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|. RESUMEN

La malaria es una enfermedad infecciosa que anualmente causa la muerte a mas
de medio millén de personas en el mundo. La sintomatologia se caracteriza por:
fiebre, anemia, disminucién de peso, hipoglucemia y parasitemias altas. La
complicacion mas grave es la malaria cerebral (MC), la mayoria de los enfermos
mueren y los sobrevivientes presentan secuelas neurologicas. Se desconocen los
mecanismos precisos que regulan el proceso inflamatorio en el cerebro. Se ha
relacionado a la MC con inflamacion mediada por citocinas, entre ellas el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a). Esta citocina promueve la citoadhesion del parasito
en las células endoteliales, la citotoxicidad, la apoptosis y la necrosis en el
cerebro, en areas relacionadas con la neurogénesis como el hipocampo.

La prolactina (PRL) es una hormona que activa genes asociados con la
modulacién en la respuesta inmune y el proceso inflamatorio. En este trabajo,
estudiamos el papel de la PRL en la patologia de la enfermedad, la parasitemia y
en la expresion de genes de citocinas involucrados en la respuesta inmune, entre
ellos el TNF-a y la IL-10, en cerebro e hipocampo. Para ello utilizamos ratones
machos y hembras knockout para el receptor de la PRL (KO) infectados con P.
berghei ANKA, como control utilizamos grupos de ratones machos y hembras
silvestres (WT), del mismo fondo genético que los KO.

Confirmamos hiperprolactinemia en los ratones hembras y machos KO, resultado
esperado debido a la ausencia de la inhibicion de la PRL sobre su propia
secrecion por la hipdfisis.” Ademas, la concentracion de PRL no se modifico al
infectar a los ratones hembras o machos WT o KO. Contrario a lo reportado, los
ratones KO (hembras y machos) presentaron peso, temperatura y glucemia similar
a los silvestres.

En la cepa C57BI/6 |la patologia de malaria (caquexia, hipotermia e hipoglucemia)
se manifesto dias después a lo reportado en ratones CBA/Ca.? En nuestro modelo
detectamos que la PRL no modifico el peso, la temperatura o la glucemia durante
la infeccidn, en caso extraordinario los ratones machos KO infectados

incrementaron su peso. La PRL favorecié el desarrollo de la parasitemia.



Contrario a lo esperado, la infeccidn disminuyd la expresién de TNF-a en cerebro e
hipocampo, de las hembras WT y KO infectadas, mientras que en los machos WT
y KO no se modificd la expresién de TNF-a, en mismos tejidos, con excepcion del
hipocampo en el que disminuyd la expresion en los machos KO infectados. En
este trabajo, reportar que TNF-a se expresd en el hipocampo es una aportacion
novedosa en la ciencia, también lo es el hecho de que la expresion sea dimorfica
en este tejido. No detectamos expresion de IL-10 en cerebro e hipocampo de los
ratones hembras y machos WT y KO. La PRL no modificé la concentracion sérica
de TNF-a, en hembras y machos WT y KO, la infeccion disminuyo la concentracion
de esta citocina en hembras WT y KO. La sintesis de IL-10 resulté dimorfica, fue
mayor en los machos que en las hembras WT y KO. La PRL modulé positivamente
la concentraciéon de IL-10 en los machos no infectados. Mientras que en los
machos WT y KO infectados la concentracion de IL-10 disminuyo.

Los resultados sugieren que la PRL disminuy6 la actividad inmune en los ratones
puesto que aumentd la parasitemia, sin embargo el fondo genético de la cepa
C57BI/6 no permitioé evidenciar contundentemente los efectos de la PRL durante la
infeccion con P. berghei ANKA, por lo que se recomienda realizar estudios
complementarios que deberan investigar los efectos de incrementar la

concentracion endogena de la PRL.



Il. INTRODUCCION
1. MALARIA

La malaria o paludismo es una enfermedad parasitaria, en el afio 2015, la OMS
reporté 3.2 millones de personas en riesgo de contraer la enfermedad, registré 214

millones de nuevos casos y 438 muertes por malaria (Figura 1).°

Figura. 1 Paises afectados con malaria. Tomado y modificado de WHO
World Malaria Report 2015 °

En México se han detectado casos con malaria en los estados de Chiapas,
Oaxaca, Nayarit, Chihuahua, Sinaloa, Sonora y Durango. En el 2014 se reportaron
658 casos de infeccion por P. vivax y 6 con P. falciparum.®

La malaria se origina por el protozoario del género Plasmodium, se transmite por
la picadura de la hembra del mosquito Anopheles infectado. Los sintomas surgen
entre 10 y 15 dias después de la picadura, si la enfermedad no se atiende, peligra
la vida del paciente en poco tiempo. Uno de los problemas en el tratamiento, es la

resistencia del parasito a medicamentos antimalaricos.’



El género Plasmodium pertenece al phylum Apicomplexa, este grupo taxonémico
se caracteriza por la compleja disposicion de estructuras apicales conocidas como
roptrias y micronemas, mismas que facilitan la incorporacién del parasito a la
célula blanco.*

Se conocen mas de 100 especies de Plasmodium que infectan a mamiferos, aves
y reptiles. La poblacion humana se puede infectar por cinco especies: P. vivax, P.
malariae, P. ovale, P. falciparumy P, knowlesi.* Se ha reportado a P. falciparum
como la especie mas virulenta, la complicacion mas grave de esta infeccion es la

malaria cerebral.> ©

2. CICLO DE VIDA DEL PARASITO Plasmodium

El parasito se trasmite de persona a persona a través de la picadura de la hembra
del mosquito Anopheles. ElI hombre actia como reservorio y huésped
intermediario para el desarrollo de la fase asexual o esquizogdnica; mientras que
el mosquito es huésped definitivo, en él se lleva a cabo la fase de reproduccién
sexual del parasito (Figura 2).* ’

El ciclo asexual de Plasmodium inicia cuando un mosquito infectado inocula
esporozoitos a una persona sana, viajan por el torrente sanguineo y en 30
minutos, llegan hasta el higado e invaden a los hepatocitos e inicia el ciclo
preeritrocitico; los hepatocitos aumentan de volumen como consecuencia de la
multiplicacion del parasito por reproduccion asexual. *

En el higado, los esporozoitos se diferencian a merozoitos, después de 7 dias se
liberan al torrente sanguineo e inician el ciclo eritrocitico. EI merozoito invade al
glébulo rojo, crece y se redondea, en su interior se forma una vacuola de gran
tamano que desplaza a la periferia a los demas componentes celulares, el parasito
es uninucleado y asemeja un anillo, conocido como trofozoito, el nucleo se divide y
se transforma en esquizonte, que al madurar genera nuevamente merozoitos y se
liberan del eritrocito para invadir nuevamente a otros eritrocitos. Después de varios
ciclos, algunos merozoitos se transforman en gametocitos, se producen

microgametocitos (masculinos) y macrogametocitos (femeninos).*



El proceso continua cuando el mosquito succiona los gametocitos e inicia el ciclo
sexual, en el estbmago. El nucleo del macrogameto se desplaza a la superficie y
forma una proyeccion, en ella penetra un microgameto y de esta forma ocurre la
fertilizacion, lo que origina al cigoto. En un tiempo de aproximadamente de 20
minutos, se emiten proyecciones citoplasmaticas, como resultado se genera un
cuerpo fusiforme que recibe el nombre de oocineto, después de crecer se
introduce en una célula epitelial del estbmago, enseguida secreta una pared fina,
adquiere una forma esférica y se desplaza a la cavidad celémica, esta nueva
estructura recibe el nombre de oocisto. Por ultimo, el nucleo se multiplica

originando miles de esporozoitos.*’
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Figura 2. Ciclo de vida de P. falciparum. Fase asexual en el humano y fase sexual en el
mosquito. Tomado y modificado de Chester, 2003.*



3. SINTOMATOLOGIA

Los pacientes con malaria presentan fiebre, cefalea y vémito, sintomas que se
manifiestan de 10 a 15 dias después de la picadura del mosquito infectado con
Plasmodium.” Los enfermos que no reciben atencién mueren en pocos dias,
principalmente de anemia severa,® ° disminucién de peso o caquexia y fiebre
durante la infeccién,® estos parametros fisioldgicos de la malaria severa se
asocian con concentraciones elevadas de citocinas en suero, entre ellas TNF-a,
INF-y, IL-1p e IL-6."°

En malaria, la muerte es inevitable cuando la mayoria de los eritrocitos estan
parasitados, se ha documentado que la parasitemia en el hospedero se
incrementa de forma exponencial, a medida que avanza la infeccién.” También se

han reportado estados de hipoglucemia, asociados a un incremento de TNF-a."’

4. MALARIA CEREBRAL

En los humanos las complicaciones graves de la malaria a nivel neuroldgico
conducen a malaria cerebral, generalmente se presenta cuando la infeccion es
con P. falciparum y aunque la incidencia es baja, el numero de muertes es alta en
nifios menores a 5 afios de edad.'* '3

La enfermedad progresa rapidamente acompafada de dolor de cabeza, malestar
en general con ataxia, coma y muerte. Los pacientes que sobreviven corren el
riesgo de presentar alteraciones neurolégicas y cognitivas, dificultades de
comportamiento y cuadros de epilepsia.’® '

La muerte por malaria cerebral ocurre por lesiones en regiones sensibles del
cerebro. La gravedad de la enfermedad se presenta en el momento en que los
eritrocitos infectados con el parasito, interaccionan con las células endoteliales de
la microcirculacion, la adhesion a las células vasculares ocasiona obstruccion y
congestionamiento que pueden culminar en un paro respiratorio.”

En los modelos de malaria cerebral murina la patologia se caracteriza por
inflamacion y secuestro de eritrocitos parasitados. En el humano, las autopsias a

infantes muestran evidencias de secuestro en capilares cerebrales y respuesta
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inflamatoria.”™ Al respecto, se ha detectado la expresién de citocinas pro-
inflamatorias, entre ellas, TNF-a en tejido post morten de humanos.' '

Monitorear la patogénesis de malaria cerebral en humanos es dificil, por lo que es
necesario recurrir a modelos experimentales que permitan entender el progreso de
la enfermedad. En los modelos murinos se ha reproducido la infeccion con

parasitos como Plasmodium berghei ANKA.°

5. Plasmodium berghei ANKA

El Plasmodium berghei es una de las 4 especies que infecta a roedores en Africa
Central. La descripcion de la especie se realizd en 1946, los protozoarios se
encontraron en la sangre del mosquito hembra Anopheles dureni. En 1948, el
parasito se detecté en la sangre del roedor Grammomys surdaster, colectado en
Kisanga Katenga.'’

Plasmodium berghei ANKA es un parasito letal, induce la produccién de citocinas
pro y anti-inflamatorias en el hospedero. Sin embargo, las citocinas en exceso
generan complicaciones que conducen a la muerte del hospedero.®

Por lo anterior, este parasito constituye un modelo utilizado ampliamente y bien
caracterizado de malaria cerebral. Los ratones de la cepa C57BI/6, desarrollan
alteraciones neurolégicas (hemi y paraplejia, ataxia y convulsiones), hemorragias
cerebrales y alteraciones en la barrera hematoencefalica,’ lo cual coincide con la
infeccién provocada con P. falciparum.'®* Ademas, de paralisis, coma y muerte a

los 8 dias post-infeccion.™

6. RESPUESTA INMUNE EN MALARIA

La infeccion con Plasmodium activa a células del sistema inmune como a: los
macréfagos, las asesinas naturales o NK, las dendriticas, los linfocitos B y los
linfocitos T, asi como factores humorales como anticuerpos y complemento.'%%!

La respuesta inmune inicia con el incremento de monocitos en la sangre periférica
y acumulacion de macréfagos en el bazo e higado. Los macrofagos ayudan al
control de la infeccion mediante la fagocitosis de los eritrocitos parasitados, por la
secrecion de citocinas como interleucina 12 (IL-12), interleucina 1 (IL-1) y factor de

necrosis tumoral alfa (TNF-a) y por la produccion de metabolitos reactivos del
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oxigeno y oxido nitrico que provocan la muerte del parasito en el interior del
7,21

fagocito (Figura 3).
Los macréfagos activan a las células asesinas naturales (NK), ambos producen
interferon gamma (IFN-y) y TNF-a, los cuales favorecen el establecimiento de la
respuesta inmune celular.” ' Las células dendriticas y los macréfagos activan a
los linfocitos T virgenes, los cuales maduran a células Th1 CD4" y producen
citocinas proinflamatorias IFN-y y TNF-a, que a su vez activan a macrofagos, para

que fagociten eritrocitos parasitados.’

RESPUESTA INMUNE EN MALARIA

Figura. 3 Relaciéon en el estadio sanguineo de la malaria. Posible regulacién de la inmunidad
adaptativa mediada por citocinas producidas por células de la respuesta inmune innata en la fase
sanguinea del paludismo. Las células dendriticas interaccionan con los eritrocitos parasitados via
los receptores CD36 y los receptores tipo Toll (TLR), ademas reciben estimulacién via citocinas
inflamatorias, como el interferén-y (IFN-y), las células dendriticas (DCs) maduran y migran al bazo,
el sitio primario de la respuesta inmune contra Plasmodium en el estadio sanguineo. La
maduracién de las DCs incrementa la expresion de moléculas MHC de clase Il, CD40, CD80,
CD86, moléculas de adhesion y la sintesis de interleucina-12 (IL-12) que activa a las células
asesinas naturales (NK) para producir IFN-y e induce la diferenciacion de células Th1. La
produccion de IFN-y, por las células NK resulta en la maduracién de las DC lo que facilita la
expansion clonal de las células T CD4+ especificas de antigeno que producen IL-2 que activa mas
células NK para producir IFN-y, lo que induce la maduracién de las DC activa a los macréfagos y
amplifica ain mas la respuesta inmune adaptativa. La IL-10 y el factor de crecimiento
transformante-B (TGF-B) regulan negativamente las respuestas innatas y las adaptativas. Tomado
y modificado de Stevenson, 2004.°
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Las células T tipo Th1 producen IL-2 para activar a mas células NK en la
produccion de IFN-y, lo que a su vez induce la maduracion de las células
dendriticas (DCs) para activar a los macrofagos, de esta forma se amplifica la
respuesta inmune adaptativa. En el proceso, la interleucina IL-10 y el factor de
crecimiento transformante  (TGF-p) regulan negativamente la respuesta innata y
la adaptativa.’

La produccion de IFN-y por las células NK facilita la expansion clonal de los
linfocitos T virgenes a células Th1 y a través de sus receptores TCR se unen al
receptor MHC, presente en los linfocitos B, quienes elaboran anticuerpos IgG,’

que reconocen a los antigenos del parasito.??

7. CITOCINAS

Las citocinas son polipéptidos o glucoproteinas que varian en peso, de 8 a 30
kDa, las sintetizan diversos tipos de células, entre ellas las del sistema
inmunoldgico. EI mecanismo de accién puede ser paracrino, en el que las
citocinas actuan en células vecinas o autécrino si la accion es en la célula
productora.?

La accion de las citocinas es especifica, se lleva a cabo mediante receptores de la
membrana citoplasmatica que inducen sefnales de transduccion, las cuales activan
mecanismos efectores de la respuesta celular. La sefalizacién de las citocinas es
importante en la salud y en la enfermedad; son esenciales durante el desarrollo
prenatal y crecimiento posnatal, especificamente en la estructuracion vy
mantenimiento de tejidos y o&rganos; son indispensables en los procesos
inflamatorios y en la respuesta inmune, asi como en la reparacion de los tejidos.?*
Las citocinas desempefian un papel importante al modular al sistema inmune, a
través de un patrén de secrecidon de dos tipos: Th1, efectivo para eliminar
patdogenos intracelulares y Th2 indispensable para eliminar patégenos

extracelulares.?®
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El estudio de la actividad de las citocinas es complicado, algunos tipos celulares
segregan la misma citocina, en otros casos una unica citocina actua en diversos
tipos celulares, este fendmeno se conoce como pleiotropia. Generalmente, las
citocinas se generan en cascada, es decir, una citocina estimula a la célula blanco

para la sintesis de otras citocinas.?

7.1 FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF-a)

Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) es una proteina soluble de 17 kDa, es
una citocina proinflamatoria producida por células inmunes activadas: macréfagos,
mastocitos y linfocitos T y B. Ademas, puede encontrarse como proteina
transmembranal en macréfagos y linfocitos T activados.?’

En los procesos infecciosos, TNF-a actua en forma benéfica y perjudicial, por un
lado puede promover la respuesta inflamatoria y por lo tanto la resistencia del
huésped, por otra parte el exceso genera toxicidad en el proceso inflamatorio.?®

En el torrente sanguineo, el TNF-a funciona como pirégeno enddgeno, es decir,
provoca fiebre. Ademas, induce el debilitamiento metabdlico o caquexia.®

En malaria cerebral, las moléculas de TNF-o. modulan la expresion de receptores
de superficie celular, entre ellas ICAM | y VCAM |, estas moléculas facilitan la
adhesion de los neutrdfilos, los linfocitos y monocitos para su extravasacién en la
microvasculatura, donde se lleva acabo el secuestro de glébulos rojos
parasitados.®® ®'

El TNF-a es inductor de sintesis de numerosas citocinas proinflamatorias como IL-
1, IL-6, y el propio TNF-a. Como parte de los efectos proinflamatorios modula la
expresion de moléculas MHC clase | en astrocitos y neuronas.** 3

En el sistema nervioso central, el TNF-a se produce en astrocitos, microglia y
neuronas, mantiene la supervivencia y proliferacion de estas células. Por otra
parte, induce apoptosis en las células endoteliales.®* 3

En la mayoria de las células se co-expresan dos receptores para el TNF-a, el
TNFRI, que es una proteina de 55 a 60 kDa, relacionada con efectos cito-tdéxicos y
mediacion de las acciones de TNF-a soluble. El otro receptor TNFR2, de 75 a 80

kDa que tiene relacion con la proliferacion celular.®
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En las infecciones intracelulares, el TNF-a juega un papel central en la respuesta
inmune innata, promueve el reclutamiento de células inflamatorias y la
diferenciacion celular. También desempefia actividades proinflamatorias en etapas
tempranas de la respuesta inflamatoria.®*® Desde hace tiempo se reconoce que
TNF-o promueve la muerte del parasito de la malaria, no obstante, también
contribuye en la gravedad de la enfermedad,® al incrementarse su concentracion
se genera inflamacién.*®

La sobreproducciéon de TNF-a esta relacionada con dafio cerebral en patologias

como malaria cerebral, meningitis bacteriana, esclerosis multiple y Alzheimer. *

7.2 INTERLEUCINA 10 (IL-10)

IL-10 es una citocina producida por monocitos, macrofagos, células Th1, Th2,
células B y queratinocitos. Posee propiedades antiinflamatorias, por lo que es
indispensable para contrarrestar la patologia grave en el proceso de infeccion con
Plamodium. Para tal efecto interfiere en la sintesis de citocinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-1, IL-2 IL-6 y GM-CSF en las células T, en los macrofagos regula
negativamente la sintesis de IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a.*

La IL-10 regula el crecimiento y diferenciacion de varios tipos celulares, entre
ellas: las endoteliales, los queratinocitos, las dendriticas, los linfocitos B, las
células NK, los mastocitos y las células T citotoxicas y cooperadoras. También
regula la expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) clase Il y la sintesis de inmunoglobulinas.*' 42

La IL-10 inhibe a los macrofagos y especificamente la activacion de las células T,
las cuales reducen su expresion en moléculas MHC clase Il y de las moléculas
coestimuladoras B7-1 y B7-2. De esta forma se inhibe la respuesta inespecifica y
la mediada por células.***?

Los efectos reguladores de la IL-10 sobre la respuesta inmunoldgica e inflamatoria
se atribuyen a su capacidad para disminuir la expresiéon de moléculas MHC clase
Il'y a la posibilidad de inhibir la sintesis de citocinas pro inflamatorias en los

monocitos.**
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En malaria, la concentracién elevada de IL-10 inhibe la respuesta inflamatoria,
incrementa la parasitemia, asi como la anemia a consecuencia de la fagocitosis de
eritrocitos infectados y no infectados, lo cual conduce a la muerte.** Por el
contrario, al disminuir la concentracion de esta citocina se incrementa la sintesis

de TNF-a. La IL-10 también reduce la patologia en infecciones con Plasmodium.*®

8. PROLACTINA (PRL) Y RECEPTOR PARA PROLACTINA (RPRL)

La PRL es una hormona de naturaleza proteica, se sintetiza y se secreta en el
cerebro por las células lactétrofas de la adenohipdfisis y otras glandulas, tejidos y
células del organismo: préstata, endotelio, epitelio mamario, piel, neuronas y
células del sistema inmune, entre ellos, timocitos y linfocitos.*® 47 48

La sintesis de PRL en las células lactotrofas se estimula por la hormona tirotropina
(TRH) y se inhibe por el neurotransmisor dopamina y el péptido vasoactivo (VIP),
secretados por el hipotalamo y las células duodenales, respectivamente. La
secrecion de la PRL se inhibe por IFN-y y endotelina 3 y se induce por las
citocinas: IL-1, IL-2 e IL-3.%°

La PRL que se encuentra en la adenohipdfisis y el plasma es de 23 kDa, no
obstante en muchos mamiferos, que incluyen al humano, se han detectado
isoformas como resultado de splicing alternativo de la transcripcién primaria,
actividad proteolitica y modificaciones postraduccionales.*® *®

Las isoformas de PRL, son: la monomérica pequeia, la grande y la macro. La
pequena esta constituida por 199 aminoacidos, tiene un peso molecular de 23 kDa
y es la mas potente; la grande pesa de 40 a 60 kDa; macroprolactina es un
complejo constituido por la PRL monomérica unida al anticuerpo inmunoglobulina
G, su peso total es de 150 kDa. También se han identificado isoformas
glucosiladas de 25 kDa y de 14 a 18 kDa, proteoliticamente modificadas que se
han denominado vasoinhibinas por sus efectos inhibidores de la funcidn
vascular. 46480

En el humano, el gen que codifica para la PRL se encuentra en el cromosoma 6,
con una extension de 10 kb y esta constituido de 5 exones y 4 intrones. La

transcripcion del gen se regula por dos promotores independientes, uno de ellos
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préximo a los 5 000 bp que regula la expresion en el interior de la adenohipdfisis;
el otro promotor, ubicado en la regidn distal, es responsable de la expresion en
otra células y tejidos.*®

El fragmento del ADN que codifica para la PRL humana, presenta 914 nucledtidos,
de ellos, 681 corresponden al marco de lectura para la sintesis de una pre-
hormona de 227 aminoacidos. En este péptido, 28 aminoacidos realizan funciones
de senalizacion, al madurar, se separan por lo que la PRL queda constituida de
199 aminoacidos, con peso molecular de 23 kDa. La PRL que se origina en la
hipofisis de ratones y ratas difiere de la del humano al contener 197 aminoacidos.

En el modelo tridimensional de PRL (Figura. 4), un 50 % de estructuras son en

forma de a-hélice (4 cadenas) y el resto en bucles.*6: 48 1
PROLACTINA
Sito de
union 2
Hélice 1
Hélice 3
Hélice 4
Hélice 2
Sito de
union 1

Figura 4. Estructura de la PRL. Tomado y modificado
de Bole-Feysot, 1998.%"

La PRL interacciona con receptores transmembranales, que son proteinas
codificadas por genes ubicados en el cromosoma 5 y contienen al menos 10

exones. La transcripcidon del RPRL es especifica, el promotor | regula el proceso
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en las gbénadas, el promotor Il en el higado y el promotor Ill es genérico, se
expresa en las génadas y en otros tejidos. >

El RPRL se presenta en varias isoformas como resultado de la regulacion de los
promotores y del splicing alternativo. Presenta variacion en longitud y en la
secuencia de aminoacidos, asi como en la composicion del dominio citoplasmatico
(longitud y secuencia), en las ratas se han descrito tres isoformas del PRLR, la
corta de 192 aminoacidos, la intermedia de 393 aminoacidos y la larga de 591
aminoacidos (Fig. 5).** *° En ratones, se han reportado 4 isoformas, una larga y
tres cortas, iguales en su dominio extracelular y transmembranal, difieren en la

longitud de su dominio intracelular.>

Extracelular

Membrana

Intracelular

Figura. 5 Receptor de la PRL. Tomado y modificado
de Blanco-Favela, 2012. *®

La PRL se ha relacionado con mas de 300 actividades bioldgicas, por lo que las
funciones se han agrupado en categorias: 1) reproduccion, 2) osmoregulacion, 3)
desarrollo y crecimiento, 4) metabolismo de carbohidratos y lipidos, 5)
inmunoregulacion.*® 485154

Las multiples acciones de la PRL dependen de la interaccién con su receptor, se
realiza mediante vias de transduccién de sefial como la JAK2/STATSs, constituida

por una serie de reacciones en cascada.*® >
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La sefal inicia en el momento que la PRL se une a su receptor de la isoforma
larga e induce fosforilacién de tirosina (tyr). Con esta reaccion, se incrementa la
afinidad para que otro RPRL se una en otro sitio a la misma PRL, de esta forma se
genera un dimero de RPRL fosforilado (Figura. 6).4¢ >' %

El dimero RPRL activa a JAK2 mediante la fosforilacion del residuo Tyr, este sitio
sirve de anclaje para unirse a STAT, después de fosforilado se une otra molécula
STAT vy su residuo de Tyr también se fosforila. Este dimero STAT, se disocia de
JAK2 y se transloca al nucleo, en el interior identifica secuencias palindrémicas
TTxxxGAA, presentes en diferentes promotores, denominadas GAS (Secuencias

de activacion de IFN-y).*¢ " %

Figura 6. Interacciéon entre PRL y Receptor de PRL. Tomado y modificado de Goffin,
2005.%°
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Los RPRL son miembros de la superfamilia de receptores de las citocinas, estan
presentes en células del sistema inmune: monocitos, macréfagos, linfocitos T y B,
asesinas naturales (NK), granulocitos y células epiteliales del timo.>" *2

En la respuesta inmune innata y adaptativa, la PRL desempefa un papel
importante, regula la maduracién de linfocitos T CD4 y CD8 a CD4" y CD8",
respectivamente a través de la expresion del receptor para IL-2, tiene efecto
antiapoptético, especificamente en linfocitos T.%7+®

La secreciéon de PRL puede regularse por el sistema inmunoldgico, las citocinas
IL-1, IL-6 y TNF-a son reguladores enddcrinos en la liberacion de esta hormona en
la hipdfisis.>® ®°

Entre otras funciones inmunoldgicas la PRL tiene un efecto antiinflamatorio en el
pulmén, inhibe la expresién de la enzima 6xido nitrico sintasa (iINOS) y la
produccion de NO inducido por citocinas proinflamatorias.®’ La PRL experimenta
protedlisis, los productos generados se conocen como vasoinhibinas, con
actividad proinflamatorio al promover la expresion de iINOS, con una potencia
comparable al de las citocinas.®?

Ademas, la PRL promueve la expresion de moléculas MCH clase Il y de las co-
estimuladoras: CD40, CD80 y CD86. De igual forma promueve la sintesis de
inmunoglobulinas, favorece la produccion de citocinas en las células Th1 y Th2,
regula la produccion de IL-6 e IFN-y, asi como la actividad de IL-2.°% % En
malaria, la PRL interviene en la expresion de NKp46 y NKp30 de las células NK,
moléculas que inducen actividad cito téxica contra una variedad de diana células.®®
La secrecion de PRL en el humano es de 400 pg/dia (186 nmol/dia), el 78 % se
elimina en el higado y el 25% por el rifidn, se calcula que la vida media de
eliminacién en el plasma es proxima a los 50 minutos. Las concentraciones
basales en el sexo femenino y masculino son diferentes, en promedio existen 13
ng/mL y 5 ng/mL, respectivamente.®®

Las concentraciones circulantes, superiores a 23 ng/mL definen el estado de
hiperprolactinemia (HPRL),%” en mujeres se asocia con manifestaciones clinicas
de galactorrea, amenorrea primaria y secundaria, retraso en la menarca,

alteraciones en la menstruacion, especificamente en cantidad y regularidad por
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acortamiento de la fase lutea y anovulacion, aspectos que determinan
infertilidad.®® ®°

En los hombres, la HPRL provoca disminucion en la sintesis de testosterona y
disminucién en el proceso de espermatogénesis, por lo que clinicamente se
presenta disminucion en libido, disfuncidn eréctil e infertilidad. En general, se tiene
HPRL después del coito, en condiciones de incremento de estrés, en el embarazo,
consumo de medicamentos, durante la lactancia, enfermedades del higado vy
rifion, hipotiroidismo, adenomas (40%) en la glandula pituitaria.®® 2

Por otra parte, se ha observado que en varias enfermedades autoinmunes,
particularmente lupus eritematoso, esclerosis multiple, esclerosis sistémica y el
sindrome Sjogren’s, los pacientes presentan HPRL. No obstante, se desconoce el
papel de las diferentes isoformas de PRL en la patogénesis y actividad de estas
enfermedades autoinmunes.?

La PRL desempeiia un papel importante en la respuesta inmune, Blanco-Favela y
colaboradores sugieren la induccion de HPRL para el control de algunas
enfermedades infecciosas.”? Se ha sugerido que la PRL podria asociarse a la
patologia de la malaria porque las mujeres embarazadas infectadas con P.
falciparum desarrollan anemia mas severa y concentraciones altas de PRL.” Sin
embargo, esta asociacién no se ha demostrado experimentalmente. Por lo tanto,
en este trabajo se evalud la participacién de la PRL en la patologia de la malaria.
Para ello, se utilizaron ratones KO para el receptor de PRL que se infectaron con

P. berghei ANKA, que emula la sintomatologia de la infeccion con P. falciparum.

6. RATONES KNOCKOUT PARA EL RECEPTOR DE PRL.

Los ratones se han utilizado como modelo en estudios genéticos y bioquimicos
debido a la similitud de los procesos biolégicos en mamiferos, en especial para
comprender los problemas en el desarrollo de enfermedades en la especie
humana.”’

Los ratones a los que se les han eliminado genes especificos se les denomina

knockout (KO). Este modelo de ratones, ofrece la posibilidad de comprender la
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actividad de la PLR en diversos procesos bioldgicos, entre ellos, la participacion
del receptor para PRL (RPRL) en los mecanismos de sefalizacion, asi como la
participacion en el desarrollo de patologias, como el cancer de mama.>® "2

Los ratones KO para RPRL se caracterizan por una modificacion en el exén 5, se
trata de una delecidon que determina la falta de una cisteina, en la region extra
celular de la proteina, un dominio altamente conservado. La pérdida de este
aminoacido confiere un plegamiento en el dominio de uniéon que restringe la
interaccion con la PRL.%% 7273

El gen que codifica para el RPRL, se modificé desde la célula madre embrionaria
de los roedores, de esta forma se han creado cepas de ratones con esta mutacion
puntual, que no es letal. No obstante se han reportado defectos en la reproduccion
de los animales.”

En roedores hembras KO heterocigotas, se ha registrado un fracaso total en la
lactancia, las hembras homocigotas son estériles y la implantacién del embrién es
nula. Con relacion a los machos KO homocigotos, algunos presentan problemas
de fertilidad.”

lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La PRL es una hormona con propiedades inmunoreguladoras, promueve en las
células, la proliferacion, diferenciacion y sintesis de citocinas. No obstante se
desconoce el papel de la PRL en enfermedades infecciosas y mortales como la
malaria.’

La PRL interacciona con receptores, que activan vias de sefalizacion que regulan
tanto el peso como la temperatura corporal, asi como el metabolismo de la
glucosa. Durante la infeccién con Plasmodium se desencadenan procesos como
caquexia, fiebre e hipoglucemia que conducen a la muerte del individuo, por lo que
consideramos importante analizar el papel de la PRL en la pérdida de peso, en la
regulacion de la temperatura corporal y el metabolismo de la glucosa durante la
infeccion con P. berghei ANKA. Para tal efecto se utilizaron ratones Knockout (KO)

para el receptor de PRL, que se infectaron con P. berghei ANKA. Este modelo
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constituye un sistema que permite examinar in vivo, los efectos mediados por la
via de senalizacion del RPRL. El Plasmodium berghei ANKA es un parasito letal
que induce la produccion de citocinas pro inflamatorias, asi como complicaciones
a nivel neuroldgico, caracteristicos de malaria cerebral que reproducen la infeccidn
con P. falciparum en humanos. Este trabajo permitira determinar el papel de la
PRL en las principales complicaciones de la malaria que incluyen a la malaria

cerebral.

IV. OBJETIVOS
1. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la PRL sobre la patologia y la expresion de las citocinas
TNF-a e IL-10 en un modelo experimental de malaria cerebral.
2. OBJETIVOS PARTICULARES
* Determinar el efecto de la PRL sobre el peso, la temperatura y la
concentracion de glucosa sanguinea, durante la infeccion con P. berghei
ANKA, en ratones knockout para el receptor de la PRL.
« Evaluar el efecto de la PRL sobre la parasitemia durante la infeccion con P.
berghei ANKA, en ratones knockout para el receptor de la PRL.
» Determinar el efecto de la PRL sobre la expresion de ARN mensajero que
codifica para TNF-a el IL-10 en cerebro e hipocampo en ratones knockout

para el receptor de la PRL.

V. HIPOTESIS

Si la PRL interviene negativamente en modular el peso, la temperatura corporal,
asi como el metabolismo de la glucosa en sangre y la parasitemia en malaria,
entonces si inhibimos la interaccion de la PRL con su receptor con el uso de
ratones KO para el receptor de PRL y los infectamos con P. berghei ANKA, los
ratones ganaran peso, disminuiran su temperatura corporal, se dispararan las
concentraciones de glucosa en sangre y desarrollaran menores parasitemias en

relacion a los ratones silvestres que poseen el receptor de PRL. De igual forma, se
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espera un aumento en la expresion de TNF-a e IL-10, en el cerebro e hipocampo

de estos ratones.

VI. MATERIALES Y EQUIPO

1. Material biolégico

Ratones singénicos de la cepa C57BI/6 silvestres y KO para el receptor de PRL,
fueron una donacion de la Dra. Carmen Clapp del Instituto de Neurociencias de la
UNAM, Juriquilla, Querétaro.

Ratones singénicos CBA/Ca. Los ratones pie de cria originales fueron una
donacién del National Institute for Medical Research, Londres, Inglaterra.

Todos los ratones se mantuvieron en el area libre de patdgenos especificos en el
bioterio de la FES Zaragoza, UNAM. Los protocolos y técnicas utilizados en los

ratones estan aprobados por el Comité de ética de la FES Zaragoza, UNAM.

Plasmodium berghei ANKA y Plasmodium chabaudi AS, ambos fueron una
donacion del Dr. William Jarra del National Institute for Medical Research,
Londres, Inglaterra. Los parasitos se almacenaron en crioviales sumergidos en
nitrégeno liquido. Para utilizarse, se descongel6 un criovial e inmediatamente el
contenido se inyectd intraperitonealmente en un ratén, cuando la parasitemia

alcanzo el 20% el parasito se cuantificd para preparar el inéculo.

2. EQUIPO

Balanza electrénica (Ohius Parsippany, Nueva Jersey, EE.UU.).
Camara para electroforesis ®BIORAD

Campana de flujo laminar “VECO

Centrifuga y microcentrifuga ‘Eppendorf

Espectrofotometro para luz UV ‘WPA

Estuche de diseccion
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Film optico Platemax

Microscopio optico (Carl Zeiss LTD, Welwyn Garden City, Reino Unido).

Parafilm

Termociclador Master Cycler ‘Eppendorf

Termociclador “‘Applied Biosystems 7500

Termdmetro infrarrojo (Thermofocus, 01500A / H1N1, Vedano Olona- Varese,
Italia)

Tubos Eppendorf de 0.5 pL, 1.5 mL

Vortex

Pipetas ‘Eppendorf de 2 pL, 10 uL, 50 pL, 100 L, 200 yL y 1000 uL

Puntas estériles -‘Axygen libres de ADNasas y ARNasas para tomar volumenes de
2 uL, 10pL, 50puL, 100uL, 200uL y 1000uL estériles.

VIl. METODOLOGIA
1. DISENO EXPERIMENTAL
 Variables:

Dependientes: Peso, temperatura, concentracion de glucosa en sangre,

parasitemia, concentracion de citocinas TNF-a e IL10 en suero,
concentracion de PRL en suero y expresion de los genes TNF-a e IL-10 en
cerebro e hipocampo de ratones.

Independientes: Sexo, ausencia del receptor para PRL en los ratones de la
cepa C57BI/6 (knockout), infeccidn con P. berghei ANKA.

» Analisis estadistico: Programa Graph Pad Prism 5; prueba de ANOVA de

dos vias para analisis de peso, temperatura corporal, concentracion de
glucosa en sangre, concentracion de citocinas TNF-a e IL-10 y
concentracion de PRL; prueba de ANOVA de una via para andlisis de
expresion de los genes TNF-a e IL-10; Prueba de Tukey con valor

significativo de p<0.05
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Para evaluar el efecto de la PRL sobre la patologia en malaria se utilizaron 8
grupos de ratones machos y hembras de 4 a 6 meses de edad, de los cuales 4
grupos fueron silvestres (WT) y 4 grupos knockout (KO) para el receptor de PRL,
cada grupo constituido de 5 a 10 ratones. En la Tabla 1 se muestra la distribucién
de los grupos y el tratamiento, que consistié en infectar a los ratones con 1x10°
eritrocitos parasitados con P. berghei ANKA. Se utilizaron grupos de ratones sin

infeccion como controles.

Tabla 1. Distribucion de ratones C57BI/6. Grupos WT (silvestres) y KO
(knockout) para el receptor de PRL, sanos e infectados con P.

berghei ANKA.
SEXO GENOTIPO | TRATAMIENTO

WT SIN INFECCION

HEMBRAS WT INFECCION
WT SIN INFECCION

MACHOS WT INFECCION
KO SIN INFECCION

HEMBRAS KO INFECCION
KO SIN INFECCION

MACHOS KO INFECCION

Se utilizaron al menos 5 ratones para estudiar las demas variables: concentracion
de PRL en suero, expresion de los genes TNF-a e IL-10 y concentracion de
citocinas TNF-a e IL-10 en suero.

Los ratones se sacrificaron en el dia 9 post-infeccion, diariamente se registré el
peso, la temperatura y la concentracidon de glucosa, de igual forma la parasitemia

se evalué diariamente a partir del tercer dia post-infeccién.
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2. PROCEDIMIENTO

a) Determinacién de peso. La evaluacion del peso corporal se realizd
diariamente con una balanza electrénica, el peso de los ratones el dia de la
infeccion se consideré el 100% y los resultados se presentan en porcentaje
relativo al 100% para cada ratdén, en cada grupo se graficd la media + SEM de
cada grupo. ™

b) Determinacion de temperatura. A partir del dia 0 y diariamente se registro la
temperatura corporal con un termémetro infrarrojo. El registro se realizé a 5 cm
del abdomen de los ratones. Los datos en las graficas representan el promedio de
cada grupo en el dia indicado + SEM.”

c) Cuantificacion de glucosa en sangre. La concentracién de glucosa se
determin6 con un glucémetro, en la tira reactiva se colocd una gota de sangre,
extraida de la cola de los ratones y se registro el resultado de concentracion
obtenido con el aparato.

d) Parasitemia. Se extrajo una gota de sangre de la cola de los ratones, se
prepararon frotis sanguineos, se permiti6 que secaran para fijar con metanol
absoluto y se tifieron con Giemsa. La parasitemia se evalué en un microscopio
optico, con la lente 100x y aceite de inmersion. Se contaron los eritrocitos
parasitados por campo con relacion a los eritrocitos sanos. Si existian menos de 2
eritrocitos parasitados por campo, se evaluaron 50 campos y si existian mas de
dos eritrocitos parasitados se evaluaron 200 eritrocitos totales. La parasitemia se
document6é como la media geométrica del porcentaje de eritrocitos parasitados +
sD.”

e) Toma de muestras de tejido. El noveno dia post-infeccion los ratones se
sacrificaron, se obtuvo la sangre de corazon para separar el suero y cuantificar las
concentraciones de PRL y de las citocinas TNF-a e IL-10. También se extirparon
el cerebro e hipotdlamo, de ellos se extrajo ARNm y por retrotranscipcién se

obtuvo ADNc para determinar la expresion relativa de los genes TNF-a e IL-10.
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f) Extraccion de ARN

Los tejidos se colocaron en tubos Eppendorf y se maceraron en el ultrasonicador,
a una amplitud de 25 Watts durante 5 segundos, se adicionaron 500 uL de
reactivo TriPure y 100 uL de la mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico 40:1. La
muestras se agitaron durante 15 minutos y se centrifugaron, a 8,000 rpm durante
15 minutos, la fase acuosa se transfirido a un tubo estéril y el ARN se precipité con
250 pL de isopropanol previamente enfriado a -20°C. Se centrifugd nuevamente a
15,000 rpm por 15 minutos a 4°C y se elimind el sobrenadante. Al botén se le
adicionaron 500 pL de etanol frio al 80 % en agua dietilpirocarbonado (DEPC), se
centrifugd nuevamente a 15,000 rpm durante 15 minutos y se elimind el
sobrenadante. El botén se secd a temperatura ambiente y se re-suspendié en 80
ML de agua estéril. Una alicuota se diluyd 1:200 en agua destilada estéril se
cuantificd y por espectrofotometria a 260 nm, para calcular la concentracion de

RNA se utilizé la siguiente férmula:

[ARN]

[ARN]

d) Retrotranscripcion

Se utilizaron 1.5 yg de ARN, se adicionaron 1.0 pL de oligo dT a una
concentracion 10 pM y se incub6 por 10 minutos a 60°C, inmediatamente se
colocé en hielo y se centrifugd durante 10 segundos, se adicionaron 10 uL de una
mezcla de reaccion que contenia: 4 uL de amortiguador First Strand, 2 pL de dTT
1.5 M, 200 U de la enzima MMLV-RT, 40 U del inhibidor de ARNasa y 0.5 mM de
cada dNTP. La mezcla se colocé en el termociclador y se incubd a 37 °C durante
una hora y a 95°C por 5 minutos. Finalmente se agregaron 80 uL de agua tratada
con dietilpirocarbonado DEPC para obtener la concentracion de 15 pg/uL de
ADNCc.
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3. CONTROLES POSITIVOS PARA CITOCINAS

a) Se infectaron 3 ratones de la cepa CBA/Ca con 5x10” eritrocitos parasitados
con P. chabaudi AS. Los ratones se sacrificaron los 7 dias post infeccién para
obtener el bazo. Se extrajo el ARN, se cuantificd y se retrotranscribié de la forma
descrita anteriormente. A partir del ADN complementario obtenido en la
retrotranscripcion, se utilizaron 15 pg para amplificar en punto final los genes de §-
actina, TNF-a e IL-10. La mezcla de reaccién para cada gene contenia: cloruro de
magnesio 2 mM, oligonucleotidos para cada citocina a una concentraciéon de 100
nM de y 0.025 U de Taq Polimerasa, posteriormente se colocé en el termociclador

con el siguiente programa:

1. 50°C durante 2 min.

2. 95°C durante 2 min.

3. 95°C durante 30 seg.

4. 65 °C 45 seq.

5. 72°C durante 45 seg

6. Repetir 3-5 durante 40 ciclos

f) Electroforesis. El producto de PCR se colocd en un gel de acrilamida al 5%, el
cual contenia 2.745 mL de agua destilada, 1.67 mL de acrilamida bis acrilamida,
1.67 de TBE 10 X, 80 puL de persulfato de amonio al 10 %, 6 uL de TEMED. EI
producto se corri6 a 170 volts en una camara de electroforesis, durante 40

minutos. El gel se tifid con bromuro de etidio y se revisé en un analizador de geles.

4. TECNICA DE PCR EN TIEMPO REAL PARA LOS GENES DE B-ACTINA,
TNF-a E IL-10.

Se prepararon diluciones seriadas de ADNc (15 ng, 3 ng, 0.6 ng y 0.12 ng)
correspondientes a los controles positivos de (3-actina, TNF-a. e IL-10 con el fin de
calcular la eficiencia de la reaccion.

Los controles positivos y los genes de B-Actina, TNF-a e IL-10 de las muestras en

estudio, se amplificaron en una mezcla que contenia 0.03 U de Taq polimerasa,
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ROX 1X, los oligos correspondientes a una concentracion de 200 nM y 6 mM de
MgCl, para la amplificacién de los genes de B-actina e IL-10. Para el gen de TNF-
o se utilizdé una concentracion de 3 mM de MgCl,. Para IL-10 se utilizé la sonda
Tagman a una concentracion de 0.1 puM.

La amplificacion de cada gen se realizé en el termociclador Applied Biosystems
7500 para PCR en tiempo real, con el siguiente programa: temperaturas de
desnaturalizacién de 95°C por 2 minutos, de extension de 72°C por 45 segundos y
de alineamiento de 60°C por 45 segundos para los genes de B-Actina e IL 10, en
tanto que para TNF-a fue de 65°C.

El analisis de la expresion relativa de los genes TNF-a. e IL-1 se realizé6 con

respecto al gen B-Actina, con la siguiente ecuacion:

La eficiencia se calculé con la siguiente férmula: E=10"""

Donde mes la pendiente de la curva

4. TECNICA DE CUANTIFICACION DE CITOCINAS Th1, Th2, Th17 POR
CITOMETRIA DE FLUJO

Para el analisis de la concentracidon de citocinas se utilizé la técnica de citometria
de flujo. Se cuantificaron las proteinas TNF-a e IL-10 en el suero de los ratones,
de acuerdo a las especificaciones del método comercial de Becton & Dickinson
Th1/Th2/Th17.”® El estuche contiene 7 diferentes tipos de perlas recubiertas con
anticuerpos de captura especificos para citocinas, incluye TNF-a e IL 10, las
muestras se analizaron en el citdmetro de flujo.

Las perlas de captura reaccionan con estandares recombinantes de las citocinas o
con las muestras problema de suero, después se incuban con los anticuerpos anti-

interleucina conjugados a ficoeritrina (PE), se forman complejos tipo sandwich. La
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intensidad de fluorescencia emitida por la PE de cada complejo permite detectar la
concentracion de las citocinas, al comparar con la emitida por las curvas estandar.
Los resultados se analizaron con el software del equipo.

Se reconstituyo el vial de los estandares liofilizados con 2 mL del diluyente de
ensayo. Se etiquetaron tubos Eppendorf de 1.5 mL para realizar diluciones
seriadas de los estandares como sigue: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
1:256, 1:512, 1:1024 y 1:2048 respectivamente, a cada uno se le adicionaron 100
ML del diluyente. Se transfirieron 100 pL del estandar sin diluir al tubo etiquetado
como 1:2 y se mezcld, de este tubo se transfirieron 100 pL al tubo 1:4 y asi
sucesivamente.

Las perlas se agitaron por 10 segundos en vortex y se adicionaron 3.4 uL de cada
citocina a cada uno de los tubos de muestras, en seguida se adicionaron 25 pL de
los estandares y en otros tubos 25 pL de cada muestra de suero desconocida.
Posteriormente, se adicionaron 17 L del reactivo de deteccion Th1/ Th2/Th17 PE
y se incubaron por dos horas a temperatura ambiente, protegido de la luz.

A cada tubo se agregaron 0.4 mL de solucion de lavado y se elimind el
sobrenadante por centrifugacién a 200 rpm por 5 minutos. Después de eliminar el
sobrenadante, se adicionaron 100 pL de solucion de FACS para re-suspender el

botdn. El analisis de las muestras se realizo en el citometro de flujo Aria Il BD.

5. TECNICA DE ELISA PARA CUANTIFICACION DE PRL EN SUERO.

La cuantificacion de la PRL en suero de los ratones se realizd con la técnica de
ELISA, recomendada en ratones C57BI/6 por Guillou, 2015.”® El procedimiento
consistié en incubar a 4 °C y durante la noche el anticuerpo antiprolactina, diluido
1.1000 con PBS. Al dia siguiente, la solucion se decanté y lavé con PBS,
posteriormente se adicionaron 200 pL de leche descremada como solucion
bloqueadora, se incub6 por dos horas, se decanto y lavé con PBS. Se adicionaron
50 pL las muestras de suero de los ratones y el estandar (por duplicado), se
incub6 a temperatura ambiente por dos horas, se decanté y lavé con PBS. Se

incorporaron 50 pL del anticuerpo de conejo anti PRL ratén, se incubd a
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temperatura ambiente por dos horas, se decanto y lavé con PBS. Se adicionaron
50 pl del segundo anticuerpo anti conejo conjugado con la enzima peroxidasa de
rabano (diluido con la solucion de bloqueo al 50 % y 50 % con PBS), a
temperatura ambiente se incubd por 90 minutos. Se adiciond O-fenilenoliamina
como sustrato de la enzima y se incubé por 30 minutos protegido de la luz.
Finalmente se adicionaron 50 puL de HCI 3 M como solucion de paro, las muestras

se analizaron en el espectrofotdmetro a una densidad éptica de 490 nm.

VIIl. RESULTADOS
1. CUANTIFICACION DE PRL

Para confirmar la HPRL en los ratones KO cuantificamos la concentracion de PRL
en el suero de todos los grupos. En la Tabla 2 se muestra el promedio de la

concentracion se PRL en el dia 8 post-infeccion.

Tabla 2. Concentraciéon promedio de PRL en los diferentes
grupos de ratones WT y KO
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Se detectd que la concentracion de PRL en las hembras y machos WT y KO no se
modificé cuando los ratones se infectaron con P. berghei ANKA (Figura 9).
Confirmamos HPRL en los ratones hembras y machos KO sin infeccion, las
concentraciones de PRL en el suero, incrementaron significativamente con
relacion a los ratones WT hembras y machos sanos (Figura 9).

Respecto al sexo, se detectd que las hembras KO con o sin infeccién presentaron

mayor concentracion de PRL que los machos KO en la misma condicién (Figura
9).

Figura 9. Concentracion de PRL en el suero de hembras y machos infectados con P.
berghei ANKA. Grupos de ratones machos y hembras KO para el receptor de PRL y WT
(silvestres) se infectaron con P. berghei ANKA. En el dia 8 post infeccion los ratones se
sacrificaron, se les extrajo suero y se cuantificd la concentracion de PRL con la técnica de ELISA.
Cada punto representa el valor promedio de 5 ratones analizados por duplicado y la desviacién
estandar. Se utilizé la prueba estadistica ANOVA de una via con prueba Posthoc de Tukey con un
valor significativo de p<0.05. Las barras sobre el histograma representan diferencias estadisticas
entre los grupos.
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2. EFECTO DE LA PRL SOBRE EL PESO DE RATONES INFECTADOS CON P.
berghei ANKA.

Para determinar si la PRL regula el peso corporal en malaria, se pesaron los
ratones de los grupos todos los grupos. El peso en el dia cero de la infeccion se
consider6 como 100% para cada ratén. Durante la infeccidn los ratones se
pesaron diariamente.

No se detectd diferencia estadisticamente significativa entre el peso corporal de
las hembras WT y las hembras KO con o sin infeccion hasta el dia 4 post-infeccion
(Figura 10). Sin embargo, en ambos genotipos infectados disminuyé el peso a

partir del dia 5 en los KO y del dia 6 post-infeccion en los WT (Figura 10).

Figura 10. Efecto de la PRL sobre el cambio en el peso corporal en las hembras. Grupos de
ratones hembras KO para el receptor de PRL y WT (silvestres) se infectaron con P. berghei ANKA.
Diariamente se registré el peso corporal a partir del dia de la infeccién (0). También se analiz6 el
cambio de peso en ratones hembras KO y WT sin infeccidon, como controles. Cada punto
representa el valor promedio de 5 ratones y la desviacion estandar. Se utilizd la prueba estadistica
ANOVA de dos vias con prueba de Posthoc de Bonferroni con un valor significativo de p<0.05.
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En los ratones machos WT, el peso no se modificd con la infeccidn hasta el dia 6
post-infeccion, a diferencia de los KO infectados, que incrementaron
significativamente el peso corporal al siguiente dia de la infeccion. Sin embargo,
en ambos grupos el peso comenzd a disminuir progresivamente a partir del dia 5

post-infeccion y hasta el dia del sacrificio (Figura 11).

Figura 11. Efecto de la PRL sobre el cambio en el peso corporal en los machos. Grupos de
ratones machos KO para el receptor de PRL y WT (silvestres) se infectaron con P. berghei ANKA.
Diariamente, se registré el peso corporal a partir del dia de la infeccién (0). También se analizé el
cambio de peso en ratones machos KO y WT sin infeccion que se utilizaron como controles. Cada
punto representa el valor promedio de 5 ratones y la desviacion estandar. Se utilizé la prueba
estadistica ANOVA de dos vias con prueba de Posthoc de Bonferroni con un valor significativo de
p<0.05. *Representa la diferencia estadisticamente significativa con relacion al grupo control.

Para analizar si la PRL afecta de forma diferencial el cambio de peso corporal
entre hembras y machos durante la infeccién, se realiz6 la comparacion entre los
sexos. Los ratones machos KO incrementaron significativamente su peso en

relacion a las hembras KO (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la PRL sobre el cambio en el peso corporal en los machos. Grupos de
ratones machos KO para el receptor de PRL y WT (silvestres) se infectaron con P. berghei ANKA.
Diariamente, se registro el peso corporal a partir del dia de la infecciéon (0). También se analizé el
cambio de peso en ratones machos KO y WT sin infeccion que se utilizaron como controles. Cada
punto representa el valor promedio de 5 ratones y la desviacion estandar. Se utilizé la prueba
estadistica ANOVA de dos vias con prueba de Posthoc de Bonferroni con un valor significativo de
p<0.05. *Representa la diferencia estadisticamente significativa con relacion al grupo control.

3. EFECTO DE LA PRL SOBRE LA TEMPERATURA DE RATONES
INFECTADOS CON P. berghei ANKA.

Para determinar si la PRL interviene en la regulacion de la temperatura en malaria,
se evalud este parametro diariamente. En las hembras WT infectadas se detecto
menor temperatura que en las hembras WT sanas, con diferencia significativa solo
en los dias 5 y 6 post-infeccion. Mientras que en las hembras KO la temperatura
corporal no se modificd con la infeccién. (Fig.13).

Las hembras que carecen del receptor funcional de PRL no infectadas
presentaron menor temperatura que las hembras WT sanas, con diferencia

significativa los dias 7 y 8 post-infeccion (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de la PRL sobre el cambio en la temperatura en las hembras. Grupos de
ratones hembras KO para el receptor de PRL y WT (silvestres) se infectaron con P. berghei ANKA.
Diariamente, se registré la temperatura corporal a partir del dia de la infeccién (0). También se
analizo la temperatura en ratones hembras KO y WT sin infeccidén que se utilizaron como controles.
Cada punto representa el valor promedio de 5 ratones y la desviacion estandar. Se utilizé la prueba
estadistica ANOVA de dos vias con prueba de Posthoc de Bonferroni con un valor significativo de
p<0.05. *Representa la diferencia estadisticamente significativa con relacion al grupo control.

En los machos, no se registraron diferencias significativas en la temperatura
corporal, entre los distintos grupos, a excepcién del dia 5 post-infeccion en el que
los KO sin infeccion presentaron significativamente menor temperatura que los WT
sanos. También se registrd, que el dia del sacrificio los ratones machos WT
presentaron significativamente menor temperatura con la infeccién. Es importante
sefalar que en los grupos de ratones machos WT y KO infectados, se registraron

descensos importantes de temperatura el dia del sacrificio (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la PRL sobre el cambio en la temperatura en ratones machos infectados
con P. berghei ANKA. Grupos de ratones machos KO para el receptor de PRL y WT (silvestres)
se infectaron con P. berghei ANKA. Diariamente, se registro la temperatura corporal a partir del dia
de la infeccién (0). También se analiz6 la temperatura en ratones machos KO y WT sin infeccién
que se utilizaron como controles. Cada punto representa el valor promedio de 5 ratones y la
desviacion estandar. Se utilizé la prueba estadistica ANOVA de dos vias con prueba de Posthoc de
Bonferroni con un valor significativo de p<0.05. *Representa la diferencia estadisticamente
significativa con relacion al grupo control.

Se compard si existia una respuesta distinta, por efecto de la infecciéon entre
machos y hembras. Detectamos que la temperatura corporal fue similar en ambos
sexos, tanto en WT como en KO. No obstante, el dia del sacrifico, los machos
infectados WT y KO, presentaron descenso de temperatura mas acentuados que
las hembras infectadas, con diferencia significativa de menor temperatura en los

machos WT que las hembras con el mismo genotipo (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de la PRL sobre el cambio en la temperatura entre hembras y machos
infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones machos y hembras KO para el receptor de
PRL y WT (silvestres) de ambos sexos se infectaron con P. berghei ANKA. Diariamente, se registrd
la temperatura corporal a partir del dia de la infeccion (0). También se analizé la temperatura en
ratones machos KO y WT sin infeccidn que se utilizaron como controles. Cada punto representa el
valor promedio de 5 ratones y la desviacion estandar. Se utilizé la prueba estadistica ANOVA de
dos vias con prueba de Posthoc de Bonferroni con un valor significativo de p<0.05. *Representa la
diferencia estadisticamente significativa con relacién al grupo control.

4. EFECTO DE LA PRL SOBRE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA EN
RATONES INFECTADOS CON P. berghei ANKA.

En malaria se presenta hipoglucemia y la PRL estad relacionada con en el

3 razén por la que evaluamos el papel de esta

metabolismo de la glucosa
hormona durante la infeccion.
No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion
de glucosa sanguinea entre las hembras WT y KO sanas y las WT y KO
infectadas. Sin embargo, la glucemia comenzé a disminuir en los grupos

infectados a partir del dia 6 post-infeccion y hasta el dia del sacrificio (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la PRL sobre la concentracion de glucosa en hembras WT y KO
infectadas con P. berghei ANKA. Grupos de hembras KO para el receptor de PRL y WT
(silvestres) se infectaron con P. berghei ANKA. Diariamente, se registrd la concentracion de
glucosa a partir del dia de la infeccién (dia 0). También se analizé la concentracién de glucosa en
ratones machos KO y WT sin infeccidon. Cada punto representa el valor promedio de 5 ratones y la
desviacion estandar. Se utilizé la prueba estadistica ANOVA de dos vias con prueba de Posthoc de
Bonferroni con un valor significativo de p<0.05.

También se estudié si la PRL modificaba la concentracién de glucosa en los
machos infectados con P. berghei ANKA. Al igual que en hembras, no detectamos
diferencia significativa, entre la glucemia de ratones machos WT y KO, con o sin
infeccion. No obstante, se registré lo mismo que en las hembras, disminucién en la
concentracion de la glucosa en los machos infectados WT y KO, a partir del dia 7
post-infeccion y hasta el dia del sacrificio, dia (8) en que la diferencia resulté

significativa con relacion a los grupos no infectados (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de la PRL sobre la concentracion de glucosa en machos WT y KO
infectados con P. berghei ANKA. Grupos de machos KO para el receptor de PRL y WT
(silvestres) se infectaron con P. berghei ANKA. Diariamente, se registrd la concentracion de
glucosa a partir del dia de la infeccion (cero). También se analiz6 la concentracion de glucosa en
ratones machos KO y WT sin infeccion. Cada punto representa el valor promedio de 5 ratones y la
desviacion estandar. Se utilizé la prueba estadistica ANOVA de dos vias con prueba de Posthoc de
Bonferroni con un valor significativo de p<0.05. *Representa la diferencia estadisticamente
significativa con relacion al grupo control.

Con relacion al sexo y la infeccidon, no detectamos diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de glucosa entre machos y hembras WT y KO.
Aunque es evidente la disminucion de la glucemia desde el dia 5 post-infeccion y
hasta el dia del sacrificio, en el que los machos WT presentaron glucemia mas
baja (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de la PRL sobre el cambio en la concentracion de glucosa entre hembras y
machos infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones machos y hembras KO para el
receptor de PRL y WT (silvestres) de ambos sexos se infectaron con P. berghei ANKA.
Diariamente, se registré la concentracion de glucosa a partir del dia de la infeccién (dia 0).
También se analizé concentracion de glucosa en la sangre de ratones machos KO y WT sin
infeccion que se utilizaron como controles. Cada punto representa el valor promedio de 5 ratones y
la desviacion estandar. Se utilizo la prueba estadistica ANOVA de dos vias con prueba de Posthoc
de Bonferroni con un valor significativo de p<0.05.

5. EFECTO DE LA PRL SOBRE LA PARASITEMIA EN RATONES
INFECTADOS CON P. berghei ANKA.

Evaluamos si la PRL afecta la eliminacion del Plasmodium. Los ratones machos y
hembras KO desarrollaron parasitemias significativamente menores que los
ratones WT. La parasitemia en las hembras inicié el dia 7 post-infeccion mientras
que en los machos el dia 5 post infeccion. Ademas los machos WT y KO
desarrollaron parasitemias significativamente mas altas que las hembras del

mismo genotipo correspondiente (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de la PRL sobre la parasitemia de ratones machos y hembras infectados
con P. berghei ANKA. Grupos de ratones hembras silvestres (WT) y knockout para el receptor de
PRL (KO), se infectaron con P. berghei ANKA. A) Parasitemia en las hembras, B) parasitemia en
los machos. A partir del dia 3 post-infeccién se determind la parasitemia diariamente. Cada punto
representa la media geométrica de al menos 5 ratones y el SEM. El *indica diferencias
estadisticamente significativas con la prueba de signo.

6. EXPRESION DE GENES

6.1 CONTROLES POSITIVOS

Los controles positivos de las citocinas se obtuvieron de ratones CBA/Ca
infectados con P. chabaudi AS y sacrificados a los 8 dias post-infeccién. Del bazo
se obtuvo el ARNm, se cuantifico y se retrotranscribi6 como se indica en los

meétodos. Las moléculas de ADNc de los genes p-Actina, TNF-a e IL-10 se
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amplificaron por PCR en punto final, los productos se analizaron en geles de

acrilamida al 5 % con la técnica de electroforesis (Figura 20

Amplificacion de genes
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Figura 20. Controles positivo para los gen B-Actina, TNF-a e IL-10. Se infectaron
3 ratones CBA/Ca con 5 X 10* eritrocitos parasitados con P. chabaudi AS,sacrificados
a los 8 dias post-infeccion para extraer del bazo el ARN, retrotranscribirlo y amplificar
el ADNc.

6.2 VALIDACION DE LA TECNICA DE PCR EN TIEMPO REAL

Para cada citocina fue indispensable validar la técnica de PCR en Tempo real, se
tuvo la seguridad de que los genes amplificados correspondieran a -Actina, TNF-
o e IL-10. También se tuvo la certeza de que el ADNc de los controles positivos
presentaran eficiencias adecuadas y semejantes, para ello se prepararon
diluciones seriadas y se amplificaron en condiciones Optimas, descritas en la

metodologia (Figura 21)
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Figura 21. Curva de amplificacion de IL-10. Amplificacion de diluciones seriadas
con factor 1:5 del ADNc del control positivo para IL-10. Se grafica en el eje de
las abscisas el numero de ciclos contra la fluorescencia.

Con las diluciones seriadas se obtuvo la curva estandar de cada uno de los genes

amplificados y se calculé la eficiencia (Figura 22)

Curva estandar para IL-10

Loa de la

Figura 22. Grafica de la curva estandar de IL-10. En el eje de las abscisas
se grafica el logaritmo base 10 de la concentracién de ADNc
contra el Ct de la dilucion.

45



La validacion se cumple si el valor de la pendiente es de -3.32 £ 10 % y la
Eficiencia es el 100 % = 10 %. En nuestros resultados, las eficiencias de

amplificacion se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Eficiencias de amplificacion de los genes f3-Actina, TNF-a
e IL-10. El ADNc de los controles positivos diluido en series de 1:5,
amplificacion por PCR Tiempo real en el equipo Applied Biosystems
7500. Pendiente calculada por el software V 2.0.5 y la eficiencia
calculada con la ecuacion E= (107"Pe"¥eMe)x 100

GEN PENDIENTE | EFICIENCIA (%)
B-Actina -3.371 97.99
TNF-a -3.353 107.55

IL-10 -3.499 93.10

6.3 EFECTO DE LA PRL SOBRE LA EXPRESION RELATIVA DEL GEN TNFa.

El TNF-a participa en los procesos inflamatorios en el cerebro durante la infeccidn
con P. berghei ANKA, ademas la complicacion mas grave de esta enfermedad es
la malaria cerebral y como los genes de las citocinas se regulan hormonalmente,
analizamos si la PRL regula la expresion de este gen en cerebro e hipocampo de

los ratones infectados con P. berghei ANKA.

6.3.1 Efecto de la PRL sobre la expresién de TNF-a en el cerebro de ratones
infectados con P. berghei ANKA.

Detectamos que la expresién relativa del gen TNF-a, en el cerebro de hembras
WT y KO disminuy6 significativamente cuando los grupos de ratones se infectaron
con P. berghei ANKA. Por el contrario, en los machos WT y KO infectados no se
detectaron modificaciones significativas en la expresiéon de este gen en el cerebro
(Figura 23).
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Figura 23. Efecto de la PRL sobre la expresion de TNF-a en el cerebro de hembras y machos
infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones machos y hembras KO para el receptor de
PRL y WT (silvestres) de ambos sexos se infectaron con P. berghei ANKA. En el dia 8 post
infeccion los ratones se sacrificaron y se les extrajo RNA de cerebro que se retrotranscribio y el
gene de TNF-a se amplificod por PCR en tiempo real. Cada punto representa el valor promedio de 5
ratones analizados por duplicado y la desviacion estandar. Se utilizé la prueba estadistica ANOVA
de una via con prueba de Tukey con un valor significativo de p<0.05. Las barras sobre el
histograma representan diferencias estadisticas entre los grupos.

6.3.2 Efecto de la PRL sobre la expresion de TNF-a en el hipocampo de
ratones infectados con P. berghei ANKA.

El incremento en TNF-a se asocia con malaria cerebral® y se desconoce si la PRL
regula este gen en el cerebro, particularmente en el hipocampo. Por lo anterior,
determinamos la expresion de TNF-a en el hipocampo de ratones WT y KO
infectados con P. berghei ANKA.

En el hipocampo de hembras WT y KO, la expresion relativa del gen TNF-a

disminuy® significativamente en los ratones infectados, o mismo se registré en los
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machos KO infectados. En cambio, en los machos WT, la expresion de este gen
no se modificod con la infeccion (Figura 24).

No se encontré diferencia en la expresion de TNF-a en machos y en hembras WT.
Por el contrario, en los machos KO, la expresion de este gen se incremento

significativamente en comparacién con las hembras KO (Figura 24).

TNF —a HIPOCAMPO

Expresion Relativa
TNF-a/p-Actina

Figura 24. Efecto de la PRL sobre la expresion de TNF-a en el hipocampo de hembras y
machos infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones machos y hembras KO para el
receptor de PRL y WT (silvestres) se infectaron con P. berghei ANKA. En el dia 8 post infeccion los
ratones se sacrificaron y se les extrajo RNA de hipocampo que se retrotranscribié y el gene de
TNF-a se amplificé por PCR en tiempo real. Cada punto representa el valor promedio de 5 ratones
analizados por duplicado y la desviacion estandar. Se utilizé la prueba estadistica ANOVA de una
via con prueba de Posthoc de Tukey con un valor significativo de p<0.05. Las barras sobre el
histograma representan diferencias estadisticas entre los grupos.

Al comparar la expresion de TNF-a entre los sexos detectamos que la expresion
de TNF-a fue significativamente menor en las hembras infectadas que en los

machos ya sean WT o KO infectados (Figura 24).
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6.4 EFECTO DE LA PRL SOBRE LA EXPRESION DE IL-10 EN EL CEREBRO
DE RATONES INFECTADOS CON P. berghei ANKA.

La IL-10 regula negativamente la sintesis de TNF-a,* por lo que decidimos
analizar si la PRL modula la expresién de IL-10 en el cerebro y en el hipocampo
de ratones WT y KO infectados con P. berghei ANKA.

Después de calibrar la técnica de PCR en tiempo real para la amplificacién de IL-
10, se analizé la expresion de IL-10 en cerebro e hipocampo de los ratones WT y
KO infectados con P. berghei ANKA.

La eficiencia de la reaccién fue cercana al 100% y la amplificacion de los controles
positivos indicaron que la técnica permitia determinar de forma adecuada, la
expresion de IL-10. Sin embargo, no detectamos amplificacion de este gen en las
muestras de cerebro e hipocampo correspondientes a este experimento,
probablemente porque la expresion de este gen se encontraba abajo del nivel de

deteccioén de la técnica.

7. EFECTO DE LA PRL SOBRE LA CONCENTRACION DE TNF-o. EN EL
SUERO DE RATONES INFECTADOS CON P. berghei ANKA POR
CITOMETRIA DE FLUJO.

En la malaria se incrementa el TNF-a, para determinar si la PRL modula la
concentracion sérica de TNF-a, cuantificamos su concentracion todos los ratones.
Detectamos que la concentracion de TNF-a el suero de las hembras WT y KO
disminuy6 significativamente al infectarlos con P. berghei ANKA, mientras que en
los machos WT y KO no se registraron modificaciones, en la concentracion de
esta citocina, cuando los grupos de ratones, en ambos genotipos, se infectaron
(Figura 25).
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Figura 25. Efecto de la PRL sobre la concentracion de TNF-a en el suero de hembras y
machos infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones machos y hembras KO para el
receptor de PRL y WT (silvestres) se infectaron con P. berghei ANKA. En el dia 8 post infeccion los
ratones se sacrificaron y se les extrajo suero y se cuantificé la concentracion de TNF-a por
citometria de flujo. Cada punto representa el valor promedio de 5 ratones analizados por duplicado
y la desviacién estandar. Se utilizé la prueba estadistica ANOVA de una via con prueba de Posthoc
de Tukey con un valor significativo de p<0.05. Las barras sobre el histograma representan
diferencias estadisticas entre los grupos.

9. EFECTO DE LA PRL SOBRE LA CONCENTRACION DE IL-10 EN EL SUERO
DE RATONES INFECTADOS CON P. berghei ANKA POR CITOMETRIA DE
FLUJO.

La concentracion de esta citocina no se modificd, en las hembras sanas e
infectadas con el genotipo WT o KO. Por el contrario, en los machos WT y KO se
detecté que la concentracién de IL-10 disminuyd significativamente cuando se
infectaron. También se registré que los machos WT sanos producen mayor

cantidad de IL-10 que los ratones KO no infectados (Figura 26).
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pg/mL

Figura 26. Efecto de la PRL sobre la concentracion de IL-10 en el suero de hembras y
machos infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones machos y hembras KO para el
receptor de PRL y WT (silvestres) se infectaron con P. berghei ANKA. En el dia 8 post infeccién los
ratones se sacrificaron y se les extrajo suero y se cuantificé la concentraciéon de IL-10 por
citometria de flujo. Cada punto representa el valor promedio de 5 ratones analizados por duplicado
y la desviacién estandar. Se utilizé la prueba estadistica ANOVA de una via con prueba de Posthoc
de Tukey con un valor significativo de p<0.05. Las barras sobre el histograma representan
diferencias estadisticas entre los grupos.

IX. DISCUSION

Se ha documentado que los ratones KO con deficiencias en el receptor de PRL
desarrollan HPRL.”” Nuestros resultados confirman este hallazgo, las hembras y
machos KO presentaron en el suero, mayor cantidad de esta hormona con
relacion al genotipo silvestre. Este resultado sugiere que posiblemente la
concentracion elevada de PRL sea una consecuencia de la falta de interaccion de
la hormona con su receptor, lo que se traduce en una mayor sintesis de PRL para
tratar de compensar la deficiencia en la interaccion. Lo anterior es posible debido a
que la PRL ejerce una retroalimentacion negativa sobre su propia secrecién
hipofisiaria, mediada a través del aumento en la produccién de dopamina

hipotalamica.’®
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Resulta interesante que tanto las hembras y machos KO sobrevivan a las
concentraciones altas de PRL, por lo que es recomendable realizar estudios que
ayuden a explicar este comportamiento.

Las hembras KO presentaron mayor concentracion de PRL que los machos, la
diferencia sugiere que la inhibicion de la PRL de su propia sintesis es mayor en
hembras que en machos, probablemente para contrarrestar la accion estimuladora
de la secrecién de la PRL por parte de los estrégenos.”® Por lo anterior, es
probable que las hormonas sexuales modulen la sintesis de PRL.

En este trabajo, las concentraciones de PRL no se modificaron en los ratones
silvestres y KO al infectarse con Plasmodium berghei ANKA.

Relativo al peso corporal, se ha descrito que en la malaria, la caquexia es un
marcador de la severidad de la enfermedad que se acompafia de anemia y
pérdida de peso.® ® % Los ratones hembras y machos IRC infectados con P.
berghei ANKA, disminuyen el peso corporal, desde el tercer dia post-infeccion.®

Lo anterior concuerda con nuestros resultados, solo que en la cepa de ratones
C57BI/6 WT y KO, infectados con Plasmodium berghei ANKA, la pérdida de peso
inicié entre los dias 6 y 7 post-infeccion y disminuyd progresivamente hasta el dia
del sacrificio. Posiblemente, este resultado se deba a que la cepa de ratones de
nuestro experimento fue menos susceptible a la infeccién. En dias posteriores al
sacrificio, la infeccion disminuyé significativamente el peso corporal en los ratones
(datos no mostrados del laboratorio de Inmunologia molecular, FES Zaragoza
U.N.A.M).

Por otra parte, Freemark et al. encontraron en el modelo de ratones KO deficientes
para el receptor de PRL, una disminucion en el peso corporal, en el que las
hembras se afectaron mas que los machos.®' Este hallazgo no concuerda con lo
obtenido en nuestro estudio, no detectamos disminucion de peso estadisticamente
significativa en las hembras o machos KO con los respectivos WT sin infeccién.
Por el contrario, los machos KO infectados aumentaron de peso en relacién a los
machos WT infectados. Ademas, los machos KO infectados desarrollaron mayor

peso que las hembras KO infectadas, lo que podria indicar que el sistema inmune

52



de los machos sea mas susceptible de ser inhibido por la PRL que el de las
hembras.

Otra posibilidad en el incremento de peso de los machos KO infectados, es que
los ratones hayan desarrollado un proceso de hiperfagia, se ha reportado que la
HPRL genera alteraciones en la ingesta de alimentos, puesto que la PRL
promueve la expresion del neuropéptido Y (NPY) en el hipotalamo, lo que
desencadena hiperfagia.?? Al respecto, en humanos la HPRL se ha asociado con
problemas de obesidad y ganancia de peso corporal.?®

También es importante sehalar que se ha descrito que el peso corporal se
modifica con la accion de PRL, al potenciar la expresién de leptina en el tejido
adiposo, mediante la activacion de mecanismos de sefalizacion via JAK/STAT en
ratones KO deficientes para el receptor de PRL y se ha demostrado que en la
ausencia de senal, por parte de PRL, se reduce la liberacion de leptina en los
adipocitos.®* En otro estudio, con el mismo modelo de ratén KO, encontraron en el
citoplasma del tejido adiposo de hembras, reducciéon en los niveles de leptina,
asociado a disminucién de peso corporal.®’

La leptina es una hormona clave en el control de peso corporal, existen evidencias
de que esta hormona interacciona con el neuropéptido Y® y disminuye su
produccion, por lo que se inhibe la via orexigénica, inductora de apetito en el
hipotalamo.®® En otros estudios se ha reportado que en un ambiente de HPRL se
genera resistencia a la leptina y predominan acciones de hiperfagia. No obstante,
investigaciones recientes con el mismo modelo KO, revelan que no existe
interaccion entre la accién de la PRL y la leptina en el peso corporal.”” Por lo
anterior, si el incremento en el peso de los KO machos solo ocurre cuando estan
infectados es probable que aumente la concentracion de leptina, por lo que se
recomienda realizar experimentos para corroborar esta posibilidad.

Por otra parte, si en los ratones KO la PRL no interactua con su receptor quiere
decir que la PRL no influye sobre el peso corporal en hembras con o sin infeccién
y en machos no infectados.

Si el peso no se modifica en los ratones KO sin infeccién, es probable que la PRL

pueda activar otras vias de senalizacién, debido a que comparte con otras
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hormonas, como la del crecimiento y lactégeno placentario, caracteristicas
relacionadas en estructura, funcidén y origen genético. Razones por las que, estas
hormonas forman parte de una familia que probablemente resultaron de la
duplicacién de un gen ancestral.’® °' Una de las vias que la PRL podria activar es
la del receptor de la hormona del crecimiento, se ha encontrado similitud con el
receptor de PRL, principalmente en el dominio extracelular.?’

Con relacion a si la PRL afecta de forma diferencial a los sexos durante la
infeccion con Plasmodium, en este trabajo el peso corporal fue similar en las
hembras y machos WT, por lo que al menos en este modelo de malaria ambos
sexos responden de igual forma ante la infeccion con P. berghei ANKA. Situacién
diferente en los machos KO, al infectarse incrementaron el peso corporal.

Otra variable que analizamos fue la temperatura, los ratones ICR infectados con P.
berghei ANKA desarrollaron hipotermia.? En este trabajo, durante la fase aguda de
la infeccion, se detecté hipotermia, mas acentuada en las hembras que en los
machos WT (Figura 15). Sin embargo, el descenso no fue tan marcado como en la
cepa ICR, no resulté menor a los 35 °C, por lo que la cepa de ratones C57BI/6
regula mejor la temperatura corporal cuando se infecté con el mismo parasito.

Con relaciéon a la PRL se ha descrito que puede incidir en la homeostasis de la
energia, a través de la modulacion del metabolismo de los lipidos, mediado por el
receptor de PRL del tejido adiposo marrén.?® Las células de este tejido, se
caracterizan por su funcion termogénica es decir, disipan energia y proporcionan
calor por medio de proteinas desacoplantes (UCP1); cuya funcién principal es la
de translocar protones a través de la membrana de la mitocondria durante la
fosforilacién oxidativa de la cadena respiratoria.®® En otro estudio, se administrd
PRL a ratones e incrementaron los niveles de la proteina UCP® por lo que se
sugiere la posible participacion de PRL en la termorregulacién.®* Por otra parte, en
los pacientes con HPRL se han observado alteraciones en el metabolismo
energético.®®

En los ratones KO para RPRL se ha reportado hipotermia a consecuencia de la
ausencia en la via de sefalizacion del RPRL.>* Lo anterior concuerda con los

resultados de nuestros experimentos, en donde las hembras y machos KO
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presentaron temperaturas corporales menores que el grupo control, con diferencia
significativa para los dias 5 (machos), 7 y 8 (hembras) post infeccion. La
disminucién de temperatura corporal en estos ratones KO, apoyan la idea de que
el tejido marrén presenta alteraciones fisioldgicas, determinadas por deficiencia en
el receptor de PRL en células marrones y que posiblemente también presentan
disminucién en la proteina UPC1.*"!

Respecto a la infeccion con P. berghei ANKA en los ratones con el genotipo KO,
en hembras y machos la temperatura corporal no se modificé en comparacién con
los ratones WT, por lo que la ausencia de sefalizacion de la PRL no influye sobre
el control de la temperatura en animales con o sin infeccién.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en la temperatura
generadas por la infeccidn en ambos sexos en ratones WT, en hembras y machos
la temperatura corporal mostro variaciones, en los que unos dias los ratones
perdieron mas calor que otros.

También estudiamos si la PRL modifica la glucemia en ratones infectados con P.
berghei ANKA. Se ha demostrado que el receptor de PRL es indispensable en la
homeostasis de la glucosa, al interactuar con la PRL se incrementa la proliferacion
de las células B, asi como la secrecion de la insulina en el pancreas.® En los
ratones KO, de la cepa C57BI/6 se ha reportado una disminucién en la cantidad de
células p del pancreas, asi como en la densidad de los islotes y disminucién en el
contenido de insulina pancreatica. Ademas, la delecién en el RPRL genera una
respuesta deficiente en la secrecion de insulina y alteraciones en la tolerancia a la
glucosa, en comparacion con los ratones silvestres.®® Por otra parte, en mujeres
en el ultimo trimestre del embarazo, se ha documentado que la HPRL induce
resistencia a la insulina.**

Lo anterior no es consistente con nuestros resultados, en el genotipo KO, en
machos y hembras, no se presentaron modificaciones en la concentracién de
glucosa en sangre, este hallazgo indica que el metabolismo de la glucosa no se
altera, a pesar de la delecion en el RPRL. Es posible que en los ratones KO, la
PRL interaccione con otra via de sefializacién para regular el metabolismo de la

glucosa.
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Con relacién a los ratones infectados WT y KO, la concentracion de glucosa en la
sangre no se modificd durante la fase aguda de la infeccién y concuerda con la
parasitemia, que se presenta a partir del dia 4 y 5 post-infeccion, lo cual fue
comprensible debido a que no existieron suficientes parasitos que consumieran a
la glucosa para su supervivencia. Es muy claro que conforme se incremento la
parasitemia, disminuyd la concentracién de glucosa, situacion que se presento a
partir del dia 7 post-infeccion. También se ha reportado que en malaria, los
pacientes presentan hipoglucemia asociada con el incremento en la concentracion
de TNF-a generada por aumento en la densidad del parasito."’ En este trabajo,
encontramos que en las hembras WT y KO infectadas, la concentraciéon de TNF-
o disminuyé significativamente en el suero en relacion a las no infectadas y la
concentracion de glucosa bajé en el dia 8 post infeccidn, mientras que en los
machos la infeccion no modificd la concentracion de TNF-a, probablemente este
hallazgo se deba a las caracteristicas de la cepa C57BI/6.

También estudiamos como afecta la PRL a la parasitemia de ratones WT y KO de
ambos sexos infectados con P. berghei ANKA. En otros modelos de malaria, la
parasitemia se incrementa de forma exponencial a medida que avanza la
infeccion, la mayoria de los eritrocitos se infectan y la muerte es inevitable.”*

En general, los machos CBA/Ca, infectados con P. berghei ANKA, desarrollan
parasitemias mas elevadas que las hembras particularmente en los dias 8 y 9 post
infeccion.”®> También se ha descrito que la concentracién de TNF-a se eleva
conforme se incrementa la densidad del parasito, lo que corresponde a la
manifestacion de los sintomas neurolégicos, por lo que esta citocina se relaciona
con el desarrollo de MC."" %

En esta investigacion, detectamos dimorfismo sexual en la parasitemia, las
hembras desarrollaron parasitemias significativamente mas bajas que los machos
en ambos genotipos, este resultado confirma lo descrito en la literatura.? Ademas
nuestros resultados sugieren que la PRL favorece el incremento de la parasitemia
puesto que los ratones KO quienes no pueden llevar a cabo la sefalizacion via la
PRL desarrollaron parasitemias significativamente menores que los ratones WT y

este fendmeno ocurrié en ambos sexos.
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En este trabajo, la parasitemia incrementé conforme trascurrieron los dias. En
todos los grupos de ratones, el inicio de la parasitemia comenzo el dia 4 6 5 post
infeccion y detectamos parasitemias menores en los ratones KO en relacién a los
WT machos y hembras. Este hallazgo sugiere que la PRL podria favorecer el
crecimiento del parasito, resultado acorde con la mayor susceptibilidad a la
malaria que presentan las mujeres embarazadas quienes desarrollan
concentraciones mas altas de PRL."

Contrario a lo que se ha documentado para los ratones CBA/Ca, con relacion a

325 en este

que los machos desarrollan parasitemias mas altas que las hembras
trabajo no detectamos esa tendencia, lo anterior podria deberse a que estos
experimentos se desarrollaron en ratones con un fondo genético distinto (C57BI/6)
y que ademas eran KO para el gen del receptor de PRL, por lo tanto factores
distintos pudieron participar en la proliferacién del parasito.

Diversos estudios refieren que en la patologia de la malaria, particularmente de la
malaria cerebral, las citocinas juegan un papel muy importante,’® por ello
decidimos analizar si la PRL modifica la expresién relativa de TNF-a e IL-10 en el
cerebro y en el hipocampo de ratones WT y KO.

El TNF-a es una citocina que se sobre expresa en procesos inflamatorios, con
multiples efectos fisiologicos en el cerebro, entre ellos se le atribuye la
participacion en la homeostasis del sistema nervioso central, en la proliferacion y
la supervivencia de astrocitos, asi como en la expresion de moléculas MHC clase |
en astrocitos y neuronas.®® No obstante, la sobre expresién de este gen en el
cerebro puede conducir a la malaria cerebral.’’

En los ratones CBA/T6 con malaria cerebral fatal (paralisis, hemiplejia,
convulsiones y coma), se ha descrito sobre expresién del ARNm que codifica para
TNF-a, asi como la proteina TNF-a asociada a células de la microglia, astrocitos,
monocitos y endotelio vascular.®® Asi mismo, en un modelo de ratas, se demostré
que las células microgliales responden a procesos patologicos, por lo que se
consideran las principales células de la respuesta inmune innata que producen
TNF-a, lo que promueve la progresion del proceso inflamatorio al activar la

transcripcion de moléculas pro inflamatorias, que incluyen el mismo TNF-a y el
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Factor nuclear kB (NF-kB) en células del parénquima, adyacentes a las células
microgliales.®

En general, el TNF-a se sobre expresa en el proceso inflamatorio, causado por
malaria.'® En el presente trabajo, demostramos que este gen se expresa en el
cerebro de ratones silvestres hembras y machos sanos y no se evidencio
dimorfismo sexual en la expresién de este gen en los ratones WT o en los KO."®
Ademas, al comparar la expresion de los ratones machos WT con la de los
machos KO no se detecto diferencia significativa.

En contraste a lo esperado, la infeccién en las hembras WT y KO disminuy6 la
expresion relativa de TNF-a en el cerebro y en el hipocampo, con respecto a las
hembras sanas. Lo que sugiere que existen mecanismos reguladores sumamente
potentes como para abatir inclusive debajo de lo normal la sintesis de TNF-a en
los ratones infectados con P. berghei ANKA. También es posible que cuando se
sacrificaron los ratones aun no se alcanzaba el maximo de la parasitemia y que la
expresion del ARNm todavia no se disparaba en ese dia de la infeccion.

En los machos infectados WT y KO, los ratones respondieron de igual forma que
los ratones sanos. Ademas de la infeccion, en los ratones machos KO, la
condicion de carecer del RPRL no modifico la expresion de este gen.

En cuanto al efecto del genotipo WT en comparaciéon con el KO y la infeccion,
entre hembras y entre machos, la condicion KO no afecté la expresion relativa del
gen TNF-a en el cerebro, lo que sugiere que la PRL no modula la expresion de
este gen, en el cerebro infectado con P. berghei ANKA.

Respecto al dimorfismo sexual, en ratones sanos WT y KO, las hembras y los
machos, presentaron el mismo nivel en la expresion relativa del gen TNF-a, este
hallazgo sugiere que en el cerebro, las hormonas sexuales y la PRL no interfieren
en la expresion de este gen. Otra posibilidad es que el carecer del RPRL impide
que el ligando interaccione con el receptor y eso interrumpa mecanismos de
sefalizacion que involucren a la PRL y por eso no se detectaron cambios en la
expresion de TNF-a.

Interesantemente, los ratones infectados disminuyeron la expresiéon de ARNm que

codifica para TNF-a, lo que sugiere la existencia de mecanismos de regulacién
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que podrian dispararse para contender contra la inflamacién sistémica y asi
proteger al cerebro. Otra posibilidad es que en el dia 8 post infeccion cuando se
sacrifico a los ratones todavia no se habia incrementado la expresion del gen, por
lo que en experimentos posteriores seria conveniente evaluar la expresién de
TNF-a en diferentes tiempos, con las condiciones en las que sobreviven a la
infeccion.

El hipocampo es una estructura relacionada con la memoria,'® se ha reportado
deterioro de las neuronas en algunas enfermedades.® En el caso de malaria no se
encontraron reportes de investigaciones que refieran con precisién el desarrollo de
la patologia en el hipocampo. Solo se ha descrito que los pacientes que se
recuperan de MC, corren el riego de presentar alteraciones neurolégicas vy
cognitivas, dificultades de comportamiento y cuadros de epilepsia.’>' En este
contexto fue que se decidid estudiar el efecto de la PRL en el hipocampo durante
la infeccidn con P. berghei ANKA.

En este trabajo detectamos que el ARNm que codifica para TNF-a se expresoé de
forma constitutiva en el hipocampo de hembras y machos silvestres sin infeccion.
No detectamos expresion diferencial de este gen entre hembras y machos WT.

Se observd dimorfismo sexual en los machos KO sin infeccidn, la expresion
relativa de TNF-a, fue significativamente mayor que en las hembras en la misma
condicion. Este resultado sugiere que la PRL disminuye la expresion relativa de
TNF-a unicamente en el hipocampo de los machos no infectados, por lo que es
probable que las hormonas sexuales masculinas también participen en la
regulacion de TNF-a en este tejido.

Contrario a lo esperado, la infeccion disminuyo la expresion del gen TNF-a tanto
en las hembras WT como en las KO. Este resultado sugiere la posibilidad de que
el parasito genere modificaciones en el hipocampo que suprimen la expresién de
dicho gen. Situacién que no ocurrié en los machos silvestres sanos e infectados,
en ellos la expresion relativa del gen TNFa, no se modifico.

Respecto dimorfismo sexual, en los ratones no infectados detectamos que la
expresion de TNF-a, fue mayor en los machos KO con respecto a las hembras del

mismo genotipo. Situacion que sugiere, que en los machos, la PRL abatié la
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expresion de ARNm para TNF-a. Mientras que en los ratones machos KO es
probable que la PRL regule negativamente la expresidén de este gen, quedan por
estudiar los mecanismos que expliquen la razéon de que en la infeccion con P.
berghei ANKA disminuya la expresién de este gen tanto en cerebro como en
hipocampo.

Un hallazgo interesante de este trabajo es que no detectamos expresion relativa
de ARN que codifique para IL-10, por lo que validamos el método y el resultado
fue el mismo, lo que sugiere que en el cerebro de estos ratones se presenta una
fuerte regulacién negativa en la expresion de este gen.

Nuestros resultados concuerdan con los descritos por Keswani y cols,'®! quienes
demostraron una menor expresion de IL-10 en el bazo de ratones infectados con
P. berghei ANKA, lo que probablemente se asocie con la patologia de la infeccion.
Finalmente, evaluamos la concentracion de TNF-a y de IL-10 en el suero de
machos y hembras WT y KO, los resultados en las hembras fueron opuestos a los
esperados, la infeccion disminuyo la expresion de TNF-a tanto en los WT como en
los KO, mientras que en los machos no detectamos cambios debidos a la
infeccion. Es probable que las modificaciones en la expresién de TNF-a en los
machos hayan ocurrido a diferente tiempo que el estudiado y por esa razén no lo
detectamos, se tendria que hacer la determinacion al menos en 3 dias distintos
durante la infeccidn para evaluar la cinética de la expresion de este gen.

La concentracion de IL-10 en suero no corresponde a la ausencia de expresion de
este gen que detectamos en el cerebro. Ademas contrario a lo esperado
detectamos una disminucién en la concentracion de IL-10 como resultado de la
infeccion en los ratones machos y hembras WT y KO. Este hallazgo sugiere que la

PRL no regula la expresion de IL-10 en los ratones infectados KO o WT.
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X. CONCLUSIONES

Confirmamos HPRL en los ratones hembras y machos KO, las concentraciones de
PRL no se modificaron con la infeccion en ambos genotipos, sean machos o
hembras.

El fondo genético de los ratones C57BI/6 mostro resistencia a la infeccidon con P.
berghei ANKA, en consecuencia la patologia (caquexia, hipotermia e
hipoglucemia) de la malaria se manifestd tiempo después a lo que se ha reportado
para la cepa CBA/Ca.

En este modelo, de ratones C57BI/6 infectados con P. berghei ANKA, la PRL no
generd modificaciones en el peso, la temperatura y la glucemia de los ratones
infectados, con excepcion de los ratones KO que incrementaron de peso y se
requiere de estudios para explicar este comportamiento.

Nuestros resultados sugieren que la PRL incrementa la parasitemia en ratones
C57BI/6.

Detectamos expresion de TNF-a en cerebro e hipocampo de hembras y machos
WT y KO que no depende de la PRL. La infeccién disminuyd la expresion de TNF-
a en las hembras WT y KO y en los machos KO.

En el hipocampo de ratones hembras y machos silvestres se expresa el gen que
codifica a TNF-a. En el hipocampo de los ratones KO no infectados la expresion
de TNF-a es dimorfica

La PRL no modulé la concentracion de TNF-a en el suero de hembras y machos
WT y KO. No detectamos expresion de IL-10 en el cerebro y en particular en el
hipocampo de hembras y machos en el dia 8 post-infeccion.

La PRL regulé positivamente la concentracion sérica de IL-10 en el suero de
ratones machos. La concentracién de IL-10 en el suero es dimérfica, los machos

producen mas que las hembras WT y KO.
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XIl. ANEXOS
1. REACTIVOS Y SOLUCIONES

TRIS-HCI 100 mM
Acrilamida ®Sigma
Amortiguador de retrotranscripcion First Strand ®Invitrogen
Bisacrilamida ®USB
Bromuro de etidio ®Sigma
Cloroformo: alcohol isoamilico 49:1 ®Sigma
dNTP’s ®lInvitrogen
dTT 0.1M ®Invitrogen
EDTA 5mM ®Sigma
Enzima MMLV-RT ®Invitrogen
Etanol ®MERCK
Fluorocromo ROX 50 X Invitrogen
Giemsa (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
Glucometro (ACCU-CHEK® Performa, Roche, Alemania)
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Heparina ®USB

Inhibidor de RNAsa 40U/uL ®Promega

Isopropanol ® Sigma

MgCl, 50mM ®Sigma

Oligo dT 500ug/puL ®Promega PBS 1X

Taq polimerasa 5U/uL ®Applied Biosystems

TBE 10X

TEMED ®Sigma

TriPure ®Roche

Oligos F* y R 10uM ®Invitrogen para

B-actina: 5’a 3'DNA-CGG-GTC-AGG-TAG-TCT-GTC-AGG-TCC[JOE]G
5’a 3'DNA-CTA-TGC-TCT-CCC-TCA-CGC-CAT-C

TNF-a: 5’a 3'DNA-CGG-CTG-CTG-TCT-TTG-AGA-TCC-ATC-C[FAM]G
5’a 3’ DNA-CGT-CGT-AGC-AAA-CCA-CCA-AGT-G

IL-10:  5°a 3'DNA-CGG-TTC-TGG-ACA-ACA-TAC-TGC-TAA-C[FAM]G
5’a 3'DNA-TGG-ATC-ATT-TCC-GAT-AAG-GCT-TG

Sonda: Tagman SIGMA-ALDRICH

IL10 5 a 3'DNA-[6FAM]JACAACATACTGCTAACCGACTCCTT[BHQ1]G

2. TECNICAS
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Una de las técnicas que mas se emplean en Biologia Molecular es la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR). La técnica permite amplificar o copiar un

fragmento de ADN especifico, la precision de esta técnica radica en el disefio de

dos secuencias de ADN cortos, conocidos como oligonucledtidos o primers, los

cuales se unen al ADN con el fin de delimitar el gen que se desea amplificar. Este

fragmento sirve como molde para obtener dos cadenas complementarias de ADN,

al mismo tiempo.'%

La reaccion de PCR se realiza al mezclar los siguientes reactivos: enzima Taq

polimerasa, oligonucledtidos, nucledtidos libres (ANTP’s), el ADN que se desea

amplificar, el ion Mg*™ que funciona como cofactor de la Tag polimerasa y solucion
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amortiguadora como medio que favorece la funcion de la enzima. La mezcla se
coloca en un termociclador, con un programa de diferentes temperaturas.
Inicialmente se emplean temperaturas de 92 a 98°C para separar las dos cadenas
de ADN (desnaturalizacion), posteriormente la temperatura disminuye de entre
40°C a 60 °C para propiciar la alineaciéon de los primers a las cadenas molde del
ADN. Posteriormente, la temperatura se incrementa a 72 °C para que la Taq
polimerasa inicie la polimerizacion a partir de los primers en el sentido 5> 3’.1%2
La técnica de PCR es confiable por el grado de sensibilidad puede amplificar una
secuencia de ADN blanco a partir de una cantidad minima. La secuencia de los
oligonucledtidos asegura la especificidad en la amplificacion del gen en estudio, ya
que delimitan la regién que se amplificara del ADN.'%?

Existen dos variantes en la técnica de PCR, en punto final e implica que al término
del procedimiento se pueda evaluar la cantidad del gen amplificado. En tiempo
real es la otra variante y se caracteriza por la posibilidad de monitorear en cada
ciclo la sintesis del ADN producto de la reaccién, para tal efecto se requiere de
fluorocromos que se unen al ADN o bien sondas de hibridacién TagMan que
generan fluorescencia al hibridar el ADN y oligos especificos marcados con un
fluoréforo, asi como un termociclador que los detecta. En cada amplificacion se
emite fluorescencia, por lo que la cantidad de fluorescencia que detecta el equipo
es proporcional al numero de copias presentes en la muestra. En este sentido,
PCR en tiempo real es un método de precision confiable para el analisis
cuantitativo de la expresion génica en diversos estudios.'®

En el temociclador es posible visualizar la expresion relativa de los genes, el
equipo elabora una grafica con la fluorescencia emitida (eje de las ordenadas) y el
numero de ciclos (eje de las abscisas). En la reaccion se presentan tres fases: 1)
Exponencial, con incremento del producto debido a los reactivos ilimitados; 2)
Lineal, en el que el producto incrementa linealmente y los reactivos comienzan a
escasear; 3) Estacionaria, en el que el producto no se incrementa en

consecuencia de la limitacién de los reactivos (Figura 7).'%
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Curva de amplificacién de p-Actina

Estacionaria

Lineal

Exponencial

15ng mm 0.3 ng 0.6 ng i 0.12ng

Figura 7. Fases de la Reacciéon de PCR. Curva de amplificacién del gen -Actina
obtenida con muestras en el laboratorio de Inmunologia Molecular,
FES Zaragoza, UNAM.

En la grafica de amplificacion se puede identificar el Ct (Threshold cicle), el cual
representa el ciclo en el que la fluorescencia alcanza el valor umbral. En la
practica, este valor se alcanza mas rapidamente a medida que las muestras
contengan mayor cantidad de ADN, por lo que el numero de ciclos sera menor
para conseguir el Ct."%

Los datos obtenidos en PCR en tiempo real se pueden cuantificar en forma
absoluta o relativa. En el primer caso se requiere una curva de calibracién interna,
en el segundo, se compara un gen blanco con uno de referencia. El analisis de los
datos se puede realizar con el modelo de eficiencia calibrada o el método AACH,
los cuales se ajustan a los experimento si se tiene la muestra, el control, la

amplificacién del gen de interés y uno de referencia.'®®
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Se amplifican diluciones seriadas de ADN para calcular la eficiencia, también se
amplifica el gen de interés y el gen de referencia. Al obtener el valor Ct se grafica

contra el logaritmo de la concentracion (Figura 8).

Curva de B-Actina

Log de la concentracion

Figura 8. Curva estandar de -Actina, con diluciones seriadas de ADN: 15 ng,
3 ng, 0.6 ngy 12 ng. Curva obtenida con muestras en el laboratorio de
Inmunologia Molecular, FES Zaragoza, UNAM.

Al obtener la pendiente de la recta se puede determinar la eficiencia, para tal

efecto se emplea la siguiente ecuacion:

La cuantificacidn relativa se obtiene con la siguiente ecuacion:
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Donde:®’

RETROTRANSCRIPCION

Retrotranscripcién o transcripcion inversa es un método sensible que se emplea
para la deteccion de ARNm en muestras de tejido. A partir de este acido nucleico
es posible la sintesis de ADN complementario (ADNc), la enzima transcriptasa
reversa obtenida a partir del retrovirus de la leucemia murina malonil (MMLV-RT)
cataliza la reaccion de retrotranscripcion, que ademas requiere de: una solucion
amortiguadora que contiene los cofactores de la enzima, el ARN mensajero molde,

asi como dNTP’s para producir la cadena de ADNc a partir del ARN molde. "%
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