temperatura.
En los diferentes grupos de ratones, las hembras desarrollaron temperaturas mas
altas que los machos (Figuras 6A y 6B). Este resultado fue del todo inesperado ya
que se ha descrito que en general los mamiferos machos desarrollan
temperaturas mayores que las hembras®’. Es probable que sea una caracteristica
propia de la especie de ratdén que se utilizd, o bien que se deba a que las hembras
desarrollan la tendencia de permanecer unidas en la jaula y pierdan menos
temperatura que los machos quienes tienden a ser mas independientes, por lo que
se realizd un experimento para investigar este efecto, y se demostré que aun si las
hembras se mantenian aisladas (una por jaula), presentaron temperaturas

mayores que los machos.

La administracion de testosterona y estradiol no modificd la temperatura de las
hembras sanas. Sin embargo, la infeccion en las hembras incrementd la
temperatura en el dia 2 pos-infeccién, posteriormente, la temperatura disminuyo
significativamente el dia 5 en relacion al grupo de machos infectados y tratados
con las misma hormona (Figura 6C y 6D). La tendencia a incrementar y disminuir
la temperatura podria explicarse porque la infeccién con el Plasmodium induce
fiebre y al tratar de alcanzar el equilibrio se inducen mecanismos reguladores
como la sudoracion que disminuye la temperatura®. Las hembras infectadas que
recibieron estradiol, desarrollaron temperaturas significativamente mayores que
los machos en la misma condicion los dias 2, 3 y 6 pos-infeccion (Figura 6E y 6F).
Es posible que el administrar estradiol en machos no esté relacionado con los

periodos febriles o la hipotermia durante la infeccion.
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La administracion de DHEA genero resultados similares en el grupo de machos
sanos e infectados al disminuir la temperatura, sin embargo durante la infeccion

ésta disminucion solo se detecto los dias 0, 1 y 3 pos-infeccion (Figura 6G y 6H).

9.4 Efecto de la testosterona, el estradiol y DHEA sobre la expresién de TNF-
a en sangre, bazo, higado y cerebro de ratones infectados con P. berghei
ANKA.

Aun no se han descrito si las hormonas sexuales modulan la expresion de TNF-a
en los diferentes tejidos de individuos infectados con Plasmodium, por lo tanto es
dificil contrastar los resultados obtenidos, sin embargo, se ha demostrado que las
concentraciones altas o muy bajas de TNF-a favorecen una sintomatologia mas

Severa19, 28, 31, 32.

9.4.1 Efecto de las hormonas sexuales sobre la expresion de TNF-a en la
sangre. La sangre es el medio de transporte de los eritrocitos infectados y de las
citocinas como el TNF-a secretado por los monocitos y los macréfagos de los
tejidos periféricos, ademas comunica todos los tejidos, asi mismo en la sangre es
donde circulan los eritrocitos parasitados con Plasmodium y por lo tanto refleja lo
que sucede a nivel sistémico, por lo anterior, se evaluo la expresion de RNAm que
codifica para TNF-a en la sangre de los ratones tratados con esteroides sexuales
e infectados con P. berghei ANKA.

Las hembras control expresaron mas el gen de TNF-a que los machos sanos, sin
embargo, las hembras infectadas disminuyeron significativamente la expresion de
TNF-a, mientras que en los machos, la infeccién no modifico la expresion de TNF-
a (Figura 7). Es probable que esta expresion de RNAm de TNF-a se encuentre
asociada con la parasitemia Figura 4A. Interesantemente, detectamos que la
expresion de TNF-a es dimorfica porque, en general sin importar el tratamiento,

las hembras expresaron mas TNF-a que los machos.

El tratamiento con testosterona, estradiol o DHEA no modificd la expresion de
TNF-a en los ratones sin infeccion de ambos sexos con relacion a los grupos

tratados con vehiculo. El tratamiento de testosterona o DHEA en las hembras
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previo a la infeccién, incrementé las expresiéon de TNF-a en comparacion con las
hembras que solo fueron infectadas (Figura 7C). Por el contrario, administrar
estradiol previo a la infeccion, disminuyd la expresion de TNF-a en comparacion
con las hembras no infectadas y con las hembras infectadas tratadas con el
vehiculo (Figura 7A, B y C), este resultado indica que administrar estradiol en las

hembras regula negativamente la expresion de TNF-a.

9.4.2 Efecto de las hormonas sexuales sobre la expresion de TNF-a en el
bazo. El bazo es el principal tejido de eliminacion de los glébulos rojos infectados
por el parasito. La expresion de TNF-a en el bazo de ratones machos sanos e
infectados fue mayor que en las hembras (Figura 8). La administracion de
testosterona y DHEA en machos y hembras no tuvo efecto sobre la expresion del
TNF- a (Figura 8A y 8C). Interesantemente, administrar estradiol en ratones sin
infeccion de ambos sexos aumentd significativamente la expresion del gen,
principalmente en las hembras; este hallazgo indica que el estradiol promueve la
expresion de TNF-a en el bazo de ratones sanos, pero al conjuntar el tratamiento
con la infeccion la expresidn disminuye igual que en los ratones control sin
infeccion (Figura 8B), este resultado es similar al de la sangre de las ratones
hembras tratados con estradiol (Figura 7B) y podria, al menos parcialmente
explicarse porque el estradiol promueve que aumente la cantidad de células
productoras de IL-10, citocina que regula negativamente la expresion de TNF-a*2.
Ademas este resultado podria explicar, al menos en parte, las bajas parasitemias
obtenidas en éstas hembras (Figura 4C), ya que se ha demostrado que el estradiol
activa y promueve la diferenciacion de los linfocitos B, lo que podria facilitar la

eliminacion del parasito*® via la participacion de anticuerpos.

9.4.3 Efecto de las hormonas sexuales sobre la expresion de TNF-a en el
higado. El higado es el tejido por excelencia dedicado a la inactivacion de
metabolitos téxicos en el organismo, sin embargo, durante la infeccion con
Plasmodium, no solo metaboliza los productos de degradacién natural de la
hemoglobina, también promueve la degradacion natural de la los metabolitos de la

hemoglobina generados por el parasito como la hemozoina®® *°. La expresion de
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TNF-a fue mayor en hembras sanas en comparacion con los machos en la misma
condicion y se incremento en los ratones infectados, de forma muy similar a la
observada en el bazo en la Figura 7. En los machos, la infecciéon disminuy6 la
expresion de TNF-qa, lo que genera un claro dimorfismo en el dia 9 de la infeccion
(Figura 9). Administrar testosterona o estradiol o DHEA no modificé la expresion
del gen en los ratones sanos. Interesantemente al combinar el tratamiento de
testosterona o estradiol o DHEA en ratones hembras con la infeccidn, disminuy?d la
expresion de RNAm para TNF-a (Figura 9A, B, C). Nuevamente el estradiol
disminuyo la expresion de TNF-a tanto en la sangre como en el bazo; este
hallazgo contrasta con lo previamente descrito referente al estradiol como
inmunoestimulante' *°. Sin embargo, también se ha demostrado que el estradiol
funciona como inmunosupresor, lo que depende de la concentracion como lo
demostraron Tzu y colaboradores 1995%, en sus experimentos muestran que el
estradiol en concentracién alta y sostenida actua como inmunosupresor. La
administracion de DHEA en machos infectados disminuyé la expresion de TNF-a
(Figura 9C). EIl efecto de DHEA de disminuir la secrecion de TNF-a durante la
infeccion podria aminorar la sintomatologia, ya que disminuiria la inflamacion del
higado (hepatomegalia) y por lo tanto la ictericia, la hipoglucemia y la anemia

podrian también ser menos severas'®.

9.4.4 Efecto de las hormonas sexuales sobre la expresion de TNF-a en el
cerebro. Usar un modelo experimental de malaria cerebral, permite analizar si el
parasito es capaz de generar un desequilibrio en la produccion de citocinas pro-
inflamatorias en el cerebro, por lo que evaluar la expresion de RNAm que codifica
para TNF-a en éste tejido es importante para comprender la patogenia de la
enfermedad. Ademas, es una herramienta para estudiar si el dimorfismo sexual

5

que se presenta en esta enfermedad” ° es consecuencia de las hormonas

sexuales.

La expresion de TNF-a en los machos resultd mayor que en las hembras. La
infeccion aumento significativamente la expresion del gen en ambos sexos. Sin

embargo, en los ratones machos el incremento fue significativamente mayor
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(Figura 10), este hallazgo podria ser consecuencia de la activacion de las células
microgliales que se activan entre 48 y 72 horas después de la inoculacion con P.
berghei ANKA'?. Sin embargo, la mayor expresion de TNF-a en el cerebro también
conduce a un mayor riesgo de padecer malaria cerebral'®. La administracion de
testosterona o estradiol en ratones machos y hembras sanas, no modificéd la
expresion de TNF-a, mientras que el tratamiento con testosterona o estradiol en
combinacion con la infeccion aumento la expresion de RNAm (Figura 10A y 10B);
dado que el estradiol es una hormona que estimula la respuesta inmune, el
incremento en la expresiéon de TNF-a se esperaba23. Sin embargo, una mayor
expresion de TNF-a podria incrementar el riesgo de padecer malaria cerebral™ 12,
El tratamiento con DHEA increment6 la expresion de TNF-a en ratones machos
sanos. La infeccion también incrementé la expresion del gen al mismo nivel que
DHEA, la combinacion de administrar la hormona con la infeccion no tuvo efecto
sinérgico en la expresion del TNF-q, lo que indica que la expresién del gen es un

fendmeno sumamente regulado (Figura 10C).
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10. CONCLUSIONES

Los tres esteroides sexuales modularon la pérdida de peso y la variacion de
temperatura durante la infeccién con P. berghei ANKA. La administracion de
estradiol evité que los machos tuvieran una pérdida de peso severa, incluso mas
que la testosterona. La administracion de DHEA no modificé la pérdida de peso,
pero al parecer se relaciona con los niveles de TNF-a durante la infeccién. Al
evaluar la temperatura, las hormonas testosterona y DHEA fueron los esteroides
que mas impactaron sobre la patologia, al disminuir la temperatura en machos y

hembras durante la infeccion.

En este estudio también demostramos que las hormonas sexuales modulan la
expresion del gen de TNF-a en ratones CBA/Ca infectados con Plasmodium
berghei ANKA. Las hembras son mas susceptibles a los incrementos de los
esteroides sexuales puesto que incrementan significativamente la expresion de
RNAm para TNF-a en la sangre y en el higado en comparacion con los machos.
Por el contrario, en el bazo y en el cerebro los machos expresan mas TNF-a que
las hembras. La hormona sexual que mas impacté en la expresion de TNF-a fue el
estradiol. Interesantemente, en el bazo la expresion de TNF-a no se modificd con
la administracion de los esteroides sexuales. Nuestros resultados sugieren que los
esteroides sexuales estan fuertemente implicados en el dimorfismo sexual que se
presenta durante la malaria y son responsables, al menos en parte, de la
disminucién de peso y la variacion en la temperatura. Ademas, también regulan la
expresion de genes de la respuesta inmune como el TNF-a, lo que podria explicar,

al menos en parte el dimorfismo sexual en la malaria.
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11. PERSPECTIVAS

Con el fin de completar y poder realizar un analisis mas complejo es necesario
cuantificar la concentracién de las citocinas en suero, ademas de la concentracién
de cada uno de los esteroides sexuales para relacionar cada uno de los resultados
obtenidos y obtener una mejor idea del efecto de las hormonas sexuales. Por otra
parte, el trabajo permite seguir con el analisis de los genes para diferentes
citocinas pro y anti-inflamatorias en cada tejido, para generar un perfil de
respuesta inmune en malaria. Posteriormente, se pueden analizar los mecanismos
por los cuales los esteroides sexuales modulan la expresion de los genes durante

la infeccion.
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