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1. RESUMEN

Introduccion. La malaria es un problema de salud mundial, a pesar de la intensa
investigacion sobre los mecanismos de respuesta inmune, no se ha logrado
obtener una vacuna efectiva que elimine a la malaria. La incidencia es igual en
ambos sexos, sin embargo, los hombres desarrollan un cuadro clinico mas agudo
y una mayor mortalidad que las mujeres. Dado que las principales diferencias
entre los sexos se deben a las hormonas sexuales, es probable que las hormonas
esteroideas estén involucradas en la patologia de la malaria. Por lo tanto, evaluar
la expresion de los receptores de las hormonas esteroideas en los 6rganos clave
de la patologia de la malaria es importante para entender el papel que juegan los
esteroides sexuales en la enfermedad.

Objetivo. Estandarizacion de la técnica de PCR en tiempo real para amplificar los
genes del receptor de estrogenos alfa (ERa), del receptor de andrégenos (AR) y el
receptor de progesterona (PR) en raton, para evaluar el efecto de administrar los
esteroides sexuales estradiol, testosterona y DHEA sobre la expresion de los
receptores en la infeccion con malaria.

Materiales y métodos. En este trabajo se estandariz6 la técnica de PCR en
tiempo real para evaluar la expresion de ARN mensajero de los genes que
codifican para los siguientes receptores: estrogenos alfa, andrégenos vy
progesterona. Con esta herramienta molecular se evalué el efecto de las
hormonas sexuales estradiol, testosterona y DHEA sobre la expresion del ARNm
que codifica para esos receptores en el cerebro y el bazo de ratones CBA/Ca
infectados con Plasmodium berghei ANKA. Se analizaron los siguientes grupos de
ratones: a) control de vehiculo; b) ratones sin ningun tratamiento; c) ratones
gonadectomizados y d) ratones gonadectomizados y reconstituidos con estradiol,
testosterona y DHEA.

Resultados. Se calibr6 la técnica de PCR en tiempo real para analizar la
expresion de ARNm que codifica para los receptores de andrégenos, estradiol alfa
y progesterona. La expresion de los receptores de andrégenos, de estrégenos alfa
y de progesterona difiere entre los tejidos de cerebro y bazo, los resultados
reflejan mecanismos sumamente complejos de regulacion de la expresion génica
gue ejercen los esteroides sexuales sobre sus propios receptores.

La gonadectomia increment0 la expresion de los receptores andrégenos, de
estrogenos alfa y progesterona en los ratones infectados.



La administracion de testosterona, estradiol o DHEA modulé la expresion de los
receptores lo que depende del sexo, de la gonadectomia y de la infeccion.

Conclusiones. El calibrar la técnica de PCR en tiempo real para analizar la
expresion de ARNm que codifica para los receptores de androgenos, de
estrogenos alfa y progesterona constituye una herramienta util para estudiar la
funcion de los esteroides sexuales durante la infeccion con Plasmodium.

La expresion de los receptores estrogenos alfa, andrégenos y progesterona difiere
entre los sexos y entre los tejidos de cerebro y bazo, los resultados reflejan
mecanismos sumamente complejos de regulacion de la expresion génica que
ejercen los esteroides sexuales sobre sus propios receptores con los diferentes
tratamientos.



2. INTRODUCCION

La malaria o paludismo es la enfermedad infecciosa que provoca la mayor
mortalidad en el mundo, cada afio se detectan alrededor de 500 millones de
nuevos casos (1) y ocasiona la muerte de aproximadamente un millon de
personas en su mayoria nifilos menores de 5 afos de edad (1). La incidencia de la
enfermedad es igual en ambos sexos, sin embargo, los hombres desarrollan
mayor patologia y mortalidad que las mujeres.

Debido a que las principales diferencias entre machos y hembras se deben a las
hormonas esteroideas, es probable que en la patologia de la malaria estén
involucradas estas hormonas; ademas se ha demostrado que la interaccion de las
hormonas sexuales sobre su receptor puede regular la expresion de diferentes
genes de la respuesta inmune por ejemplo NFKB(2).

Descifrar los mecanismos por los cuales las hormonas sexuales regulan el sistema
inmune es sumamente importante debido a que cada vez se incrementa mas el
namero de personas que toman anticonceptivos, que reciben terapia de remplazo
hormonal, o bien que los ingieren porque estan presentes en los alimentos. Por lo
tanto, entender la fisiologia y la interacciébn entre las hormonas sexuales y la
funcidbn inmune y sus consecuencias patolégicas puede ayudar a entender
diversas enfermedades infecciosas donde se presenta dimorfismo sexual, también
proveera conocimientos para dirigir otras alternativas en su tratamiento.

Por lo anterior, en este proyecto desarrollamos una herramienta molecular para
evaluar el efecto de la administracion de las hormonas sexuales estradiol,
testosterona y DHEA sobre la expresion del ARNm que codifica para los
receptores de estrogenos alfa, andrégenos y progesterona en los tejidos de bazo y
cerebro de ratones CBA/Ca infectados con Plasmodium berghei ANKA. Se analiz6
la expresion de esos receptores en grupos de ratones: a) sin infeccion, b) ratones
a quienes solo se le administro el vehiculo en el que se disolvieron las hormonas
(aceite de ajonjoli), c) ratones intactos, d) ratones gonadectomizados y e) ratones
gonadectomizados y reconstituidos con estradiol, testosterona y DHEA.



3. MARCO TEORICO
3.1 Malaria

La malaria es una enfermedad parasitaria causada por protozoarios del género
Plasmodium. Cinco especies infectan a los seres humanos (P. falciparum, P.
vivax, P. malariae, P. ovale y P. knowlesi), difieren de manera significativa en su
capacidad para invadir subploblaciones de eritrocitos: P. vivax y P. ovale sélo
infectan células inmaduras (reticulocitos), mientras que P. malariae s6lo invade
células senescentes. Durante la infeccion por estas especies, no méas de 1 al 2%
de la poblacién de células resultan afectadas. En contraste, P. falciparum invade
eritrocitos sin importar la edad y produce parasitemias elevadas y cuadros clinicos
mas graves. Es probable que este fendbmeno sea el resultado de las diferencias en
los receptores en los eritrocitos disponibles para cada especie de Plasmodium (3).

3.2 Ciclo de vida del parasito

El ciclo de vida del Plasmodium es complejo, comprende una fase asexual o
esquizogonia en el hospedero humano, y una breve fase sexual obligatoria en el
mosquito vector (Figura 1) (4).

En el humano, la infeccibn comienza con la picadura del mosquito hembra del
género Anopheles infectada, la cual introduce las formas del parasito
denominadas esporozoitos, que circulan por corto tiempo en torrente sanguineo e
invaden las células hepéticas para formar los esquizontes tisulares que se
reproducen asexualmente, lisan a los hepatocitos y liberan miles de merozoitos
(10,000 a 30,000 merozoitos) que infectan a los glébulos rojos. Dentro del glébulo
rojo, los merozoitos maduran a los estadios de anillo, trofozoito y esquizonte
eritrocitico. El esquizonte maduro rompe el eritrocito y libera merozoitos que
posteriormente invadiran otros glébulos rojos (Figura 1) (5).

Algunos de estos merozoitos sufren un proceso de diferenciacion en formas
sexuales denominadas microgametocitos y macrogametocitos, que son los
estadios infectantes para el mosquito vector. Una vez el parasito entra al intestino
medio del mosquito hembra Anopheles, ocurre la maduracién y la fertilizaciéon de
gametos que conducen a la formacion del cigoto, el cual se convierte en una forma
movil, denominada ooquineto, que posteriormente se transforma en ooquiste. Esta
tltima forma parasitaria contiene el producto meidtico y mitético de un cigoto y da
lugar a los esporozoitos que migran a las glandulas salivares del mosquito donde
guedan listos para infectar al humano en una nueva ingesta sanguinea (Figura 1)

®).
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Figura 1: Ciclo de vida del Plasmodium. Imagen modificada de Winzeler, 2008
3.3 Epidemiologia

El paludismo se considera una de las zoonosis mas comun y grave del mundo; en
el pasado la enfermedad se encontraba dispersa en el planeta. Ahora esta
confinada a las areas tropicales mas pobres de Africa, Asia y América latina. De
acuerdo a la OMS, alrededor de la mitad de la poblacién mundial esta en riesgo de
contraer la enfermedad. Durante el 2006 se registraron 247 millones de casos
agudos de paludismo en el mundo de los cuales el 86% ocurrieron en Africa. El
reporte mundial de esta enfermedad registré que todos estos casos que ocurrieron
el 91 % fueron ocasionados por falciparum. Es un parasito que provoca 881,000
muertes, de las cuales el 85% correspondieron a nifios menores de 5 afios.
Aunque el continente africano es el mas afectado, se calcula que mas de un tercio
de los casos de paludismo clinico y un 3% en el continente americano(6).

En México, 58% de la superficie del territorio nacional corresponde a zonas
endémicas al paludismo. Las areas de alto riesgo comprenden los estados de



Chiapas, Tabasco, Campeche, Quintana Roo, Sinaloa, Chihuahua, Durango y
Sonora(6).

3.4 Patologia

Las infecciones por Plasmodium inducen un amplio espectro de sintomas en el
humano, desde parasitemias asintomaticas hasta enfermedades graves. Las
manifestaciones clinicas en personas que adquieren por primera vez la infeccion
son similares al inicio de otros procesos de infeccién generalizada, como fiebre
malestar general, cefalea nauseas y vomito (6).

Después de algunos dias empiezan a ocurrir los accesos paludicos durante un
determinado momento del dia y tienen una duracién de aproximadamente 60
minutos: en un inicio, el paciente tiene una sensacion de frio intenso que le
provoca escalofrios. Este periodo dura pocas horas y se acompafia de una caida
de la presion, aceleracion de pulso, cefalea, nauseas y vomito (6).

A esto le sigue una sensacion de calor; de hecho se han presentado temperaturas
de méas de 38°C; el enfermo puede delirar y presentar sed intensa. Finalmente
aparece el sudor generalizado y sensacion de alivio; la orina se torna amarilla
cetrina y el paciente queda con una sensacién de debilidad. Todo el proceso
puede extenderse de 8 a 12 horas. El hecho de que los eritrocitos infectados
tiendan a adherirse al endotelio presente en los bazos sanguineos conduce a que,
ademas de los accesos paludicos, ocurran manifestaciones cerebrales, renales,
anemia grave entre otras(6).

La severidad de la enfermedad entre hombres y mujeres en el area de
investigacion clinica es muy importante ya que se ha observado que la infeccién
con malaria induce diferentes cambios significativos entre machos y hembras por
ejemplo: la pérdida de peso en machos es mayor en comparacion con las
hembras (7). Esto probablemente se relaciona a las diferencias dependientes del
genero ya que existe evidencia que las hormonas sexuales pueden modular la
respuesta inmune (7).

3.5 Las hormonas

Las hormonas son moléculas producidas por las glandulas y los tejidos
enddcrinos, que por lo general pasan a circulacion y ejercen su accion en otros
tejidos distantes del lugar de secrecion (8). Algunas hormonas actian sobre un
tipo celular exclusivamente (tejido-diana especifico), mientras que otras lo hacen
sobre distintos tipos celulares, siempre que estos dispongan de receptores
especificos. La respuesta celular dependera, en cualquier caso, de su
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programacion genética previa, por lo que la misma hormona podra generar
distintas respuestas en diferentes tejidos (9).

El control de la secrecion hormonal se realiza a través de sistemas cerrados
mediante circuitos de retroalimentacion (feedback). Cada circuito funciona
encadenado con otro u otros, de manera que los cambios en uno de ellos
determinara modificaciones en él o en los demas (9).

En funcion de sus caracteristicas quimicas, podemos distinguir 4 tipos
fundamentales de moléculas con funcidbn hormonal; las aminas, proteinas y
péptidos, hormonas esteroides y las prostaglandinas. Las hormonas esteroideas
incluyen a las suprarrenales y a las sexuales (9). Las hormonas sexuales se
clasifican en andrégenos y estrégenos, se sintetizan en las gonadas (ovarios y
testiculos) y en muy poca proporcion, alrededor del 10%, en las glandulas
suprarrenales (10).

3.5.1 El efecto de las hormonas en la respuesta inmune

Los sistemas nervioso central, el endécrino y el inmune se conectan a través de
redes de moléculas sefal (neurotransmisores, hormonas y citocinas) que actian
sobre un grupo de receptores. Una de las consecuencias de esta interaccion es el
efecto que tienen los esteroides sexuales sobre el desarrollo y funcién de las
células del sistema inmune (11), por ejemplo la localizacién de receptores de las
hormonas sexuales en las células inmunes como linfocitos, macrofagos,
granulocitos y mastocitos demuestran una conexién directa entre el sistema
enddécrino e inmune y de como los factores endocrinos pueden modular
directamente la expresion de genes blanco en las células de la respuesta inmune
(12).

En general las mujeres desarrollan niveles mas elevados de anticuerpos y montan
respuestas humorales mas intensas después de las infecciones que los hombres.
Ademas, en los modelos animales se ha demostrado que las hembras rechazan
aloinjertos de forma mas eficiente que los machos (13).

En la malaria, se presenta dimorfismo sexual los hombres y las mujeres
responden diferente a la enfermedad (en general la sintomatologia es mas severa
en los hombres que en las mujeres) (13). Es probable que las hormonas sexuales
jueguen un papel importante en dirigir las diferencias en la respuesta inmune
innata y la adaptativa que se observan entre ambos sexos en la malaria cerebral,
lo cual se explicarda mas adelante (14).

3.5.2 Estrégenos

13



Los estrogenos se sintetizan principalmente en los ovarios, de los cuales el
estradiol es el que se secreta en mayor concentracion (15), debido a esto tienen
un papel significativo en la regulacion de la funcion sexual femenina, sin embargo
los estrégenos no son solo hormonas sexuales femeninas debido a que tienen
funciones en machos y hembras (16).

Ademas de su papel central en la reproduccion, los estrogenos también afectan
los sistemas: nervioso central, esquelético, inmune y nervioso (16).

3.5.2.1 Receptor de estrégenos alfa

Los efectos de los estrogenos requieren la interaccibn con sus receptores
intracelulares los cuales regulan la transcripcion de sus genes blanco a través de
su unién a secuencias de ADN especificas (Figura 2) (17).

En ambos sexos los receptores de los estrogenos se distribuyen ampliamente en
el cuerpo, el receptor de estrégenos alfa, se expresa predominantemente en los
organos reproductores (Utero, mama y ovario), asi como en el higado y en el
sistema nervioso central (18).

El receptor de estrogenos alfa también modula los mecanismos no genémicos ya
gue la interaccion de receptor de estrogenos con determinadas proteinas
conducen a la activacion y represion de la trascripcion, la integracion de vias de
sefializacion intracelular y el control del ciclo celular (Figura 2) (19).

3.5.2.2 Los estrégenos en la respuestainmune

Se ha demostrado que el tratamiento con estrégenos induce activacion policlonal
de los linfocitos B con un marcado incremento de autoanticuerpos caracteristicos
de las enfermedades autoinmunes. No obstante, los anticuerpos son importantes
para la eliminacion de diversas enfermedades infecciosas incluidas la malaria.
Ademas, el 17-8 estradiol (E2) modula la respuesta inmune e interviene de forma
indirecta sobre las células presentadoras de antigeno en donde junto con el TNF-a
induce la maduracion anormal de la células dendriticas lo que genera respuestas
inmunes tipo Th2 (20).

Los estrogenos también pueden mejorar la funcion inmune en las hembras ya que
protegen contra la apoptosis a los linfocitos de sangre periférica (21, 22), y durante
la infeccidn del sistema nervioso central la expresion de moléculas MHC clase I
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en los astrocitos, células endoteliales y en la microglia es mejor en hembras que
en los machos (23), también se ha demostrado que la exposicion de las células
NK a 17B-estradiol in vitro mejora su citotoxicidad (23), asi como la sintesis de
citocinas pro-inflamatorias como IL-1p, IL-6 y TNF-a en los macréfagos (24).

En cuanto a los receptores de los estrogenos se expresan en varias células de
tejidos linfoides asi como en linfocitos y macréfagos en circulacion (7, 25, 26).

Los efectos de los estrogenos sobre los factores de transcripcion tales como NF-
kB, son especificos de cada célula, los estrogenos pueden mejorar o inhibir la
sefalizacion de NF-kp dependiendo del tipo de célula (27, 28). Sin embargo, los
mecanismos celulares y moleculares mediante los cuales los estrégenos afectan
las funciones del sistema inmune no se han entendido completamente.
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Figura 2: Via de sefalizacion de los estrogenos al unirse a su receptor. Modificado de
https://lwww.giagen.com/us/shop/genes-and-pathways/pathway-details

3.5.3 Andrégenos

Los andrégenos median diversas respuestas fisicas y de desarrollo, entre las mas
importantes esta la diferenciacion y desarrollo de la pubertad masculina, el
mantenimiento de la espermatogénesis y la regulacion de las gonadotrofinas
masculinas (29).



El principal esteroide de los androgenos es la testosterona, que se segrega en los
testiculos y media las funciones de los andréogenos con su metabolito la
dihidrotestosterona (30).

3.5.3.1 Receptor de androgenos

Los andrdgenos ejercen la mayoria de los efectos conocidos a través de su
interaccidon con receptores intracelulares especificos que funcionan como factores
de transcripcion, se activan cuando interaccionan con su ligando y entonces
alteran la expresion de diferentes genes (Figura 3) (31).

Los receptores de los androgenos se han identificado en varios tejidos linfoides
como el timo, la médula 6sea y el bazo de varias cepas de ratones, asi como las
primeras poblaciones de macrofagos (7, 25, 32).

La testosterona también puede tener efectos no gendmicos en infecciones como
en malaria por la unién a receptores de membrana acoplados a proteinas G sobre
la superficie de la célula T y macréfagos (Figura 3) (32).

3.5.3.2 Andrégenos y el sistemainmune

Los efectos inmunosupresores de la testosterona pueden manifestarse como la
inhibicién de los mecanismos de sefializacion del receptor de andrégenos sobre
los factores de transcripcion como NF-xf que induce la sintesis de citocinas
proinflamatorias (Figura 3) (2). Se ha observado que la estimulacion de
macrofagos murinos con testosterona in vivo reduce la sintesis de moléculas pro-
inflamatorias como el TNF-a y la enzima Oxido nitrico sintasa. En contraste, la
testosterona incrementa la sintesis de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 (33).

Existe también evidencia que la involucién del timo se debe al menos en parte a la
presencia de andrdgenos, ya que los ratones castrados incrementan el tamafio del
timo (13), esto incrementa las células B del bazo y la sintesis de autoanticuerpos
asi como la de IL-2 y de IFNy (10), una probable explicaciébn es que se genera
apoptosis mediada por andrégenos, debido a que pueden suprimir la respuesta
inmune por incremento en la expresion y traduccion de proteinas del estrés y
factores apoptoticos (22, 34), pero también las citocinas como TGF-f contribuyen
a la involucion del timo (10).

Adicionalmente, se ha descrito que cuando los ratones hembras infectadas con P.
chabaudi se exponen a testosterona reducen la sintesis de anticuerpos,
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disminuyen la expresibn de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad de clase Il en las células del bazo y generan un incremento de
células linfoides CD8+ en bazo (35).

Alternativamente, los androgenos pueden transformarse en estrogenos por la
enzima aromatasa que se expresa en las paredes vasculares (15).

Figura 3: Via de sefializacion de los andrégenos al unirse a su receptor. Modificado de
https://www.giagen.com/us/shop/genes-and-pathways

3.5.4 Progesterona

La funcion principal de la progesterona es servir de precursor de los demas
esteroides (8), en las mujeres su actividad, depende de la funcidon ovarica en
concordancia con los estrégenos (8). Esta hormona se produce en grandes
cantidades por el cuerpo luteo (glandula temporal que se desarrolla a partir del
foliculo ovulatorio) y se pueden detectar concentraciones altas después de la
ovulacién, también se incrementa antes de la menstruacion. Las hormonas
gonadales no son totalmente especificas y la progesterona puede tener reaccion
cruzada al unirse a receptores de andrdgenos para ejercer efectos androgénicos o
antiandrogénicos (36).

La progesterona tiene varias acciones durante el embarazo; es importante su
intervencién en el parto. Sirve ademas como sustrato para la sintesis de
glucocorticoides. Ademas se ha sugerido su efecto como inmunomodulador ya
gue suprime la respuesta materna a los antigenos fetales (8).
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3.5.4.1 Receptor de progesterona

Los receptores de progesterona se han identificado en las células epiteliales,
mastocitos, granulocitos (por ejemplo eosinoéfilos), macréfagos y linfocitos (7, 24,
37).

La progesterona también se puede unir a los receptores de los glucocorticoides,
los cuales son mas abundantes en el sistema inmune que los receptores de la
progesterona y pueden presentar un mecanismo alterno para que la progesterona
induzca cambios en la funcion inmune (24).

3.5.4.2 Progesterona en la respuesta inmune

La progesterona suprime la respuesta innata en particular la de los macréfagos y
la actividad de las células NK, asi como la traduccion de sefales via NF-«xf (2, 24,
38-40). La progesterona puede inhibir la produccion de oxido nitrico asi como la
produccion de RNAmM que codifica para TNF-a en macréfagos murinos (38, 41,
42). La elevada concentracién de progesterona durante el embarazo inhibe el
desarrollo de la respuesta inmune tipo Thl que puede conducir a un rechazo del
feto y promover respuestas tipo Th2 asi como la sintesis de IL-4 e IL-5. Ademas,
la progesterona es una hormona anti-inflamatoria y también suprime la sintesis de
anticuerpos (43).

3.5.5 Dehidroepiandrosterona

La dehidroepiandrosterona es una hormona esteroidea segregada en mayor
cantidad por las glandulas suprarrenales en la zonas reticulares de la corteza
cerebral, y en menor cantidad por el cerebro, la piel, los ovarios (células de la
teca) y los testiculos (44, 45).

Los niveles plasméticos de la DHEA-S en las mujeres adultas son 10,000 veces
mas elevados que los de la testosterona y de 3,000 a 30,000 veces mas altos que
los del estradiol (E2), proporcionando asi una gran reserva de sustrato para la
conversién en los andrégenos y los estrogenos en los tejidos periféricos que
poseen los mecanismos enzimaticos necesarios para transformar la DHEA en los
esteroides sexuales activos. Es de interés puntualizar que a pesar de su menor
concentracion en el torrente sanguineo, la DHEA presenta mayor actividad
biolégica que su forma sulfatada (44).
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En los hombres, mas del 50 % de las hormonas sexuales masculinas se derivan
de la DHEA; mientras que en las mujeres, aproximadamente el 70 % de las
hormonas sexuales femeninas derivan de ella antes de la menopausia, y
posteriormente en un 100 % (postmenopausia). La produccion de la DHEA en
hombres es de aproximadamente de 30 a 50 mg al dia, mientras que en las
mujeres solo se produce la mitad de esta concentracion de DHEA al dia (44, 46,
47).

3.5.5.1 Dehidroepiandrosteronay la funcién inmune

La DHEA actua como un amortiguador de los efectos negativos de las hormonas
secretadas en situaciones de estrés; estimula el sistema inmunolégico; disminuye
la grasa del cuerpo y el colesterol; aumenta la masa muscular; es neuroprotector
del sistema nervioso central (SNC) y tiene efecto antinflamatorio (45).

Se ha observado que DHEA también inhibe la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa de diferentes especies que puede potenciar el decremento
intracelular de glutatién. Por lo tanto esto puede tener acciones antiparasitarias
contra el Plasmodium spp.(48).

De esta forma el género se convierte en uno de los factores de riego de mayor
importancia epidemiolégica para el desarrollo de autoinmunidad y de
enfermedades infecciosas. Por lo tanto, entender la fisiologia y la interaccion entre
las hormonas sexuales, la funcién inmune y sus consecuencias patoldgicas puede
ayudar a comprender diversas enfermedades infecciosas donde se presenta
dimorfismo sexual.

3.6 PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una de las mas poderosas
tecnologias en biologia molecular. Con esta metodologia se pueden producir en el
laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico. El método es tan
sensible que la amplificacion puede iniciarse en teoria a partir de una sola
molécula de ADN y se basa en la facilidad que tiene la molécula de ADN para
desnaturalizarse y renaturalizarse asi como la capacidad que tiene la Taq
polimerasa de sintetizar una nueva cadena (49).

El método utiliza un par de oligonucleétidos sintéticos, cada uno hibrida a una
hebra de ADN blanco de doble cadena, los oligonucleétidos son responsables de
la amplificacion especifica del fragmento deseado. Su eleccion y disefio debe ser
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muy cuidadoso. Idealmente la concentracion aceptable de cada oligonucleotido
oscila entre 0.05y 1 uM (50).

Al igual que la concentracion de los oligonucleétidos, la concentracion de iones
magnesio es importante en la reaccion ya que funciona como cofactor para la
actividad enzimética de la mayoria de las ADN polimerasas. Para una reaccién
estandar se recomienda utilizar una concentracion de final de 0.5 a 2.5 uM (50).

Las temperaturas de desnaturalizacion (92° a 98°C) y de extension (70 a 74°C)
generalmente son estandares para todas las reacciones. La temperatura que tiene
el efecto mas critico en la especificidad es la de alineacion, la cual esta
determinada por la temperatura media de fusién (50).

3.6.1 Optimizacién de la PCR

No existen las condiciones de reaccidén que sirvan para todas las amplificaciones,
por lo que se deben establecer de forma experimental para cada caso. Las
variables de mayor importancia que se deben considerar para obtener un
resultado satisfactorio son: la concentracion de magnesio, la temperatura y tiempo
de alineacion, la concentracion de la enzima, el ajuste del nUmero de ciclos y la
concentracion de los dNTP’s, aunque existen otros parametros que también son
importantes como: la concentracion y pureza del ADN complementario (ADNCc), asi
como la naturaleza quimica de las sondas que se desean utilizar dado que
influyen en la eficiencia y estandarizacién de la técnica (51).

La concentracién de magnesio: puede afectar la union de los iniciadores al ADN
blanco, asi como la especificidad de la reaccion y la aparicibn de dimeros de
primers y asi perjudicar tanto la actividad como la especificidad de la enzima.

La temperatura y el tiempo de alineacion del iniciador al ADN: depende la
composicién de bases de los oligos, del numero de nucleétidos, de la longitud de
los mismos y de la concentracion. Estas condiciones se establecen
experimentalmente para cada caso, pero se utiliza con buenos resultados una
temperatura de 5 a 15 °C inferior a la temperatura de fusion (Tm) de los oligos. El
incremento de la temperatura de alineacion aumenta la discriminacion contra
iniciadores inespecificos y reduce la incorporacion errénea de nucleotidos, esto
aumenta a la especificidad de la amplificacion (51).

La concentracion de la enzima: los requerimientos de enzima pueden variar con
respecto a determinados ADN blanco o iniciadores. Las concentraciones de
enzima demasiado bajas produciran amplificaciones insuficientes, mientras que
concentraciones demasiado altas pueden producir amplificaciones inespecificas.
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Desoxiribonucledtidos trifosfatos: los cuatro desoxiribonucleétidos se deben utilizar
a concentraciones equivalentes. Concentraciones elevadas o desequilibradas de
nucleétidos tienden a aumentar la tasa de incorporacion errénea de los
nucleotidos durante la etapa de polimerizacion (51).

3.6.2 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real permite la amplificacion y cuantificacion de una secuencia
especifica de acido nucleido con la deteccion de los productos de PCR. La
cuantificacion de ADN, ADNc, o ARN molde se logra facilmente mediante la
determinacién del ciclo umbral (Ct), cuando se detectan los primeros productos de
PCR (52).

Esta técnica es adecuada para diversas aplicaciones, por ejemplo el analisis de la
expresion de genes, la determinacion de la carga viral, la deteccion de organismos
genéticamente modificados, la identificacion del genotipo o polimorfismos de un
solo nucleétido (SNP) y la discriminacion alélica (52).

Los productos de la reaccion se detectan con compuestos fluorescentes que se
unen a la doble cadena de ADN o bien con sondas de secuencia especifica
marcada con un fluoréforo. La fluorescencia se mide en cada ciclo ya que es
directamente proporcional a la cantidad del producto de PCR (52).

Los datos que se obtienen se cuantifican absolutamente y/o relativamente. Para la
primera se requiere de una curva de calibracion interna, mientras que la
cuantificacion relativa es una comparacion de un gen blanco con uno de
referencia.

Para este trabajo se utilizé el método del AACt, en el cual se requiere de la
muestra, y la amplificacion de un gen de interés y un gen de referencia.

Para el modelo de la eficiencia calibrada se requiere calcular la eficiencia con el
empleo de diluciones seriadas de ADN y se amplifica el gen de interés y el gen de
referencia. Se obtiene el valor denominado Ct que se grafica contra el logaritmo de
la concentracion (53).

Se obtiene la pendiente de la recta la cual se introduce a la siguiente ecuacion
para determinar la eficiencia
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Einteres = 10~1/pendiente — 1 x 100
Ereferencia = 10—1/pendiente — 1 x 100

Para realizar la cuantificacidn relativa se requiere de la siguiente ecuacion

Cuantificacion relativa =Eneres Actineres
Ereferencia Actreferencia
Donde
E = eficiencia
ACtinteres = Ctcontrol — Cttratamiento
ACtreferencia = Ctcontrol — Cteratamiento (54).

3.7 Electroforesis

La electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida es el método estandar para
separar, identificar y purificar fragmentos de ADN. Se basa en la capacidad de las
macromoléculas cargadas para desplazarse en un campo eléctrico, con velocidad
proporcional a su carga e inversamente proporcional a su tamafio (55).

La movilidad de la molécula de acido nucleico dependera fundamentalmente de:
su tamafio, concentracién del gel, la conformacion del acido nucleico, la corriente
aplicada al gel, la composicion de bases y la temperatura (55)

La molécula de ADN tiene carga negativa debido a su esqueleto de grupos
fosfatos y en un campo eléctrico se aleja del polo negativo (catodo) y se dirige
hacia el polo positivo (dnodo). La separaciéon de los fragmentos de ADN de doble
cadena se realiza en geles de agarosa o poliacrilamida; en ambos casos el gel se
prepara con distintas concentraciones en funcién al tamafio de los fragmentos de
ADN que se requiere separar (55).

Una vez separadas las moléculas de ADN se visualizan normalmente por la
fluorescencia de algunos compuestos que se unen a ellas. El mas utilizado es el
bromuro de etidio cuya fluorescencia aumenta cuando se une al ADN y se
intercala entre las pares de bases, como resultado, cuando el gel se ilumina con la
luz ultravioleta, las regiones del gel que contienen ADN fluorescen con mayor
intensidad que las regiones del gel sin ADN (56).
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La malaria es un problema de salud publica a nivel mundial, anualmente cobra la
vida de aproximadamente 700 mil personas. A pesar de la intensa investigacion
sobre los mecanismos de respuesta inmune, no se ha logrado obtener una vacuna
efectiva que elimine a la malaria. La incidencia es igual en ambos sexos, sin
embargo, los hombres desarrollan mayor patologia y mortalidad que las mujeres.
Dado que las principales diferencias entre los sexos se deben a las hormonas
sexuales, es probable que en la patologia de la malaria las hormonas esteroideas
estén involucradas, se ha demostrado que la interaccion de las hormonas
sexuales sobre su receptor puede regular la expresion de diferentes genes de la
respuesta inmune. Por lo anterior, en este proyecto desarrollamos una
herramienta molecular para evaluar el efecto de la administracion de las hormonas
sexuales estradiol, testosterona y DHEA sobre la expresion del ARNm que codifica
para los receptores de estrogenos alfa, androgenos y progesterona en ratones
CBA/Ca infectados con Plasmodium berghei ANKA.
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5 HIPOTESIS

La administracion de estradiol o testosterona disminuira la expresion de los
receptores de estrégenos alfa y andrégenos respectivamente. La administracion
de DHEA incrementara la expresion de ARNm de los receptores estrégenos alfa,
androgenos y progesterona. Mientras que la infeccidon disminuira la expresion de
los receptores de andrégenos y progesterona y aumentara la expresion de
estrogenos alfa.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Estandarizacion de la técnica de PCR en tiempo real para amplificar los
genes del receptor de estrogenos alfa, del receptor de andrégenos y el
receptor de progesterona en ratdn, para evaluar el efecto de administrar los
esteroides sexuales estradiol, testosterona y DHEA sobre la expresion de
estos receptores en la infeccion con Plasmodium berghei ANKA.

6.2 Objetivos particulares

Calibrar la técnica de PCR en tiempo real para los receptores de
estrogenos alfa, andrégenos y progesterona.

Evaluar la expresion de los receptores: estrégenos alfa, andrégenos y
progesterona, en ratones gonadectomizados, reconstituidos con
testosterona, estradiol o DHEA e infectados con Plasmodium berghei
ANKA.

Evaluar la expresion de los receptores: estrégenos alfa, androgenos y
progesterona, en ratones sin infeccién, tratados con testosterona, estradiol
o DHEA.

Evaluar su expresion de los receptores: estrogenos alfa, andrégenos y
progesterona, en ratones CBA/Ca infectados con Plasmodium berghei
ANKA, tratados con testosterona, estradiol o DHEA.
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7 DISENO EXPERIMENTAL

7.1 Poblacion
e Ratones singénicos CBA/Ca machos y hembras de 8 semanas de edad,
mantenidos en condiciones libres de patdégenos.
e Ratones singénicos CBA/Ca machos y hembras de 4 semanas de edad,
que se les extrajo las gbénadas al mes de nacidos.

7.2 Disefio experimental parala administracion de hormonas

Vehiculo (6 dosis).
50pL.

Estradiol (6 dosis). - Inoculacién de Plasmodium berghei ANKA

3
12ne. (10 ).
Testosterona (6 dosis).
0.9pg. ;
DHEA (5 dosis). Sacrificio al octavo dia post-infeccién.

200pg.

4

Extraccién de bazo y cerebro para obtener ARNm.

\ 4 a

Cuantificacién y retrotranscripcion de ARNm.

¥

Amplificacion de ADNc para los receptores estrégenos alfa,
andrégenos y progesterona por PCR en tiempo real y analisis
estadistico en el programa GraphPad 6




7.3 Disefio experimental para la estandarizacion de la técnica de PCR

o Disefo de o
Revision Se solicito la

e oligonucleétidos ; :
bibliografica en & sintesis de los

con el programa : e
PubMed ! €l prog oligonucleétidos
Primer express

Amplificacion por
PCR el gene
constitutivo de B-
actina del DNA
complementario.

Extraccion, Extracciéon de tejidos
cuantificaciéon y y gonadas para la
retrotranscripcion de utilizacion de
ARN mensajero controles positivos

Estandarizacion de la
técnica de PCR para los
genes de los receptores

de los esteroides sexuales

Corrimiento
electroforético
en poliacrilamida

Preparacion de
reactivos y
soluciones

7.4 Variables
Variables dependientes
e Estandarizacion de la técnica de PCR de los receptores
e Expresion de los receptores de estrogenos alfa, progesterona y androgenos
Variables independientes
e Infeccion
Disefo estadistico

Se utilizé el programa GraphPad Prism 6 para realizar el andlisis estadistico el
cual consistio en una prueba de ANOVA de una via, posteriormente se realizo el



analisis de varianza con la prueba de Tukey, se consideré un valor de p <0.05
como significativo.
7.5 Materiales y equipo

Material biolégico

e Ratones CBA/Ca machos y hembras de 8 semanas de edad, mantenidos
en condiciones libres de patégenos y ratones machos y hembras de 4
semanas de edad a los cuales se les extrajeron las gonadas.

e Eritrocitos de ratén parasitados con la cepa Plasmodium berghei ANKA
conservados en nitrégeno liquido, donado por el Dr. William Jarra del
National Institute for Medical Research, Londres, Inglaterra.

Material de laboratorio
e Portaobjetos
e Tijeras de diseccion
e Guantes de hule de latex
e Tela organza
e Gorros y botas para areas estériles
e Tubos Falcon: 15 y 50 mL estériles
e Cajas Petri de 10 cm de diametro.
e Tubos Eppendorf de 1.5 mL nuevos y estériles
e Puntas para micropipetas: 10, 200, 1000 pL, nuevas, con filtro, libre de
nucleasas y estériles

Reactivos
e Agua desionizada, Theisier
e Agua DEPC
e Agua bidestilada millipore
e Alcohol isoamilico Sigma
e Amortiguador para retrotranscripcion 5X (5X first strand buffer),
Promega
e Bis acrilamida, Sigma
e Bromuro de etidio Sigma
e Cloruro de magnesio, Sigma
e dNTP’s Invitrogen
e dTT (Promega)
e EDTA, Sigma
e Etanol absoluto, Merck

28



e Gelatina Sigma

¢ Inhibidor de RNAsa Promega

e |sopropanol Sigma

e Marcador de peso molecular Invitrogen

e Matanol JT BAKER

e Oligo dT (Promega)

e Persulfato de amonio Sigma

e Retrotranscriptasa MMLV-RT (Promega)

e SDS ( Dodecilsulfato de sodio ) Sigma

e Taq polimerasa (AmpliTag DNA polimerase, Applied Biosystems)
e TEMED (Sigma)

e Tripure (Roche)

¢ Oligonucledtidos iniciadores para la amplificacién de los genes

a) Receptor de andrégenos
Sonda [CY3]TGGCGGTCCTTCACTAATGTCA [BHQ2]

Secuencia de oligonucledtido sentido TGGGACTGATGGTATTTG
Secuencia de oligonucledtido antisentido ATGCGGTACTCATTGAAA

b) Receptor de estrogenos Receptor de estrégenos alfa

Sonda [FAM]CATCCAACAAGGCACTGACCATCI[BHQ1]
Secuencia de oligonucleétido sentido GCACACTAAGAAGAATAGC
Secuencia de oligonucle6tido antisentido GAAGGATCATATTCAGAATAGA

c) Receptor de progesterona PR
Sonda [FAM]TACAACAGGCTACTACACAGGCTATG [BHQ1]
Secuencia de oligonucledtido sentido CCATGAGAAGGGAAGAAA
Secuencia de oligonucleétido antisentido TGCACATCACATTTTGAC
d) B-actina
Secuencia de oligonucledtido sentido CTATGCTCTCCCTCACGCCATC

Secuencia de oligonucleétido antisentido
CGGGTCAGGTAGTCTGTCAGGTCCI[JOE]G
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Equipo

e Campana de flujo laminar Veco

e Congelador Nieto

e Espectofotometro UV WPA

e Microcentrifuga Eppendorf 5415 C

e Micropipetas Eppendorf 2.5, 10, 20, 100 1000

e Refrigerador May Tag

e Tanque de nitrdgeno liquido 34 XT Taylon-Wharton

e Vortex Genie 2 Digger

e Utracongelador -70°C REVCO, Legaci refrigerador System
e Autoclave Tuttnauer Brinkmann 2540 M

e Termociclador PCR tiempo real Applied Biosystem

e Termociclador Mastercycler gradient Eppendorf

e Sottware PCR tiempo real, 7500 sequence Detection System

7.6 Métodos

7.6.1 Administracion de hormonas

Para evaluar el efecto de la testosterona, estradiol y DHEA se utilizaron 5 grupos
de ratones CBA/Ca.

El primer grupo estuvo constituido por 30 ratones (15 machos y 15 hembras), diez
de los cuales se gonadectomizaron (GX), otros 10 ratones se dejaron intactos con
la administracion del vehiculo (aceite de ajonjoli). Cada subgrupo se infecté con
1X1032 eritrocitos parasitados con P. berghei ANKA vy los Ultimos diez ratones se
dejaron intactos con la administracion del vehiculo, este subgrupo se utiliz6 como
control.

El segundo grupo estuvo constituido de diez ratones machos y diez hembras. A
todos los ratones se les administro testosterona a una dosis de 0.9 mg por via
subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas. Al término de del
tratamiento hormonal 5 ratones machos y a 5 ratones hembras se les infectdé con
P. berghei ANKA y los restantes se utilizaron como controles.

El tercer grupo constituido de 10 ratones (5 machos y 5 hembras) a los que se les
gondectomizé a las 4 semanas de edad y se les permitié que se recuperaran de la
cirugia por 28 dias. Se les administré testosterona y al dia siguiente de la ultima
inyeccion se infectaron con P. berghei ANKA.

30



El cuarto grupo fue para evaluar el efecto del 17-f estradiol se procedié de igual
forma que para la testosterona, la dosis fue de 12 ug de estradiol administrado via
subcutanea dos veces por semana durante 3 semanas.

El quinto grupo fue para evaluar el efecto de DHEA a 10 ratones machos y a 10
hembras se les administraron 200 pg del dihidroepiandrosterona diariamente por
cinco dias. Posteriormente, a 5 ratones machos y a 5 hembras se les infecté con
P. berghei ANKA y se utilizaron como controles de la infeccion.

En el dia 8 post infeccion todos los ratones se sacrificaron y se les extrajo el
cerebro y bazo para determinar la expresion de ARN mensajero de los genes que
codifican para los receptores de: estradiol alfa, andrégenos y progesterona.

7.6.2 Infecciéon con Plasmodium

Los grupos de ratones CBA/Ca se inocularon intravenosamente con 1 x 10°
eritrocitos infectados con Plasmodium berghei ANKA.

7.6.3 Extraccion de ARN

¢ El dia 8 pos-infeccién los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical.

e Se extrajo el bazo y el cerebro.

e El bazo se macerd haciéndolo pasar por una tela de Nylon con el embolo
de una jeringa estéril y PBS libre de calcio y magnesio, se centrifugd a 3000
rpm durante 5 minutos y se eliminé el sobrenadante.

e Al tejido de cerebro se le agregaron 200 pL de PBS y se sonico durante 10
segundos.

e Se utilizaron 500 pL de ese tejido y 200 pL de reactivo de Tripure
respectivamente y se agitaron vigorosamente.

e Se adicionaron 100 pL de la mezcla cloroformo alcohol isoamilico (49:1) a
cada tejido y se agitd en vortex por 10 minutos.

e Se centrifug6 a 14000 rpm durante 15 minutos.

e Se transfirid la fase acuosa a otro tubo sin tocar la interfase.

e Se adicion6 un volumen igual de isopropanol previamente enfriado a -20°C

e Se centrifugaron los tubos a 14000 rpm durante 15 minutos

e Se elimind el sobrenadante y se adicionaron 500 pL de etanol al 80% en
agua DEPC enfriado previamente a -20°C

e Las muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante 15 minutos

e Se desecho el sobrenadante
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e Se dejo secar el boton a temperatura ambiente.

7.6.4 Hidratacion y cuantificacion de ARN

1. Las muestras se hidrataron con 20 yL de agua DEPC al 0.1% estéril.

2. Se agitaron por 5 minutos y en caso de no disolverse se calentaron a 60°C
por 5 min.

3. Se agreg6 1 puL de ARN en un tubo Eppendorf y se adicionaron 199 pL de
agua biodestilada estéril (dilucion 1:200)

4. Se determino la absorbancia a 260 nm

5. Se calculd la concentracion de ARN en pg/uL de acuerdo a la siguiente
formula.

40ug
1000uL

[ARN] = Ab5260 nm. X ( >x 200

[ARN] = ug/ pL

7.6.5 Retrotranscripcién

e Se retrotranscribieron 1.5 pg de ARN

e En un tubo Eppendorf se adicion6 agua estéril, el oligo dT y el volumen
calculado de ARN.

e Se incubd a 65°C por 5 minutos y se centrifugd a 14000 rpm durante 5
segundos se colocd en hielo y se adicionaron 10 pL con la mezcla de
reaccion (Enzima MMLV-RT, dNTP’s, inhibidor de ARNsa, dTT vy
amortiguador de retrotranscripcion).

e Se incub6 a 37°C por una hora y posteriormente a 95°C durante 5 minutos
en el termociclador.

e Se adicionaron 80 pL de agua DEPC y se almacend6 a -70°C hasta su uso.

7.6.6 Estandarizacion de latécnica de PCR para los receptores de esteroides

Se realiz6 una busqueda bibliografica en PubMed para obtener la secuencia de
ARN mensajero para los receptores de las siguientes hormonas sexuales:
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estrogenos alfa (EsR-a), estrogenos beta (EB), androgenos (AR) y progesterona
(PR). Se utiliz6 el programa Primer express para disefiar los oligonucledtidos
especificos para cada gen. Se calculdé a temperatura de alineacion y se enviaron
las secuencias a sintetizar. Para generar los controles positivos, se extrajo el ARN
de hipotalamo, hipocampo, de ovarios y prostata de ratones CBA/Ca, se
cuantifico, se retrotranscribio y el ADN complementario asi obtenido se utilizd
como control positivo para calibrar los juegos de oligos especificos para cada
receptor. Como gen de referencia se utilizé B-actina. Se calcularon las diluciones
de primers y las soluciones de los reactivos a utilizar, posteriormente se
determinaron las condiciones O6ptimas de las concentraciones de magnesio,
DMSO, ADNc, sonda, enzima, fluorocromo de referencia, oligos para cada geny
se analizaron los diferentes tejidos. También se determinaron las temperaturas
optimas de alineacion asi como el niumero de ciclos para lograr una eficiencia
cercana al 100%. Ademas, se probaron distintas concentraciones de Sybr Green 'y
Evagreen.

7.6.7 Amplificacién por PCR en tiempo real

Se preparé la mezcla de reaccion especifica para cada receptor como se muestra
en la Tabla 1 con los siguientes reactivos: agua doble destilada estéril, cloruro de
magnesio, Taq polimerasa, oligonucleotidos sentido y antisentido especificos para
cada gene, fluorocromo de referencia pasiva (ROX) y dNTP’s (200 puM), KCI 50mM
y gelatina 200 pM. Se adicion6 la muestra de ADNc y se colocd en el
termociclador de PCR en tiempo real. Se utilizaron los programas de amplificacion
gue se muestran en las Tablas 3 y 4. Cada muestra se amplificé por duplicado.

8. RESULTADOS

8.1 Estandarizacion de la técnica de PCR en tiempo real

Para estandarizar las condiciones de amplificacion del gen del receptor de
estrogenos beta se probaron diferentes sondas y se modificaron las temperaturas
de alineacion asi como los tiempos y el programa de amplificacion. Se analizaron
diferentes concentraciones de oligos, de cloruro de magnesio y de aditivos como
DMSO. No obstante no se logré obtener una amplificaciébn adecuada para ese
gen.
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Originalmente, los primers se disefiaron para realizar una reaccion multiple con los
genes que presentaban fluorocromos diferentes, sin embargo al intentar realizar la
reaccion multiple, las eficiencias decrecian, por lo que no se continué con el
multiplex. Ademas, se probaron diferentes temperaturas de alineacion. Para
corroborar que el producto de amplificacion correspondia al peso molecular
esperado, los amplicones se sometieron a electroforesis en acrilamida. Los
resultados de las condiciones Optimas para los reactivos de los receptores de
esteroides se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones éptimas para cada gen

Reactivos [ /Rx AR [ /Rx EsR-a PR

Agua MQ s e
Amortiguador 10X 1X 1X 1X

MgCl2 [25 mM] 3 mM. 3 mM. 3 mM.
TAQ 5U/ pL. 0.03 U/pL. 0.03 U/pL. 0.03 U/pL.
ROX 50x 0.1X 1x 1X
Oligonucledtido

forward [15 uM.] 0.3 uM. 0.3 uM. 0.3 uM.
Oligonucledtido

revese [15 uM.] 0.3 uM. 0.3 uM. 0.3 uM.
Sonda  TagMan

[500nM] 0.1 uM 0.1 uM 0.1 uM
DMSO 99.97% 3% - -

DNA: 15 ng/pL. 15 ng/pL. 15 ng/uL.

El volumen total por reaccion es de 10 pL

Se calibraron las condiciones 6ptimas de amplificacion para cada gen. Las
temperaturas de alineacion, los tiempos y el numero de ciclos en los que se
obtuvieron las eficiencias mas altas para el receptor de andrégenos y para el de
estrogenos se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Programa de amplificacion para AR y EsR-a.

CICLAJE
Temperatura Tiempo
1 95°C 5 minutos
2 95°C 30 segundos
3 51.4°C 30 segundos
4 40°C 30 segundos
5 Repetir del punto 2 al 3 45 veces

Las condiciones optimas en el programa de amplificaciébn para el receptor de
progesterona se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Programa de amplificacion para PR

CICLAJE

Temperatura Tiempo
1 95°C 5 minutos
2 95°C 30 segundos
3 52°C 30 segundos
4 40°C 30 segundos
5 Repetir del punto 2 al 3 45 ciclos
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Umbral, eficiencia y especificidad de las amplificaciones para los genes de
de los receptores de estrogenos alfa, andrégenos y progesterona.

Los resultados de las curvas de amplificacion en tiempo real para cada receptor; la
eficiencia de la amplificacion y R? para cada curva, asi como el corrimiento
electroforético de los amplicones para los receptores de andrégenos, estrogenos y
progesterona se muestran en las Figuras 4, 5y 6 respectivamente.

Curva de la amplificacion del gen del receptor de andrégenos

A B

Amplification Plot
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I
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m ) i a
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0.001164 100.496  0.948

Figura 4. Calibracion de la reaccion para la amplificacion del receptor de andrégenos. A) Curva de la amplificacién en
PCR tiempo real para el gen que codifica para el receptor de andrégenos, se graficd el nimero de ciclos contra unidades
arbitrarias de fluorescencia del control positivo (testiculo de ratdn CBA/Ca), se amplificaron diluciones seriadas del ADNc; B)
Electroforesis en acrilamida al 10% del producto de amplificacion. Carril 1 marcador de peso molecular de 50 pares de
bases, carril 2 Blanco, carril 3 amplicon que corresponde a 100 pares de bases.
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Curva de amplificacion del gen de receptor de estrogenos alfa
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Figura 5. Calibracion de la reaccion para la amplificacion del receptor de estrégenos alfa A) Curva de la amplificacion
en PCR tiempo real para el gen gque codifica para el receptor de estrégenos alfa, se graficé el nimero de ciclos contra
unidades arbitrarias de fluorescencia del control positivo (testiculo de ratbn CBA/Ca), se amplificaron diluciones seriadas del
ADNCc; B) Electroforesis en acrilamida al 10% del producto de amplificacion. Carril 1 marcador de peso molecular de 50

pares de bases, carril 2 amplicén que corresponde a 105 pares de bases.

37



Curva de amplificacion del gen de receptor de progesterona
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Figura 6. Calibracion de la reaccion para la amplificacién del receptor de progesterona A) Curva de la amplificacion
en PCR tiempo real para el gen que codifica para el receptor de progesterona, se graficé el nimero de ciclos contra
unidades arbitrarias de fluorescencia del control positivo (testiculo de ratén CBA/Ca), se amplificaron diluciones seriadas del
ADNCc; B) Electroforesis en acrilamida al 10% del producto de amplificacion. Carril 1 Blanco, carril 2 amplicén que
corresponde a 141 pares de bases, carril 3 marcador de peso molecular de 50 pares de bases.

8.2 Expresion relativa del gen que codifica para el receptor de andrégenos
en cerebro

En general, la expresion de ARNm para el receptor de andrégenos fue mayor en
los machos que en las hembras, la infeccion disminuy6 significativamente la
expresion del receptor de andrégenos en ambos sexos; mientras que la
gonadectomia increment6 la expresion del receptor Unicamente en los machos
infectados en comparacién a los ratones machos intactos infectados tratados con
el vehiculo. La administracion de testosterona en los ratones no infectados
disminuy6 la expresion del receptor en ambos sexos. En las hembras
gonadectomizadas e infectadas la testosterona incrementé la expresion del
receptor de androgenos mientras que no gener0 cambios en los machos
gonadectomizados e infectados (Figura 7A). La administracion de estradiol
disminuyo la expresion del receptor de andrégenos tanto en machos como en
hembras no infectadas. La administracion de estradiol en los ratones
gonadectomizados no modificd la expresion del receptor de andrégenos en
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comparacion a los ratones intactos infectados tratados con estradiol (Figura 7B).
La administracion de DHEA disminuy0 la expresion del receptor de andrégenos en
los machos pero no en las hembras sin infeccion. Los ratones gonadectomizados,
tratados con DHEA e infectados incrementaron la expresion del receptor de
androgenos en relacion a los ratones infectados tratados con DHEA (Figura 7C).
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Figura 7: Efecto de la administracion de testosterona, estradiol y DHEA sobre la expresion relativa del ARNm para
el receptor de androégenos en cerebro de ratones infectados con Plasmodium berghei ANKA y gonadectomizados.
Grupos de ratones CBA/Ca machos y hembras se separaron en 12 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente recibieron
vehiculo; Grupo 2, ratones que recibieron vehiculo y se infectaron (Vehiculo Inf); Grupo 3 ratones que se
gonadectomizaron, recibieron el vehiculo y se infectaron (Vehiculo GX Inf); Grupo 4 ratones que recibieron testosterona
(Test); Grupo 5 ratones intactos que recibieron testosterona y se infectaron (Test Inf); Grupo 6 ratones gonadectomizados
que recibieron testosterona y se infectaron (Test GX Inf); Grupo 7 ratones intactos que recibieron estradiol (Est); Grupo 8
ratones intactos que recibieron estradiol y se infectaron (Est Inf); Grupo 9 ratones gonadectomizados, que recibieron
estradiol y se infectaron (Est GX Inf); Grupo 10 ratones intactos que recibieron dihidroepiandrosterona (DHEA); Grupo 11
ratones que recibieron DHEA y se infectaron (DHEA Inf); Grupo 12 ratones que se gonadectomizaron y recibieron DHEA y
se infectaron (DHEA GX Inf). La grafica representa la expresion relativa de ARNm para el receptor de andrégenos en el
cerebro. Las barras azules representan a los grupos de ratones machos y las barras rosas a los grupos de ratones
hembras. Las lineas sobre los histogramas representan diferencias significativas entre los grupos con una (p<0.05) se utilizo
un analisis de varianza de dos vias y la prueba de Tukey para comparar la media de cada grupo con todos los demas.
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8.3 Expresion relativa del gene que codifica para el receptor de estrégenos
en cerebro.

La expresion del receptor para estrogenos alfa fue significativamente mayor en las
hembras que en los machos en todas las condiciones analizadas, la expresion es
dimérfica. La infeccion y la gonadectomia aumentaron significativamente la
expresion del receptor de estrogenos alfa en las hembras en comparacion con los
machos de su mismo grupo. La administracion de testosterona, estradiol o DHEA
no modificé la expresion del receptor de estrogenos alfa en los machos, mientras
que en las hembras, la testosterona solo aumenté la expresion del receptor de
estrogenos alfa en las hembras gonadectomizadas.

La administracion de estradiol incremento la expresion del receptor de estrogenos
alfa en las hembras intactas y en las infectadas pero este aumento fue mayor en
las hembras gonadectomizadas con respecto al grupo tratado con vehiculo.

La administracion de DHEA incrementd la expresion del receptor de estrogenos
alfa Unicamente en las hembras intactas infectadas y no tuvo efecto en las
hembras gonadectomizadas (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la administracion de testosterona, estradiol y DHEA sobre la expresién relativa del ARNm para
el receptor de estrogenos alfa en cerebro de ratones infectados con Plasmodium berghei ANKA 'y
gonadectomizados. Grupos de ratones CBA/Ca machos y hembras se separaron en 12 grupos: Grupo 1 ratones que
Unicamente recibieron vehiculo; Grupo 2, ratones que recibieron vehiculo y se infectaron (Vehiculo Inf); Grupo 3 ratones
que se gonadectomizaron, recibieron el vehiculo y se infectaron (Vehiculo GX Inf); Grupo 4 ratones que recibieron
testosterona (Test); Grupo 5 ratones intactos que recibieron testosterona y se infectaron (Test Inf); Grupo 6 ratones
gonadectomizados que recibieron testosterona y se infectaron (Test GX Inf); Grupo 7 ratones intactos que recibieron
estradiol (Est); Grupo 8 ratones intactos que recibieron estradiol y se infectaron (Est Inf); Grupo 9 ratones
gonadectomizados, que recibieron estradiol y se infectaron (Est GX Inf); Grupo 10 ratones intactos que recibieron
dihidroepiandrosterona (DHEA); Grupo 11 ratones que recibieron DHEA y se infectaron (DHEA Inf); Grupo 12 ratones que
se gonadectomizaron y recibieron DHEA y se infectaron (DHEA GX Inf). La gréfica representa la expresion relativa de
ARNm para el receptor de estrégenos alfa (ERa) en el cerebro. Las barras azules representan a los grupos de ratones
machos y las barras rosas a los grupos de ratones hembras. Las lineas sobre los histogramas representan diferencias
significativas entre los grupos con una (p<0.05) se utilizé6 un andlisis de varianza de dos vias y la prueba de Tukey para
comparar la media de cada grupo con todos los demas.

41



8.4 Expresion relativa del gen que codifica para el receptor de progesterona
(PR) en cerebro.

Se detecto la tendencia de una mayor expresion del receptor en las hembras en
comparacion con los machos. La infeccibn no modifico la expresion del PR. La
gonadectomia incrementd la expresion del receptor de progesterona en el cerebro
de los ratones machos y hembras. La administracion de testosterona incremento
la expresion del receptor de progesterona Unicamente en las hembras
gonadectomizadas (Figura 9 A).

La administracion de estradiol increment6 la expresion del receptor de
progesterona uUnicamente en las hembras gonadectomizadas e infectadas,
mientras que en los machos gonadectomizados e infectados disminuy6 la
expresion del receptor de progesterona en relacibn al grupo control
gonadectomizado que recibié vehiculo (Figura 9B). La administracion de DHEA no
modificd la expresidn del receptor de progesterona (Figura 9C).
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Figura 9. Efecto de la administracién de testosterona, estradiol y DHEA sobre la expresion relativa del ARNm para
el receptor de progesterona en cerebro de ratones infectados con Plasmodium berghei ANKA y gonadectomizados.
Grupos de ratones CBA/Ca machos y hembras se separaron en 12 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente recibieron
vehiculo; Grupo 2, ratones que recibieron vehiculo y se infectaron (Vehiculo Inf); Grupo 3 ratones que se
gonadectomizaron, recibieron el vehiculo y se infectaron (Vehiculo GX Inf); Grupo 4 ratones que recibieron testosterona
(Test); Grupo 5 ratones intactos que recibieron testosterona y se infectaron (Test Inf); Grupo 6 ratones gonadectomizados
que recibieron testosterona y se infectaron (Test GX Inf); Grupo 7 ratones intactos que recibieron estradiol (Est); Grupo 8
ratones intactos que recibieron estradiol y se infectaron (Est Inf); Grupo 9 ratones gonadectomizados, que recibieron
estradiol y se infectaron (Est GX Inf); Grupo 10 ratones intactos que recibieron dihidroepiandrosterona (DHEA); Grupo 11
ratones que recibieron DHEA y se infectaron (DHEA Inf); Grupo 12 ratones que se gonadectomizaron y recibieron DHEA y
se infectaron (DHEA GX Inf). La grafica representa la expresion relativa de ARNm para el receptor de progesterona en el
cerebro. Las barras azules representan a los grupos de ratones machos y las barras rosas a los grupos de ratones
hembras. Las lineas sobre los histogramas representan diferencias significativas entre los grupos con una (p<0.05) se utilizd
un andlisis de varianza de dos vias y la prueba de Tukey para comparar la media de cada grupo con todos los demas.
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8.5 Expresion relativa del gen que codifica para el receptor de andréogenos
en bazo

En general la expresion de ARNm para el receptor de androgenos en el bazo fue
mayor en las hembras que en los machos a excepcion del grupo de machos
tratado con vehiculo e infectado. La infeccion incremento la expresion del receptor
de andrégenos en los ratones de ambos sexos. La gonadectomia disminuy6
significativamente la expresion del receptor Unicamente en los machos. La
administracion de testosterona en los ratones sin infectar no modifico la expresion
de ese receptor, mientras que cuando se administré testosterona a los ratones
infectados la expresion aument6 en las hembras mientras que disminuyé en los
machos. La administracion de testosterona a los ratones gonadectomizados no
modificd la expresion de receptor de andrégenos en los machos o hembras
infectados (Figura 10A).

La administracion de estradiol no modifico la expresion de receptor de andrégenos
en los ratones no infectados; sin embargo, en las hembras infectadas el
administrar estradiol incrementd la expresion de receptor de andrégenos. La
gonadectomia incrementd significativamente la expresion de receptor de
androgenos en las hembras infectadas pero no en los machos (Figura 10B).

La administracion de DHEA incrementd significativamente la expresion del
receptor de androgenos Unicamente en las hembras infectadas y la gonadectomia
aunada con la administracion de DHEA incremento6 significativamente la expresion
de AR con relacion a las hembras infectadas tratadas con DHEA (Figura 10C).
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Figura 10. Efecto de la administracion de testosterona, estradiol y DHEA sobre la expresion relativa del ARNm para
el receptor de andrégenos en bazo ratones infectados con Plasmodium berghei ANKA y gonadectomizados. Grupos
de ratones CBA/Ca machos y hembras se separaron en 12 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente recibieron vehiculo;
Grupo 2, ratones que recibieron vehiculo y se infectaron (Vehiculo Inf); Grupo 3 ratones que se gonadectomizaron,
recibieron el vehiculo y se infectaron (Vehiculo GX Inf); Grupo 4 ratones que recibieron testosterona (Test); Grupo 5 ratones
intactos que recibieron testosterona y se infectaron (Test Inf); Grupo 6 ratones gonadectomizados que recibieron
testosterona y se infectaron (Test GX Inf); Grupo 7 ratones intactos que recibieron estradiol (Est); Grupo 8 ratones intactos
que recibieron estradiol y se infectaron (Est Inf); Grupo 9 ratones gonadectomizados, que recibieron estradiol y se infectaron
(Est GX Inf); Grupo 10 ratones intactos que recibieron dihidroepiandrosterona (DHEA); Grupo 11 ratones que recibieron
DHEA y se infectaron (DHEA Inf); Grupo 12 ratones que se gonadectomizaron y recibieron DHEA y se infectaron (DHEA GX
Inf). La gréfica representa la expresion relativa de ARNm para el receptor de andrégenos en el bazo. Las barras azules
representan a los grupos de ratones machos y las barras rosas a los grupos de ratones hembras. Las lineas sobre los
histogramas representan diferencias significativas entre los grupos con una (p<0.05) se utiliz6 un andlisis de varianza de
dos vias y la prueba de Tukey para comparar la media de cada grupo con todos los demas.
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8.6 Expresion relativa del gen que codifica para el receptor de estrogenos
alfa (EsR-a) en bazo

En general la expresion de ARNm para el receptor de estrogenos en el bazo fue
mayor en las hembras que en los machos a excepcion de los grupos de machos
tratados con testosterona e infectados y machos gonadectomizados tratados con
DHEA e infectados, lo que indica un marcado dimorfismo sexual en la expresion
de este receptor. La infeccion disminuyo la expresion del receptor de estrégenos
alfa en los ratones de ambos sexos. La gonadectomia incrementd
significativamente la expresion del receptor de estrogenos alfa inicamente en los
machos. La administracion de testosterona en los ratones sin infectar disminuyo6
significativamente la expresion del receptor de estrogenos alfa inicamente en las
hembras; mientras que cuando se administro testosterona a los ratones infectados
la expresion disminuyd en las hembras mientras que aument6 en los machos. La
administracion de testosterona a los ratones gonadectomizados e infectados
incrementd la expresion del receptor de estrogenos alfa en las hembras y la
disminuyd significativamente en los machos gonadectomizados e infectados
(Figura 11A).

La administracion de estradiol no modificé la expresiéon del receptor de estrégenos
alfa en los ratones no infectados o en los infectados. La gonadectomia en las
hembras indujo un incremento en la expresion del receptor de estrégenos alfa que
no resultd significativo en relacibn a las hembras tratadas con estradiol e
infectadas, mientras que en los machos gonadectomizados infectados la
administracion de estradiol disminuyé significativamente la expresion del receptor
de estrogenos alfa con relacion a las hembras GX tratadas con estradiol e
infectadas (Figura 11B).

La administraciéon de DHEA disminuy6 significativamente la expresion del receptor
de estrégenos alfa Unicamente en las hembras con o sin infeccién con respecto a
sus grupos control tratados con vehiculo. La gonadectomia aunada con la
administracion de DHEA incrementd significativamente la expresién del receptor
de estrégenos alfa en ambos sexos con relacién los grupos tratados con DHEA e
infectados (Figura 11C).
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Figura 11: Efecto de la administracién de testosterona, estradiol y DHEA sobre la expresion relativa del RNAm para
el receptor de estrogenos alfa en bazo de ratones infectados con Plasmodium berghei ANKA y gonadectomizados
Grupos de ratones CBA/Ca machos y hembras se separaron en 12 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente recibieron
vehiculo; Grupo 2, ratones que recibieron vehiculo y se infectaron (Vehiculo Inf); Grupo 3 ratones que se
gonadectomizaron, recibieron el vehiculo y se infectaron (Vehiculo GX Inf); Grupo 4 ratones que recibieron testosterona
(Test); Grupo 5 ratones intactos que recibieron testosterona y se infectaron (Test Inf); Grupo 6 ratones gonadectomizados
que recibieron testosterona y se infectaron (Test GX Inf); Grupo 7 ratones intactos que recibieron estradiol (Est); Grupo 8
ratones intactos que recibieron estradiol y se infectaron (Est Inf); Grupo 9 ratones gonadectomizados, que recibieron
estradiol y se infectaron (Est GX Inf); Grupo 10 ratones intactos que recibieron dihidroepiandrosterona (DHEA); Grupo 11
ratones que recibieron DHEA y se infectaron (DHEA Inf); Grupo 12 ratones que se gonadectomizaron y recibieron DHEA y
se infectaron (DHEA GX Inf). La grafica representa la expresion relativa de ARNm para el receptor de estrégenos-a (EsR-a)
en el bazo. Las barras azules representan a los grupos de ratones machos y las barras rosas a los grupos de ratones
hembras. Las lineas sobre los histogramas representan diferencias significativas entre los grupos con una (p<0.05) se utiliz6
un andlisis de varianza de dos vias y la prueba de Tukey para comparar la media de cada grupo con todos los demas.
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8.7 Expresion relativa del gen que codifica para el receptor de progesterona
en bazo

La infeccion incrementd la expresion del receptor de progesterona (PR) en ambos
sexos pero la diferencia no resulté estadisticamente significativa. La gonadectomia
incrementd  significativamente la expresion del receptor de progesterona
Unicamente en los ratones machos infectados. La administracion de testosterona
disminuy6 significativamente la expresion del receptor de progesterona
Unicamente en los machos gonadectomizados. La infeccion redujo la expresion del
receptor de progesterona en los ratones machos tratados con testosterona.
(Figura 12A).

La administracion de estradiol incrementd significativamente la expresion del
receptor de progesterona Unicamente en las hembras infectadas y no modificé la
expresion del receptor de progesterona en los machos infectados en comparacion
con los grupos que recibieron vehiculo. La administraciéon de estradiol a los
ratones gonadectomizados e infectados disminuyd significativamente la expresion
del receptor de progesterona Unicamente en las hembras. (Figura 12B).

La administracion de DHEA disminuyé la expresion del receptor de progesterona
en las hembras infectadas. La gonadectomia incrementd la expresion del receptor
de progesterona Unicamente en los machos infectados. La administracién de
DHEA a los ratones gonadectomizados disminuy6 significativamente la expresion
del receptor de progesterona en los ratones machos (Figura 12C).
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Figura 12. Efecto de la administracion de testosterona, estradiol y DHEA sobre la expresion relativa del RNAm para
el receptor de progesterona en bazo de ratones infectados con Plasmodium berghei ANKA y gonadectomizados.
Grupos de ratones CBA/Ca machos y hembras se separaron en 12 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente recibieron
vehiculo; Grupo 2, ratones que recibieron vehiculo y se infectaron (Vehiculo Inf); Grupo 3 ratones que se
gonadectomizaron, recibieron el vehiculo y se infectaron (Vehiculo GX Inf); Grupo 4 ratones que recibieron testosterona
(Test); Grupo 5 ratones intactos que recibieron testosterona y se infectaron (Test Inf); Grupo 6 ratones gonadectomizados
que recibieron testosterona y se infectaron (Test GX Inf); Grupo 7 ratones intactos que recibieron estradiol (Est); Grupo 8
ratones intactos que recibieron estradiol y se infectaron (Est Inf); Grupo 9 ratones gonadectomizados, que recibieron
estradiol y se infectaron (Est GX Inf); Grupo 10 ratones intactos que recibieron dihidroepiandrosterona (DHEA); Grupo 11
ratones que recibieron DHEA y se infectaron (DHEA Inf); Grupo 12 ratones que se gonadectomizaron y recibieron DHEA y
se infectaron (DHEA GX Inf). La grafica representa la expresion relativa de ARNm para el receptor de progesterona (PR) en
el bazo. Las barras azules representan a los grupos de ratones machos y las barras rosas a los grupos de ratones hembras.
Las lineas sobre los histogramas representan diferencias significativas entre los grupos con una (p<0.05) se utiliz6 un
andlisis de varianza de dos vias y la prueba de Tukey para comparar la media de cada grupo con todos los demas.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Calibracion de la técnica de PCR en tiempo real para los receptores de:
andrégenos estrégenos alfay progesterona.

Los resultados de la amplificacion del gen del receptor de andrégenos (AR) en
PCR en tiempo real, se muestran en la Figura 4A. Se presenta la curva de
amplificacion de las 4 diluciones del ADNc que se prepararon y el efecto de
dilucion en el desplazamiento a la derecha de las curvas. Para comprobar que el
tamafio del amplicon correspondia al peso molecular esperado, se utilizd
electroforesis en acrilamida al 10% en la Figura 4B se presenta la fotografia del
gel, se detect6 la banda del peso molecular esperado (100 pb), los controles
negativos no amplificaron ya que solo se observo la banda de los primers y se
utiliz6 sonda Tagman. En este gel se detectaron bandas mal definidas, esto
probablemente se debi6 a que la fluorescencia se apago ya que la sonda contiene
el flurocromo Cy3 que absorbe en el filtro nimero 3 y se traslapa con la longitud
de onda de emision del fluorocromo de referencia ROX.

La amplificacion del gen del receptor de estrogenos alfa en PCR en tiempo real, se
presenta en la Figura 5A. Las graficas representan la amplificacion de las 4
diluciones seriadas del ADNc correspondiente al control positivo y la curva de
calibracion ya que a mayor dilucion del ADNc, aumenta el numero de ciclos en los
que se alcanza la fluorescencia umbral. La ausencia de amplificacion de los
negativos indica que los reactivos no estan contaminados y que el amplicén que
se detectd en el carril del control positivo corresponde al gen de interés,
adicionalmente para demostrarlo, en la Figura 5B se presenta el correspondiente
producto de PCR resuelto en un gel de poliacrilamida al 10% en el que se detect6
la banda del peso molecular esperado (=105 pb), también se utilizé una sonda
Tagman.

La amplificacion de las diferentes diluciones del ADNc del gen del receptor de
progesterona (PR) se presentan en la Figura 6A, es evidente el efecto de dilucién,
los controles negativos amplificaron en el ciclo 36 en comparacion con las
muestras del control positivo cuyo Ct se detectd en el ciclo 23 esta diferencia
permite diferenciar un valor negativo y uno positivo, en la Figura 6B se muestra el
producto de PCR sometido a electroforesis en poliacrilamida (banda de peso
molecular 141pb), no se detectd amplificacion de los controles negativos, también
se utilizaron sondas Tagman porque son muy especificas e hibridan justo en la
region que se amplifica del gen de interés ya que la sonda es una secuencia
complementaria de esa region.
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9.2 Expresion del receptor de androgenos en cerebro

En general la expresion del receptor de androgenos fue mayor en los machos que
en las hembras. Este resultado se esperaba dado que los andrégenos se
presentan en mayor concentracion en los machos que las hembras. La infeccion
disminuy6 la expresion del receptor de andrégenos, este efecto probablemente
este asociado al efecto inmunosupresor que tiene la testosterona (2) y como el
sistema inmune se activa, existe la posibilidad que la expresién del receptor de
andrégenos esté bajo la regulacion de genes de la respuesta inmune, esta
explicacion tendria que demostrarse experimentalmente. La administracion de
testosterona disminuyo la expresion del receptor de andrégenos en ambos sexos
lo que indica que la misma hormona regula la expresiéon de su propio receptor
(31).

La administracion de DHEA disminuyd la expresion del receptor de andrégenos en
los machos infectados, probablemente se deba a que DHEA funciona como un
inmunopotenciador en malaria (48). Es posible que se abata la expresion del
receptor de andrégenos puesto que los andrégenos son inmunosupresores, de
esa forma puede contender mejor con la infeccion.

9.3 Expresion del receptor de estrégenos alfa en cerebro

Se presentd mayor expresion del receptor de estrégenos alfa en hembras que en
los machos, este resultado se esperaba ya que los estrégenos se sintetizan en
mayor concentracién en las hembras que en los machos (15). La infeccion y la
gonadectomia incrementaron la expresion del receptor de estrogenos en el
cerebro, es probable que en condiciones de estrés provocado por la infeccién o
por la cirugia de quitar las génadas, se requiera de una respuesta antiinflamatoria
promovida por estradiol, lo que induciria una mayor expresion del receptor para
contender con la enfermedad, ya que se ha demostrado que los estrégenos
modulan positivamente la respuesta inmune (23). Es probable que debido a que
los ratones gonadectomizados carezcan del érgano en donde se lleva a cabo la
sintesis de esteroides sexuales, tratan de compensar esta deficiencia con un
aumento en la expresion de los receptores para poder captar la mayor cantidad de
estrogenos que pudiera producirse en otros sitios.

La administraciébn de testosterona en las hembras aumenté la expresion del
receptor de estradiol, es probable que las hembras utilizan a la testosterona para
convertirla en estradiol (15), lo que induce un incremento en la sintesis del
receptor. Interesantemente, la gonadectomia incrementé la expresion del receptor
de estrégenos, una probable explicacion es que al no producirse en las cantidades
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adecuadas, el cerebro incrementa la sintesis del receptor para tratar de capturar la
mayor cantidad de estradiol posible (Figura 5B), o bien es probable que el propio
estradiol module la expresion de su receptor y al disminuir la concentracion de
estradiol por la gonadectomia se dispara la sintesis del receptor. Lo anterior
sugiere una regulacién compleja de la expresion del receptor de estradiol que
depende de la concentracion de estradiol.

La administracion de DHEA incrementd la expresion del receptor de estrogenos en
cerebro Unicamente en las hembras infectadas y no afectd la expresion del
receptor en las hembras gonadectomizadas infectadas. Es probable que como
DHEA es un precursor de estradiol, en las hembras DHEA se transforma por la
enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa en androstenediona y por medio de la
aromatasa en estrona que a su vez se convierte en 17-p- estradiol por medio de la
enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (57), por lo que se incrementaria el
estradiol y como consecuencia también aumentaria la expresion de EsR-a.

9.4 Expresion del receptor de progesterona en cerebro

En general el receptor de progesterona se expresé mas en las hembras que en los
machos, este resultado se esperaba dado que esta hormona se presenta en
mayor concentracion en las hembras (36). La infeccién no modificé la expresion de
este receptor. Sin embargo, la gonadectomia aumentd significativamente la
expresion del gene del receptor para progesterona, probablemente para
compensar la deficiencia de la hormona que se produce por la ausencia de las
gonadas (10).

9.5 Expresioén del receptor de andrégenos en bazo

Contrario a lo esperado, detectamos que el receptor de andrégenos se expresa
mas en hembras que en machos a excepcion del grupo de machos tratado con
vehiculo e infectado que desarroll6 mayor expresion que su contraparte en
hembras, una posible explicacién para este resultado es que las hembras al tener
menor concentracion de androgenos expresen el receptor en mayor cantidad para
compensar esa deficiencia. Las hembras infectadas desarrollaron mayor expresion
de receptor de androgenos cuando se les administro testosterona, lo que sugiere
gue la testosterona regula la expresion de su receptor en el bazo de las hembras.
Por el contrario, la administracion de testosterona disminuyo la expresion de AR
en los machos infectados, lo que refleja un mecanismo de regulacién por
retroalimentacion al incrementar la concentracion de testosterona artificialmente
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ocurre una disminucion de la expresion del receptor de androgenos (9). La
administracion de estradiol no modificé la expresién del receptor de andrégenos
en los machos pero si en las hembras por lo tanto es posible que el estradiol se
transforme en testosterona y eso generé un incremento de la expresién del
receptor de androgenos. Finalmente, la administracion de DHEA incrementé la
expresion del receptor de andrégenos Unicamente en las hembras infectadas y en
las hembras gonadectomizadas e infectadas, lo que sugiere que DHEA pueda
transformarse en testosterona y por lo tanto se incremente la expresion del
receptor de androgenos.

9.6 Expresién del receptor de estrégenos alfa en bazo

En todas las graficas se demostré un marcado dimorfismo sexual con una mayor
expresion en general del receptor de estrogenos en hembras. La infeccidon
disminuyo la expresion del receptor tanto en machos como en hembras (Figura
10B). Es probable que la infeccion al mermar al organismo también abate la
sintesis de proteinas como la del receptor de estrégenos alfa lo que podria abatir a
la respuesta inmune dado que los receptores de estrégenos regulan a las células
de la respuesta inmune innata y adquirida (58), lo que sugiere una posible
explicacion de la mayor letalidad del parasito en los machos.

Interesantemente, la expresion de receptor de estrogenos alfa aumentd en los
ratones machos gonadectomizados e infectados probablemente porque se reduce
la concentracion de la hormona y para compensar esa deficiencia hormonal se
induce la expresién del receptor en un intento por captar la hormona que se
produce en otros tejidos.

La administracion de estradiol aparentemente incrementé la expresion del receptor
de estrogenos alfa en las hembras pero no resulto estadisticamente significativo
por lo que hay una tendencia, probablemente se deba a que las hembras al estar
gonadectomizadas e infectadas tratan de tomar la mayor cantidad de estradiol
para contener la infeccibn y compensar la falta de hormona que no producen las
gonadas.

La administraciobn de testosterona disminuyd la expresion del receptor de
estrogenos alfa tanto en hembras como en machos, probablemente se deba a que
la testosterona es un inmunosupresor lo que abate la expresion del receptor de
estrogenos en el bazo, que es el érgano donde se lleva a cabo la destruccién del
parasito por las células del sistema inmune. Por el contrario, en los ratones
machos infectados la administracion de testosterona incremento6 la expresion del
EsR-a, probablemente para contender contra el parasito. Sin embargo, las
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hembras infectadas tratadas con testosterona disminuyeron la expresion de EsR-
a, es probable que la testosterona suprima la sintesis del receptor de estradiol
alfa.

Las hembras gonadectomizadas, infectadas y tratadas con testosterona
incrementaron la expresion de EsR-a, es probable que para compensar la falta de
estradiol se increment6 la expresion del receptor de estradiol en este grupo de
ratones para poder contender contra la infeccion.

La administracion de DHEA disminuy0 significativamente la expresion del receptor
de estrégenos alfa en las hembras infectadas y no infectadas, es probable que un
exceso de DHEA puede conducir a su transformacion en estradiol en las hembras
y por eso se disminuye la expresién del receptor EsR-a, debido a que esta
hormona puede enziméaticamente transformarse en testosterona o estradiol en las
gonadas y por lo tanto llegar a un equilibrio debido al exceso de esta hormona
(15). Por el contrario, en los grupos de ratones gonadectomizados e infectados de
ambos sexos que se trataron con DHEA aumentaron la expresion de EsR-a. Una
probable explicacion es que como estos ratones carecen de génadas no detectan
el incremento del precursor de esteroides y para compensar la carencia
incrementan la expresion del receptor de estrégenos alfa para captar la mayor
cantidad de estradiol.

9.7 Expresién del receptor de progesterona en bazo

La infeccion incremento la expresion del receptor de progesterona (PR) en el bazo
de los ratones de ambos sexos. La gonadectomia incrementé la expresion de PR
Unicamente en los machos, este hallazgo podria explicarse porque al carecer de
gonadas este grupo de ratones incrementa la expresion del receptor para capturar
la mayor cantidad de progesterona. La administracion de testosterona no modificé
la expresion de PR en los ratones infectados de ambos sexos; Sin embargo,
administrar testosterona a los ratones machos gonadectomizados e infectados
abati6é la expresion de PR en relacion al testigo gonadectomizado infectado y
tratado con el vehiculo. Este hallazgo podria explicarse porque la testosterona es
un inmunosupresor y bien podria suprimir la expresion del gene del PR.

La administracion de estradiol incrementd la expresion de PR en los machos
gonadectomizados e infectados y en las hembras infectadas. Interesantemente, el
administrar estradiol a las hembras gonadectomizadas e infectadas disminuyé
significativamente la expresion de PR, lo que sugiere un mecanismo de regulacion
complejo en el que el estradiol modula la expresion diferencial del receptor de
progesterona en el bazo y la ausencia de gonadas abate la expresion del receptor
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en las hembras GX infectadas. Mientras que en los machos, la administracion de
estradiol a los ratones gonadectomizados disminuy0 significativamente la
expresion de progesterona en comparacion con los ratones GX que se infectaron y
recibieron el vehiculo.

La administracion de DHEA no modifico la expresion de PR en los ratones sanos o
en los infectados, pero disminuyé significativamente la expresion de PR en los
machos gonadectomizados e infectados.

10.CONCLUSIONES

Los esteroides sexuales juegan un papel importante en la regulacion de la
expresion de diferentes genes involucrados en la respuesta inmune. En este
trabajo se desarroll6 la técnica de PCR en tiempo real para analizar la expresion
diferencial de los receptores de los esteroides sexuales: andrégenos, estrégenos
alfa y progesterona, esta técnica constituye una herramienta atil para el
entendimiento de los complejos mecanismos de regulacion que ejercen las
hormonas sobre el sistema inmune en malaria.

La expresion de los receptores de andrégenos, estrégenos alfa y progesterona
difiere entre los tejidos de cerebro y bazo, lo cual es de esperarse ya que cada
organo cumple con funciones diferentes en el organismo, y debido a que cada
organo esta conformado por varios tipos de células la expresion de cada receptor
dependera del tipo de célula, por esta razén los resultados reflejan mecanismos
sumamente complejos de regulacién de la expresion génica que ejercen los
esteroides sexuales sobre esos receptores.

La gonadectomia modifica la expresion de los receptores de andrégenos, de
estrogenos alfa y progesterona en los ratones infectados debido en gran parte a la
deficiencia de las gonadas que son la principal fuete de produccion de estos
esteroides y a la infeccion ya que hay una estrecha relacién entre el sistema
inmune y el sistema enddcrino.

La administracién de testosterona, estradiol o DHEA modula la expresiéon de los
receptores lo que depende del érgano, sexo, de la condicidon de gonadectomizado
y de la infeccion.
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