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Resumen

La malaria es una enfermedad causada por un parasito del género Plasmodium (P.),
en 2016 causo 445 mil muertes. Presenta dimorfismo sexual, los hombres
desarrollan mayor severidad de la infeccién y mayor mortandad que las mujeres.
Dado que el estradiol y la testosterona son las hormonas responsables de las
principales diferencias entre los sexos, es probable que intervengan en este
dimorfismo sexual, al regular la respuesta de células inmunes como los linfocitos T
los cuales sintetizan las citocinas pro-inflamatorias IFN-y y TNF-a, importantes para
la eliminacion del Plasmodium. Por lo anterior, analizamos el efecto de administrar
a ratones machos y hembras tanto intactos como gonadectomizados 17p- estradiol
o testosterona, infectar a los ratones con P. berghei ANKA y evaluar el efecto sobre

la expresiéon de IFN-y y TNF-o en cerebro y bazo.

Al octavo dia de la infeccion, los ratones se sacrificaron, se tomaron muestras de
suero, de bazo y de cerebro para extraer RNA que se retrotranscribié a DNA
complementario (DNAc). EI DNAc se utilizé para amplificar los genes IFN-y y TNF-
o mediante PCR en tiempo real. En los sueros se cuantificd la concentracién de

anticuerpos IgM e IgG mediante la técnica de ELISA.

Se detecté que en los ratones gonadectomizados (Gx), la administracion de
estradiol disminuyo la parasitemia e incrementé la expresiéon de IFN-y en el cerebro
de las hembras lo que podria promover el desarrollo de malaria cerebral. Por el
contrario, la administracion de 17p-estradiol en machos disminuyo la expresion de
IFN-y lo que sugiere que el 173-estradiol afecta de manera distinta a cada sexo, lo
que contribuiria al dimorfismo sexual presente en la enfermedad, también

incremento la expresion de TNF-a en cerebro y la concentracién de IgG en suero.

La administracién de testosterona a ratones Gx incrementé la parasitemia,
disminuyo la expresion de TNF-a en cerebro e incrementd la concentracién de IFN-
vy sérica de los machos. Ademas, la expresion de TNF-a en el cerebro de los machos
fue mayor que la de las hembras, lo que explicaria la mayor mortalidad en los

machos, ya que el incremento de esta citocina se correlaciona con malaria cerebral.



Este trabajo demuestra que el 17p3-estradiol promueve la eliminacidon del parasito;
sin embargo, incrementa la respuesta proinflamatoria. Por el contrario, la
testosterona suprime la eliminacién del parasito e incrementa la respuesta
proinflamatoria en machos gonadectomizados (Gx) lo que sugiere mayor
susceptibilidad al desarrollo de malaria cerebral lo que explicaria en parte su mayor

mortalidad.



Abstract

Malaria is an infectious disease caused by a parasite of the genus Plasmodium, in
2016 caused 445 thousand deaths. It shows sexual dimorphism, males develop
higher severity of infection and mortality than females. Oestradiol and testosterone
are responsible for the main differences among the sexes, thus it is probably that
both hormones are responsible of this sexual dimorphism, by regulating the
response of immune cells such as T lymphocytes which synthesize the pro-
inflammatory cytokines IFN-y and TNF-o both cytokines are important for
Plasmodium elimination. Therefore, we analyzed the effect of 17B-oestradiol or
testosterone to male and female intact or gonadectomized mice on the mRNA
expression of IFN-y and TNF-a in brain and spleen eight days post infection with P.
berghei ANKA.

On the eighth day post infection mice were sacrificed, serum, spleen and brain
samples were used to isolate RNA which were retrotranscribed to complementary
DNA (cDNA). The cDNAs were used to amplify the IFN-y and TNF-a. genes by
quantitative PCR. In addition, IgM and IgG serum levels were quantified by ELISA.

Administration of 17p-oestradiol to gonadectomized mice (Gx), decreased
parasitaemia and increased the mRNA expression of IFN-y in the brain of females

what could promote the development of cerebral malaria.

In contrast, administration of 17p-estradiol in males decreased the expression of
IFN-y, which suggests that 17p-estradiol affects each sex differently, which would
contribute to the sexual dimorphism in the disease, also increased the expression of

TNF-a in brain and the concentration of serum IgG.

The administration of testosterone to Gx mice increased parasitaemia, decreased
the mRNA expression of TNF-a in the brain and increased the serum IFN-y
concentration of males. Furthermore, the mRNA expression of TNF-a in the brain of
males was higher than in females, which would explain at least in part the increased
mortality in males, because elevated levels of TNF-a correlates with cerebral

malaria.



This work demonstrates that 17p-estradiol promotes Plasmodium elimination;
however, also increases the proinflammatory response. On the other hand,
testosterone suppressed parasite elimination and increases the proinflammatory
response in Gx males which support, at least in part, the increased susceptibility of

males to develop cerebral malaria associated with higher mortality.



1 Introduccioén

El paludismo o malaria es una enfermedad causada por el protozoario Plasmodium,
en el afo 2016 origind 216 millones de nuevos casos y 445 mil muertes (1). La
principal complicacion que pone en riesgo la vida es la malaria cerebral (MC)
provocada por P. falciparum. A pesar de muchas décadas de intensa investigacion
sobre MC aun no se ha entendido completamente su patogenia (2). Una teoria del
origen de la MC es que las citocinas IFN-y y el TNF-a inducen la inflamacion que

ocasiona los sintomas (3-5).

En las infecciones con Plasmodium los hombres desarrollan mayor gravedad y
mortalidad que las mujeres, es decir se presenta dimorfismo sexual (6, 7). Dado que
las hormonas sexuales son responsables de las principales diferencias bioldgicas
entre los sexos, es posible que también sean responsables del dimorfismo sexual
en malaria (8). A pesar de la intensa investigacion durante décadas sobre la MC, se
desconoce si las hormonas sexuales modulan la expresion y sintesis de las
citocinas proinflamatorias IFN-y y TNF-a involucradas en el cerebro de individuos

infectados con Plasmodium.

En este trabajo analizamos el efecto de las hormonas 17f3-estradiol y testosterona
sobre la expresion de IFN-y y de TNF-a en el bazo y el cerebro, asi como su
concentracion en el suero de ratones CBA/Ca infectados con P. berghei ANKA.
Ademas, evaluamos el efecto de ambos esteroides sobre la concentracion de

anticuerpos especificos contra Plasmodium.

2. Antecedentes.

2.1 Malaria

La malaria es una enfermedad causada por parasitos del género Plasmodium, las
especies que infectan al hombre son P. falciparum, P. ovale, P. malariae y P. vivax
y P. knowlesi, de estas especies P. falciparum es la que causa el mayor numero de

muertes (9).



El parasito se transmite a través de la picadura del mosquito hembra del género
Anopheles infectada que inyecta esperozoitos. Los esperozoitos pasan por la piel y
llegan a la circulacion sanguinea, migran al higado donde maduran y originan a los
merozoitos que invaden a los eritrocitos (fase sanguinea) tal como se esquematiza
en la figura 1. Las principales complicaciones en la fase sanguinea son la anemia y

la caquexia (10).

Figura 1. Ciclo de vida de Plasmodium: El Plasmodium se transmite a través del mosquito del
género Anopheles hembra el cual inyecta esporozoitos que atraviesan la piel hasta llegar al torrente
sanguineo. En la sangre el parasito se dirige al higado donde invade a los hepotocitos (fase hepatica)
posteriormente se desarollara y genera la forma exaeritrocitica del parasito llamada merozoito. Los
merozoitos infectan a eritocitos donde se desarrolla a trofozoitos; los trofozoitos se alimentan de
hemoglobina y se desarrollan a esquizontes. Los esquizontes liberan merozoitos al torrente
sanguineo donde infectaran a otros eritrocitos o se diferenciaran a gametocitos para continuar con
una fase de reproduccion sexual en el mosquito. Imagen modificada de Cowman AF et al (11).

2.2 Malaria y bazo
El bazo es uno de los 6rganos implicados en la eliminacion de Plasmodium a través
de la circulacion sanguinea (12) y durante la infeccidén se incrementa su tamano.

Contribuye a disminuir el grado de anemia durante la infeccién y en él se aislan las



colonias hematopoyéticas e inmunogénicas importantes para la eliminacién del

Plasmodium (13).

El bazo presenta una barrera sanguinea dinamica que permite regular la circulacién
sanguinea y la sintesis de factores que favorecen la liberacion de monocitos (14).
En el existen poblaciones celulares como linfocitos T CD4+, que son relevantes para
la eliminacion del parasito ya que sintetizan citocinas proinflamatorias y favorecen

la sintesis de anticuerpos por los linfocitos B (15).

2.3 Malaria y cerebro

El cerebro es un 6rgano inmunoprivilegiado, ya que su reaccion contra patégenos
difiere de los demas tejidos (16). Presenta una restriccion conocida como barrera
hematocefalica que limita la entrada de eritrocitos y leucocitos (17), presenta células
del sistema inmune propias como la microglia que juega un papel neuroprotector

sobre todo durante dafos a la barrera hematocefalica (18).

La MC es una complicacién neuropatologica grave que se asocia con el aumento
de moléculas de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) (19) y con la proteina inducible
por interferon como IP-10 o la quimiocina CXCL10, que es una molécula
quimiotactica, ambas moléculas dirigen el transito de células efectoras CD4+

activadas, de linfocitos T CD8+ y células NK al cerebro (20).

Algunas de las caracteristicas de la malaria cerebral son: la adhesién de eritrocitos
en capilares, la hipoxia y la acidosis metabdlica (21); asi como las alteraciones en
la distribucion de proteinas como la ocludina de la barrera hematocefalica (22). Otro
aspecto importante en MC es el dafio a la barrera hematocefalica y la entrada de
células presentes en el plasma. Lo anterior causa la activacion de las células
endoteliales del cerebro (23), y la generacion de secuelas neurocognitivas que

puede provocar la muerte (24).



2.4 Respuesta inmune contra Plasmodium

La respuesta inmune contra Plasmodium es mediada por células como T CD4+, T
CD8+, T reguladoras (T reg), asesinas naturales (NK), macréfagos, dendriticas y
células B (25).

Las células T CD4+ sintetizan citocinas como respuesta a las infecciones con
Plasmodium (26), mantienen la memoria inmunoldégica de las células T CD8+ contra
el parasito (27) y promueven su eliminacion mediante IFN-y y TNF-a, que a su vez
activa a los macrofagos para que fagociten al parasito y se produzca el estallido

respiratorio y estrés oxidativo que ayuda a eliminar al Plasmodium (28).

Las células T CD8+ son importantes en la respuesta inmune contra Plasmodium
(29), su eliminacion agrava la infeccion (30), se requieren para eliminar a
Plasmodium durante la fase hepatica (31). Sin embargo, en la fase sanguinea de la
infeccidn, las células T CD8+ no tienen actividad citotoxica (32), pero participan en
la respuesta inmune ya que producen IFN-y en respuesta a oxido nitrico, lo que

sugiere una actividad reguladora por parte de las células T CD8+ (33).

Las células T reg promueven la acumulacion de eritrocitos parasitados en la
vasculatura cerebral, por lo que promueven el desarrollo de MC (34). Sin embargo,

son necesarias en la eliminacién del Plasmodium (35).

Las células NK son importantes durante la fase sanguinea de la infeccion con
Plasmodium, contribuyen a disminuir la parasitemia (36), reconocen a los eritrocitos
parasitados y los eliminan; no obstante el mecanismo exacto de destruccion se

desconoce (37).

Los macréfagos eliminan al parasito via fagocitosis y la sintesis de especies
reactivas del oxigeno y del nitrégeno (38). Ademas contribuyen a la polarizacién de

linfocitos T a tipo Th1 o Th2 durante la fase sanguinea aguda de la infeccién (39).

Las células dendriticas modulan la respuesta inmune y participan en el
reconocimiento de lo propio y lo extraio (40). En las infecciones con Plasmodium,
aumenta el numero de las células dendriticas (41). El parasito inhibe la interaccion

de sus receptores tipo toll con sus ligandos (42), en la fase sanguinea el

8



Plasmodium, induce la secrecion de factores solubles que inhiben la activacion de
las células T CD8+ (43).

Los linfocitos B sintetizan anticuerpos especificos que se requieren para eliminar al
Plasmodium (44). Necesitan la exposicion continua con el parasito para que
desarrollen memoria inmunoldgica (45). Los principales aspectos de la respuesta

inmune se resumen en la figura 2.

2.5 Las hormonas sexuales y el sistema inmune

El sistema inmune es complejo, en él participan diversas estirpes celulares,
citocinas, quimiocinas y anticuerpos. Ademas, las células del sistema inmune
interaccionan con el sistema nervioso central y el endécrino (46, 47). Las hormonas
sexuales constituyen un componente importante del sistema enddcrino, son
moléculas segregadas al torrente sanguineo que actuan a distancia sobre diversos
tejidos, tienen actividad reguladora y estan estrechamente ligadas al sistema

inmune (48).

Las principales hormonas sexuales son el 17B-estradiol en las hembras y la
testosterona en los machos. Ambas hormonas derivan del colesterol, son
liposolubles, pueden atravesar la barrera hematoencefalica y la membrana
plasmatica de las células (49). En la figura 2 se esquematiza la sintesis de las

diferentes hormonas derivadas del colesterol.



Figura 2. Respuesta inmune contra Plasmodium: Se representan las principales células, citocinas
y moléculas implicadas en la respuesta inmune contra Plasmodium. Abreviaturas: Receptor de
andrégenos (AR), receptor de estrogenos alfa y beta (ERa y ERp), 6xido nitrico (NO), receptor tipo
TOLL (TLR), receptor de la célula T (TCR), complejo principal de histocompatiblidad (MHC). Los
macréfagos y las células dendriticas reconocen a los eritrocitos infectados y sintetizan IL-12 que
activa a las células NK y a las células T virgenes; Las células NK activadas y las células Th1
sintetizan IFN-y la cual promueve la maduracion de células dendriticas, activacion de macrofagos y
la diferenciacion de células T virgenes. Las células NK, linfocitos T, células dendriticas, células NK
y células B presentan receptores de andrégenos (AR) y de estrégenos (ER). Imagen modificada de
Mary M. Stevenson y Deanor M (50).

El 17B-estradiol y la testosterona modulan la actividad de las células del sistema
inmune mediante la interaccion con sus receptores. Las hormonas sexuales se unen
a receptores nucleares, y regulan la transcripcién génica, la sintesis de citocinas
(51) y de anticuerpos IgG (52). Los receptores nucleares para estradiol pueden
translocarse al nucleo y unirse como un homodimero al elemento de respuesta al
estrogeno, localizado en los promotores de un gen (53, 54).

Los monocitos, los macrofagos, los linfocitos B y las células NK poseen los
receptores de estrogenos alfa (ERa) y beta (ERB) (55, 56), mientras que las células
T CD4+ y las células dendriticas poseen ERa (55). Los receptores de andrégenos
(AR) estan presentes en macréfagos, neutrdfilos, células B y células CD4 y CD8
(57-59).
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Figura 3. Sintesis de las hormonas sexuales: Principales vias de la esteroidogénesis, las
principales enzimas y cofactores se muestran sobre las flechas. StAR (proteina de regulacion rapida
a esteroidogénesis), P450scc (desmolasa), 17a-hidroxilasa, POR (P450 oxidoreductasa), P450aro
(P450 aromatasa) 3BHSD (3pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa), 173-HSD (17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa). Las gonadas son los principales sitios de sintesis de 17p-estradiol y testosterona
adicionalmente existen otros sitios con la capacidad de sintetizar 17p-estradiol como lo son el
cerebro, el tejido graso y las glandulas suprarrenales. Los esteroides sexuales se sintetizan a partir
del colesterol: P450scc mitocondrial es la enzima de escision de la cadena lateral de colesterol, en
el reticulo endoplasmico, P450c17 cataliza la actividad de la 17a-hidroxilasa y la 17, 20-liasa y
P450aro cataliza la aromatizacion de andrégenos a estrégenos. Las enzimas P450 mitocondriales
reciben electrones de NADPH a través de la proteina ferredoxina reductasa mientras que las enzimas
P450 del reticulo endoplasmico reciben electrones de NADPH a través de la proteina 450 oxido
reductasa. Modificado de: Miller WL, Auchus RJ ¢ (60).

El 17B-estradiol incrementa el numero de células T CD8+ (61); promueve la
maduracioén y la activacion de las células B (62, 63) e incrementa la secrecién de
anticuerpos (64); en las células mononucleares disminuye la sintesis de TNF-a (65)
; incrementa la concentracion de IFN-y (66) y de IL-10 (67), la formacién de células
dendriticas funcionales y la sintesis de IL-12 (68); e inhibe la apoptosis mediada por
TNF-a via PI3K/Akt (69).

La testosterona participa en la regulacion de las poblaciones de las células B ya que
favorece su apoptosis (70), incrementa las poblaciones de CD8 (71) puede
incrementar la expresion de TNF-a en macréfagos a través del incremento del

receptor de quimiocina Ccr2 (72) e incrementar la concentracion de IL-10 (73) y
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puede disminuir la concentracién de IFN-y (73), de IL-12 (74), la sintesis de TNF-a

en ceélulas dendriticas (75) y la sintesis de anticuerpos I1gG e IgM (76).

Ambos esteroides el 17p-estradiol y la testosterona influyen en la prevalencia,
sintomatologia y mortalidad de las enfermedades causadas por parasitos como
Toxoplasma y Leishmania (77-79). En la infeccién con Plasmodium los machos
desarrollan mas gravedad en la sintomatologia y mortandad que las hembras (6).
No obstante, aun se desconocen los mecanismos precisos que expliquen las
diferencias en la respuesta inmune entre ambos sexos durante las infecciones con

Plasmodium.

2.6 Interferon gamma (IFN-y)

Las células T CD4+ y las NK asi como la citocina IFN-y son importantes en la
respuesta inmune contra el Plasmodium (80). El IFN-y en concentraciones bajas
favorece la diferenciacion de monocitos en células dendriticas e incluso se sugiere
que determina si los linfocitos T presentaran actividad estimuladora o inhibidora
(81). Ademas, incrementa la actividad microbicida de los macréfagos independiente
de oxido nitrico a través de la autofagia via proteinas cinasas P38 activadas por
mitdégeno (82), el IFN-y es necesario para promover la respuesta inmune contra
protozoarios parasitos intracelulares como Toxoplasma gondli (83) y durante la
infeccidn de este parasito el IFN-y modula la expresion de las quimiocinas CXCL9 y
CXCL10 en el cerebro (84) e incrementa la expresion y sintesis de la enzima éxido

nitrico sintasa (iNOS) y la actividad de los macréfagos (85).

El IFN-y se produce como respuesta a la infeccidén con Plasmodium (86), se requiere
para disminuir la parasitemia (87), evita la progresion de la enfermedad, el desarrollo
de malaria grave (88) y su ausencia se relaciona con infecciones prolongadas (89).
Por el contrario, las concentraciones altas de IFN-y promueven el desarrollo de MC

y la inflamacion en los vasos del cerebro (90).

La sintesis del IFN -y se regula por hormonas sexuales como la progesterona que

inhibe sus sintesis via la hipermetilacion de la regién promotora del gen IFN-y (91).
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La expresion de INF-y esta bajo la regulacion de las hormonas sexuales
testosterona y 17p-estradiol (66, 92). Sin embargo, se desconoce como ocurre esta

modulacion en individuos infectados con Plasmodium y su efecto en tejidos como el

cerebro.

2.7 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

Las células T CD4+ y los macrofagos sintetizan TNF-a que es importante en la
respuesta inmune contra el Plasmodium (80). El TNF-a disminuye la apoptosis de
los eosindfilos (93), favorece la sintesis de IgG timo dependiente y modula la
extensién y duracién de la respuesta proinflamatoria, lo que permite la homeostasis
(94). Se ha descrito que su sintesis en los macréfagos se estimula por el DNA de
protozoarios parasitos como Babesia bovis, Trypanosoma cruzi y Trypanosoma
brucei (95).

Los astrocitos sintetizan TNF-a en el cerebro como respuesta a estimulos como IL-
1B e IFN-y (96), favorece que las células de la microglia expresen CD40, importante

para la activacion de las células T (97).

El TNF-a contribuye a reducir rapidamente la parasitemia y la sintomatologia de
individuos infectados con Plasmodium (98, 99). Sin embargo, la pérdida en la
regulacion negativa de la concentracién de TNF-a favorece el desarrollo de malaria
grave (100), ya que las concentraciones elevadas de TNF-a que interaccionan con
sus receptores (Tnfr2) en la microvasculatura cerebral se asocian al desarrollo de
MC (101, 102). La sintesis de TNF-a disminuye por la testosterona (89). Sin
embargo, se desconoce como ocurre esta modulacion en individuos infectados con

Plasmodium y su efecto en tejidos como el cerebro.

2.8 Anticuerpos
Los anticuerpos tipo IgG son importantes para la generacidon de respuesta
proinflamatoria (103), se incrementa su concentracion ante infecciones con

Plasmodium (104) y son importantes para la fagocitosis de eritrocitos infectados con
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Plasmodium (105). La IgM limita la replicacion de Plasmodium (106), se une a
eritrocitos infectados (107), sin embargo aun se desconocen muchos aspectos de

la participacion de la IgM durante la infeccion con Plasmodium (108).

Las concentraciones elevadas de IgG se asocian con malaria asintomatica y con la
disminucién de la parasitemia (109), ademas protegen contra subsecuentes
infecciones (110). ElI cambio de isotipo a IgG depende de la madurez del sistema
inmune, tipo y tiempo de exposicion al antigeno (111). Una molécula importante que

favorece la eliminacion de parasito mediado por anticuerpos IgG es TNF-a (112).

Otras moléculas importantes en la modulacién de los anticuerpos son las hormonas
sexuales como el 17B3-estradiol ya que incrementa las sintesis de anticuerpos IgG e

IgM (113) y la maduracion de las células B (62).

2.9 Influencia de las hormonas sexuales en infecciones con Plasmodium

Durante las infecciones con Plasmodium el 17B3-estradiol incrementa la adhesion
entre células endoteliales y leucocitos por medio de TNF-a y las moléculas ICAM-1
y VCAM-1 (114); incrementa el numero de neutrofilos (115); y modula positivamente

la sintesis de TNF-a por los macréfagos (116).

La testosterona incrementa el numero de las células T maduras en bazo, la
respuesta pro-inflamatoria (117), la susceptibilidad a infecciones con Plasmodium
(118) y la mortalidad en ambos sexos, lo que sugiere que inhibe la expresion de
genes asociados con la resistencia a la malaria (119). La testosterona suprime la
via de NF-k[ (factor de transcripcidén importante para citocinas proinflamatorias) y

disminuye el numero de leucocitos (118).

Abatir la concentracion de las hormonas sexuales por gonadectomia sobre la
respuesta inmune contra Plasmodium berghei ANKA incrementa la parasitemia, el

estrés oxidativo y el numero de macrofagos y disminuye las células NK (120, 121).

Dada la relacion de las hormonas sexuales con el sistema inmune, es probable que

las hormonas sean responsables de la mayor mortandad de los hombres en las
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infecciones con Plasmodium. Sin embargo, no se ha estudiado si el estradiol y la
testosterona modulan la expresién de RNA mensajero que codifica para IFN-y y
TNF-o. en cerebro, ambas citocinas son importantes para la eliminacion del
Plasmodium. Conocer si el 17p-estradiol y la testosterona regulan diferencialmente
la expresion de IFN-y y TNF-a en ambos sexos ayudara a comprender el dimorfismo

sexual en la MC.

3 Planteamiento del problema

La malaria es la enfermedad parasitaria con la mayor mortalidad en el mundo, en
2016 ocasion6 445 000 muertes. En esta enfermedad se presenta con mayor
severidad sintomatica y mortandad en los hombres que en las mujeres, es decir se
presenta un marcado dimorfismo sexual.

Las hormonas sexuales son las principales moléculas responsables del dimorfismo
sexual, generan diversos efectos fisioloégicos. En particular, cuando interactuan con
sus receptores sobre las células del sistema inmune modulan la expresién génica
en los linfocitos T, linfocitos B, células dendriticas y monocitos. Algunas de estas
células sintetizan citocinas como TNF-a e IFN-y y anticuerpos, ambos tipos de
moléculas: citocinas y anticuerpos son necesarios para eliminar al parasito
Plasmodium. La sintesis de las citocinas requiere una regulacion estricta de su
concentracion en relacion con el tiempo de infeccion ya que la respuesta
inflamatoria exacerbada puede provocar la muerte (122, 123).

En nuestro grupo de trabajo hemos documentado que la disminucion en la
concentracion de las hormonas sexuales (mediante gonadectomia), en los ratones
infectados con P. berghei ANKA disminuye la expresion de las citocinas
proinflamatorias TNF-a e IFN-y y aumenta la sintesis de anticuerpos IgG en las
hembras (120). Sin embargo, se desconoce el efecto del 17B-estradiol o la
testosterona sobre la expresion de ambas citocinas en el cerebro y sobre los
anticuerpos,

Entender la participacion de estas hormonas sobre la expresion de TNF-a e IFN-y

nos permitiria explicar al menos en parte el dimorfismo sexual en la respuesta
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inmune contra Plasmodium. Por lo anterior, en este trabajo analizamos el efecto de
administrar 17@-estradiol o testosterona a ratones hembras y machos
gonadectomizados para conocer el efecto que tienen ambos esteroides en la
respuesta inmune contra Plasmodium; ademas analizamos el efecto de aumentar
la concentracion de las hormonas sexuales en los ratones intactos, con y sin
infeccion para estudiar la participacion del 17p-estradiol y la testosterona en la
expresion de TNF-a e IFN-y en bazo y cerebro, la concentracién en suero de ambas

citocinas, asi como el efecto en la sintesis de anticuerpos.

4 Hipotesis

La administracién de 173-estradiol tanto a las hembras intactas como Gx infectadas
con P. berghei ANKA aumentara la expresion génica y la concentracion en suero de
TNF-o e IFN-y, ademas disminuira la parasitemia y la concentracion de los

anticuerpos IgG especificos para P. berghei ANKA.

La administracion de la testosterona en ratones machos y hembras intactos y Gx
infectados con P. berghei ANKA disminuira la expresidén génica en bazo y cerebro y
la concentracién en suero de TNF-a e IFN-y, ademas incrementara la parasitemia

disminuira la concentracion de anticuerpos IgG.

5 Objetivo general

Analizar el efecto de administrar 173-estradiol o testosterona sobre la expresion
génica de IFN-y y TNF-a y la concentracion de anticuerpos de ratones infectados
con P. berghei ANKA.

5.1 Objetivos especificos
e Evaluar el efecto del 17B-estradiol y la testosterona sobre la parasitemia de

ratones infectados con P. berghei ANKA.
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e Evaluar el efecto de administrar 173-estradiol 6 testosterona sobre la expresién
de RNAm que codifica para los genes de las citocinas pro-inflamatorias IFN-y y
TNF-o en cerebro y bazo de ratones machos y hembras intactos o
gonadectomizados e infectados con P. berghei ANKA por medio de RT-PCR en
tiempo real.

e Estudiar el efecto de administrar 17p-estradiol o testosterona sobre la
concentracion de IFN-y y TNF-a en el suero de ratones machos y hembras
intactos o0 gonadectomizados e infectados con P. berghei ANKA por medio de la
técnica de citometria de flujo.

e Evaluar el efecto de administrar 17B-estradiol o testosterona sobre Ila
concentracion de anticuerpos especificos contra P. berghei ANKA en ratones
CBA/Ca intactos o gonadectomizados hembras o0 machos mediante la técnica de
ELISA.

e Cuantificar la concentracién de estradiol y testosterona libre en suero por medio
de la técnica de ELISA.

6 Metodologia

6.1 Grupos de ratones

Se sincronizé un lote de hembras CBA/Ca de 4 semanas de edad y ademas se
utilizé un lote de machos, los ratones se separaron en 12 grupos para cada sexo: A
los grupos 1y 2 se les administro 17p-estradiol via subcutanea; los grupos 3y 4 se

les administro testosterona y los grupos 5 y 6 se les trato con vehiculo.

Los grupos 7 al 12 se gonadectomizaron posteriormente se les tratd de la siguiente
manera: grupos 7 y 8 se les administré 173-estradiol, grupos 9 y 10 se les administro
testosterona; grupos 11y 12 se les administré vehiculo. Cada uno de estos grupos
se infectaron via intravenosa con 1x10~3 eritrocitos infectados, berghei ANKA,
adicionalmente por cada grupo infectado se utilizé un grupo no infectado como

control como se describe en la Tabla 1.
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Numero | Numero de | Grupo
de ratones | ratones no
Tratamiento
infectados | infectados
Estradiol 11 5 1
Machos
Testosterona 9 5 3
Intactos
Vehiculo 5 5 5
Estradiol 7 5 7
Machos
Testosterona 8 5 9
Gonadectomizados
Vehiculo 7 5 11
Estradiol 5 7 2
Hembras
Testosterona 9 5 4
Intactas
Vehiculo 7 5 6
Estradiol 7 5 8
Hembras
Testosterona 8 5 10
Gonadectomizados
Vehiculo 6 5 12

Tabla 1. Descripcion del numero de ratones de cada grupo experimental.

6.2 Administraciéon de esteroides

La dosis utilizada de 17p3-estradiol fue de 545 ug de estradiol/Kg de peso de acuerdo
a lo descrito por Benten WP. Et al (124) y la de testosterona fue de 40.905 mg//kg
de peso. Las hormonas se diluyeron en 50 pL de aceite de ajonjoli (125). El estradiol
y la testosterona se administraron via subcutanea dos veces por semana durante
tres semanas y un dia posterior a la ultima administracién, los ratones se infectaron

con 1x102 glébulos rojos parasitados con P. berghei ANKA.

6.3 Cuantificacion de la parasitemia

La parasitemia se cuantificé diariamente a partir del tercer dia post-infecciéon
mediante frotis sanguineos tefiidos con Giemsa y hasta el dia del sacrificio (octavo
dia post-infeccidn). Brevemente, se colocd una gota de sangre en un portaobjetos y
se extendio de forma uniforme para obtener una pelicula delgada. Se dej6 secar a

temperatura ambiente y se fij6 con metanol absoluto, se tifio con colorante Giemsa
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diluido 1:10 durante 30 minutos. Se enjuagd con agua corriente y se dej6é secar a
temperatura ambiente. Los frotis se leyeron en un microscopio éptico Carl Zeiss con
el objetivo 100X. Cuando se detectaron menos de 2 eritrocitos parasitados por
campo, se evaluaron 50 campos y en las muestras con mas de 2 eritrocitos
parasitados por campo se contaron 200 eritrocitos totales. Los resultados de
parasitemia se calcularon como el porcentaje de eritrocitos infectados en relacion al

numero total de eritrocitos totales.

6.4 Extraccion de RNA

En el dia 8 post-infeccion todos los grupos de ratones se sacrificaron y se les extrajo
el bazo y el cerebro. Los tejidos se colocaron en tubos cubiertos con una malla de
nylon, se maceraron con el émbolo de una jeringa estéril, se agregaron 5 mL de
PBS estéril, se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos y se elimind el
sobrenadante. El boton se resuspendié con agitacion vigorosa con 500 pL de PBS
estéril, se adicionaron 300 pL de Trizol y 300 pL de la mezcla de cloroformo:alcohol
isoamilico (39:1 v/v). Las muestras se agitaron durante 10 minutos y se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 minutos, se recuperé la fase acuosa y se
precipitd con el mismo volumen de isopropanol frio, los RNAs obtenidos se

almacenaron a -70°C.

6.5 Secado de RNA y cuantificacion de RNA

Para recuperar el RNA precipitado, los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm durante
15 minutos, los botones se lavaron con 400 uL de etanol al 80% en agua DEPC
estéril y se centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 minutos. Se elimind el
sobrenadante, los RNAs se evaporaron a temperatura ambiente. Las muestras se
hidrataron con 30 yL de agua destilada estéril, se agitaron durante 5 minutos, se
incubaron a 60 °C durante 5 minutos y se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5
minutos. Para cuantificar el RNA se realiz6 una dilucién 1:200, se midio la
absorbancia a 260 nm y se calculé la concentracion de RNA en pg/uL de acuerdo

con la siguiente formula
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[RNA pg/uL]= Abs 260nm X (40 pg/1000uL) x 200

6.6 Retrotranscripcion

Se utilizaron 1.5 ug de RNA, se incubaron a 65°C por 10 minutos con 0.05 ug de
oligo dT. Se adicionaron 10 pL de la mezcla de retrotranscripcion (2 yLde dNTP's 5
mM, 0.2 pyL de enzima MMLV-RT 40 U, 4 uL de amortiguador de retrotranscripcion
5xy 0.1 uL de inhibidor de ribonucleasa) y se incubé a 37°C durante 1 hr. El DNAc
obtenido se congel6 a -70°C hasta que se utilizé para la amplificaciéon por PCR en

tiempo real.

6.7 Cuantificaciéon de los esteroides sexuales

Se realizd una extraccion en éter etilico (5 mL de éter por cada 100 uL de suero),
los tubos se agitaron en vortex vigorosamente y se colocaron sobre un bafo de hielo
seco con alcohol absoluto, se incubaron durante 30 segundos, se eliminé la fase
acuosa Yy se transfirid la fase organica a un tubo de vidrio de 5 mL, se incub6 en
bafo Maria a 35°C durante 48 horas. Hasta su completa evaporacion. Las muestras
se rehidrataron con 100 yL de PBS/gelatina al 0.1%.

Se utilizé el equipo Immulate y el kit de deteccion para 173-estradiol Emmulite 1000
marca Siemens el cual es un inmunoanalisis quimioluminiscente competitivo de fase

solida marcada con enzimas.

Se utilizaron 25 yL de muestra del producto de la extraccién, se incubd durante 60
minutos con una microesfera recubierta con un anticuerpo policlonal de conejo anti-
estradiol (fase solida) y con fosfatasa alcalina conjugada con 17p-estradiol (fase
liquida). Durante la incubacion el estradiol de la muestra compite con el 17p3-
estradiol conjugado con la enzima del reactivo por un numero limitado de sitios de
union de anticuerpo de la microesfera. Posteriormente, la muestra no unida y el
conjugado con la enzima se eliminaron mediante lavados por centrifugacion.
Finalmente, el sustrato quimioluminiscente se afnadioé a la unidad de analisis que
contiene la microesfera y la sefial se generé en proporcion a la enzima unida (17p-

Estradiol conjugado con fosfatasa alcalina).
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Para cuantificar la testosterona se utilizaron los reactivos comerciales de EIA marca
DRG EIA 2924, cuyo fundamento es una ELISA competitiva.

Se adicionaron 20 uL del producto de la extraccion o de los estandares y 100 uL de
enzima conjugada (testosterona conjugada con peroxidasa de rabano) en una placa
con anticuerpos anti-testosterona y se incub6 a 37°C por 60 minutos.
Posteriormente, cada pozo se lavo 5 veces con 300 pL de solucion de lavado. Se
adicionaron 100 pL del sustrato tetrametilbencidina también conocido como TMB
(H202-TMB 0.26 g/L), y se incubd a temperatura ambiente (22°C-28°C) por 15
minutos en la oscuridad, seguidamente se adicionaron100 pL de solucién de paro,
se agitdé suavemente y se leyd la absorbancia a 450 nm (se debe considerar el

blanco).

6.8 Amplificacion de los genes IFN-y y TNF-a para citocinas por PCR en
tiempo real

Se cuantifico la expresién de los genes de IFN-y, TNF-a, y B-actina con oligos
especificos con fluorocromos. Las secuencias para los primers de IFN-y fueron
5'CGG TGA GAA GAT GTT CCA TGC CAC [FAM] G3' (Sentido) y 5’'TCT CCT TC
GGA CAATGT CAA ACA (Antisentido); para TNF-a CGG CTG TCT TTG AGATCC
ATG C [FAM] G 3’(Sentido) y 5CGT CGT AGC AAA CCA CCA AGT G
3’(Antisentido); y para B-actina los primers fueron 5CGG GTC AGG TAG TCT GTC
AGG TCC [JOE] G3' (Sentido) y 5°CTA TGC TCT CCC TCA CGC CAT C3
(Antisentido).

La cuantificacion se realizdé con base en el valor obtenido del cycle threshold (ct) la
amplificacion del gene IFN-y o TNF-a en relacion al ct de la amplificacion del gene
constitutivo B-actina de la misma muestra. El procedimiento de PCR en tiempo real
se realizé en una campana de flujo laminar se prepard la mezcla de reaccion (tal
como se indica en el apartado condiciones de amplificacion). Se adicionaron 9 pL
mezcla de reacciéon y 1 yL de DNAc a una concentracion 15 ng/uL en tubos
Eppendorf de 0.2 mL, posteriormente se adicionaron 5 yL de mezcla de reaccién

con el DNAc por duplicado en una placa de 96 pozos, se utilizé un control negativo
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sin DNAc y en cada corrida se evalud la eficiencia de amplificacién con una curva
con las siguientes concentraciones de DNAc: 15 ng, 3 ng, 0.6 ngy 0.12 ng. La placa
se protegio de la luz y se centrifugd a 2500 rpm a 4°C durante 5 minutos y después
se coloco en el termociclador 7500 de Applied Biosystems.

El analisis de los datos se realizé con el software 7500 de Applied Biosystems. Se
compararon los Ct con los grupos control tratados de la misma forma, pero sin
infeccion y para realizar los célculos se utilizé el método de 222Cty |a eficiencia de

la reaccidn (126) como se describe a continuacion:

Para utilizar el método de 222Ctse calculd la eficiencia de la reaccion y los ciclos a
los que se alcanzo6 el umbral de fluorescencia para cada muestra (CT) del gen a
cuantificar y del gen constitutivo.

Cociente=

[(E del gen de interés)*(ACt Gen de interés)]/[(E del gen de referencia)*(ACt Gen de
referencia)]

E=Eficiencia

ACt del gen de interés = CT control — CT gen de interés

ACt del gen de referencia = CT control -CT de referencia

6.9 Condiciones de amplificacion para PCR tiempo real

INF-y
Reactivo [I/RX 1 RX
Agua MQ - 6.14 uL
Mezcla de RX 1x 1 uL
10X
MgCI2 (50 Mm) 6mM 1.2 yL
ROX 50 X 1x 0.2 yL
Oligo 10uM FW 0.2 uM 0.2 yL
Oligo 10Um rv 0.2 uM 0.2 uL
TAQ 5U/pL 0.03 U/pL 0.06 pL
DNAc 15ng/pL 15ng 1L
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Programa de amplificacion.
1) 50°C 2 minutos

2) 95°C 2 minutos

3) 95°C 30 segundos

4) 60°C 45 segundos

5) 72°C 45 segundos

TNF-a
Reactivo [/RX 1 RX
Agua MQ - 6.94 pL
Mezcla de RX 10X | 1x 1 uL
MgCI2 (50 Mm) 3mM 0.6 pL
ROX 50 x 1X 0.2 uL
Oligo 10uM FW y 0.2 uM 0.2 uL
RV
TAQ 5U/pL 0.03U/uL | 0.06 pL
DNAc 15ng/uL 15 ng 1L

Programa de amplificacion.

1) 50°C 2 minutos

2) 95°C 2 minutos

3) 95°C 30 segundos

4) 65°C 45 segundos

5) 72°C 45 segundos

Repetir del 3 al 5 (45 veces).

B-Actina
Reactivo [/RX 1 RX
Agua MQ - 6.94 pL
Mezcla de RX 10X | 1x 1 uL
MgCI2 (50 Mm) 3mM 0.6 pL
ROX 50 x 1x 0.2 uL
Oligo 10uM FW y 0.2 uM 0.2 uL
RV
TAQ 5U/pL 0.03U/uL | 0.06 pL
DNAc 15ng/uL 15ng 1L
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Programa de amplificacion
1) 50°C 2 minutos

2) 95°C 2 minutos

3) 95°C 30 segundos

4) 65°C 45 segundos

5) 72°C 45 segundos
Repetir del 3 al 5 (45 veces).

6.10 Preparacion de sueros hiperinmunes contra P. berghei ANKA

Grupos de ratones CBA/Ca se inyectaron con 1 X 103 eritrocitos parasitados con P.
berghei ANKA. Al séptimo dia post-infeccion los ratones se trataron con
pirimetamina (10 mg/Kg peso) durante 5 dias para eliminar al parasito, la infeccion
con 1x107 eritrocitos parasitados con P. berghei ANKA y el tratamiento con
pirimetamina se repitié una vez por mes durante 5 meses y el séptimo dia después
de la ultima reinfeccion los ratones se sacrificaron y se les extrajo el suero que se

congelo en alicuotas.

6.11 Cuantificacion de IFN-y y TNF-a por citometria de Flujo

Para cuantificar la concentracién de IFN-y y TNF-a en suero utilizamos el Kit
“Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17” de la marca BD. El ensayo se
basa en capturar el analito soluble mediante perlas de tamano y fluorescencia
conocidas. Las perlas estan conjugadas con anticuerpos especificos para IFN-y y
TNF-a, el reactivo de deteccion es ficoeritrina conjugada con anticuerpos.

Las muestras de suero se incubaron con 50 uL de una mezcla de perlas conjugadas
con anticuerpos anti IFN-y y TNF-o y 50 pL del reactivo de deteccion, durante 2
horas a temperatura ambiente y protegidas de la luz. Posteriormente agregamos la
solucion de lavado, centrifugamos y eliminamos el sobrenadante. Al final las perlas
se resuspendieron en 100 pyL de solucién de lavado y ese mismo se leyeron las

muestras en el citdbmetro de flujo. Para conocer la concentracion exacta de IFN-y y
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TNF-o en las muestras se utilizaron estandares de citocinas con las que se

construyeron curvas estandar.

6.12 Cuantificacion de anticuerpos

Se utilizé la técnica de ELISA para cuantificar la concentracion de anticuerpos en
suero. Se utilizaron placas MaxiSorb donde se adicionaron 100 pL de solucion de
proteina de antigeno P. berghei ANKA preparada en amortiguador de carbonatos a
una concentracion de 1 ug/mL por pozo y se incubd por 2 horas a 37°C. La placa
de ELISA se lavé con PBS tween 0.05 %. Se incubd con 200 uyL de solucion de
bloqueo (amortiguador de carbonatos + 3.5 % de leche descremada) durante 2 hrs.
La placa se lavd con PBS-tween 0.05% y se adicionaron 100 yL de suero de raton
diluido 1:20 en la solucion PBS-tween + leche 0.02% y se incubd a 37°C durante 2
hrs. La placa se lavdé con PBS-tween/0.05% y se adicionaron 100 uL de las
siguientes diluciones de los anticuerpos anti-raton; IgG total (1:3500) e IgM (1:7000)
(Laboratorios Zymed) y se incub6 durante 1 hr a 37°C. La placa se lavé con
PBS/tween 0.05% y se adicionaron 100 pL de una solucion streptavidina-peroxidasa
diluida 1:1000 en PBS-tween 0.05% y se incub6 1 hr a 37°C. La placa se lavo 5
veces con solucion PBS-tween 0.05%, se adicionaron 100 pL del sustrato OPD-0.4
mg/mL con 0.03% de H202 en amortiguador de citratos y se incubd durante 20 min
protegido de la luz a temperatura ambiente, la reaccion se detuvo con 100 yL de
una solucién de acido sulfurico 0.1M. Se determind la absorbancia de las placas en

el lector de ELISA a una longitud de onda de 630nm con un filtro de 450 nm.

6.13 Analisis estadistico

Para analizar los datos de la parasitemia se utilizé la prueba de ANOVA de dos vias
y la prueba de Bonferroni. Para analizar los datos de la expresion génica, la
concentracion de TNF-a e IFN-y y la concentracidon de esteroides en suero se utilizd

la prueba de ANOVA de una via y la prueba de Tukey, el valor de P fue <0.05.
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7 Resultados

7.1 Efecto de la gonadectomia sobre la parasitemia de ratones CBA/Ca
machos y hembras infectados con P. berghei ANKA

Para analizar el efecto de las hormonas sexuales sobre la proliferacion del parasito
en sangre, a los ratones se les eliminaron las gonadas que es su principal sitio de
sintesis, se infectaron con P. berghei ANKA y se evalu6 la parasitemia. En los
machos Gx la parasitemia revelo una tendencia de disminucion los dias 7 post-
infeccidn en comparacion a los ratones intactos (Figura 4A). Mientras que en las
hembras Gx la parasitemia tendio al incremento particularmente el dia 8 post-

infeccion (Figura 4B).
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Figura 4. Efecto de la gonadectomia sobre la parasitemia de los ratones machos y hembras
infectados con P. berghei ANKA. Ratones CBA/Ca machos o hembras se separaron en 2 grupos:
Grupo 1 ratones que unicamente recibieron vehiculo (VI); Grupo 2 ratones que se gonadectomizaron
y recibieron el vehiculo (GxVI). Todos los grupos se infectaron con P. berghei ANKA y a partir del
dia 3 post-infeccidn se evalué la parasitemia. Para el analisis estadistico se realizé una ANOVA de
dos vias y la prueba de Bonferroni (P<0.05). El simbolo * representa diferencia estadistica entre los
grupos n=7.

7.2 Analisis del dimorfismo sexual en la parasitemia de ratones CBA/Ca
intactos y gonadectomizados infectados con P. berghei ANKA

Para determinar si existian diferencias entre la parasitemia que desarrollan los
machos y las hembras, intactos o Gx, graficamos el numero de eritrocitos infectados

de machos y hembras juntos. No se detecto diferencia significativa en la parasitemia
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de los machos intactos y las hembras intactas (Figura 5A). Los grupos Gx
presentaron dimorfismo sexual ya que las hembras Gx desarrollaron mayor

parasitemia que los machos Gx a los 8 dias post-infeccion (Figura 5B).
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Figura 5. Analisis del dimorfismo sexual en la parasitemia de los ratones intactos y
gonadectomizados infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones CBA/Ca machos o
hembras se separaron en 2 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente recibieron vehiculo machos
(Machos); Grupo 2 ratones que unicamente recibieron vehiculo hembras (Hembras), Los grupos se
infectaron con P. berghei ANKA y a partir del dia 3 post-infeccién se evalué la parasitemia. Se realizo
una ANOVA de dos vias y la prueba de Bonferroni para el andlisis estadistico (P<0.05). El simbolo *
representa diferencia estadistica entre los grupos n=6.

7.3 Efecto del 17B-estradiol sobre la parasitemia
Dado que la gonadectomia reduce la concentracion de esteroides sexuales (127),
analizamos si administrar 173-estradiol a los ratones gonadectomizados (machos y

hembras) modificaba la parasitemia.

La administracion de 173-estradiol a los machos intactos incremento la parasitemia
el dia 7 post-infeccion en comparacion con el grupo de machos intactos tratados
con vehiculo (Figura 6A), mientras que administrar 17p-estradiol a las hembras
intactas no modificé la parasitemia (Figura 6B). Contrario a lo esperado, la
administracion de 17p-estradiol a los machos Gx no modificé la parasitemia en
relacion al grupo de machos Gx tratados con vehiculo (Figura 6C). Por el contrario,

la administracion de 17p3-estradiol a las hembras Gx disminuy6 significativamente la
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parasitemia los dias 6 y 8 post-infeccion en comparacion con las hembras Gx

tratadas con vehiculo (Figura 6D).
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Figura 6 Efecto del estradiol sobre la parasitemia de ratones machos y hembras infectados
con P. berghei ANKA. Grupos de ratones CBA/Ca machos o hembras se separaron en 4 grupos:
Grupo 1 ratones que unicamente recibieron vehiculo (V); Grupo 2 ratones que se gonadectomizaron
y recibieron el vehiculo (GxV), Grupo 3 ratones intactos que recibieron estradiol (E); Grupo 4 ratones
que se gonadectomizaron y recibieron estradiol (GXE). Los grupos se infectaron con P. berghei ANKA
y a partir del dia 3 post-infeccion se evalud la parasitemia. Se realizo una ANOVA de dos vias y la
prueba de Bonferroni para el analisis estadistico (P<0.05). El simbolo * representa diferencia
estadistica entre grupos n=7.

7.4 Efecto del estradiol sobre la expresién de IFN-y en bazo y cerebro de
ratones infectados con P. berghei ANKA

Dado que detectamos dimorfismo sexual en la parasitemia de los ratones Gx
tratados con 173-estradiol, decidimos analizar si esta hormona modula la expresion
de las citocinas pro-inflamatorias, IFN-y y TNF-a, debido a que ambas moléculas
estan involucradas directamente con la eliminacion del parasito (80, 87). Elegimos

los tejidos de bazo y cerebro porque el bazo es importante en la eliminacion del
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parasito y en el cerebro se genera MC que es responsable de la mayor severidad

de la enfermedad.

Los machos Gx no infectados presentaron una mayor expresion de IFN-y en bazo
en comparacion con los machos intactos no infectados. La infeccion no modifico la
expresion de IFN-y en el bazo en ambos sexos y contrario a lo esperado, la infeccidon

en los machos Gx disminuyo la expresion de IFN-y en bazo (Figura 7A).

Administrar 17p-estradiol a las hembras intactas no infectadas incrementé la
expresion de IFN-y en bazo en comparacion con las hembras intactas tratadas con
vehiculo no infectadas. Las hembras Gx tratadas con 17B-estradiol no infectadas
presentaron una mayor expresion de IFN-y en bazo en comparacion con los machos
Gx tratados con 173-estradiol no infectados lo que evidencié el dimorfismo sexual
(Figura 7A).

En el tejido del cerebro, la infeccidn increment6 la expresion de IFN-y de las
hembras intactas y los machos Gx tratados con vehiculo en comparacion con las
hembras intactas y machos Gx no infectados (Figura 7B). La administracion de 17f3-
estradiol a hembras intactas no infectadas incrementd significativamente la
expresion de IFN-y en comparacion con las hembras intactas no infectadas tratadas

con vehiculo (Figura 7B).

Administrar 173-estradiol a las hembras Gx e infectadas incrementé la expresion de
IFN-y en cerebro en comparacién con las hembras infectadas Gx tratadas con
vehiculo. (Figura 7B). Por el contrario, en los machos Gx infectados tratados con
17B-estradiol disminuyd la expresion de IFN-y en cerebro en comparacion al grupo
de machos Gx infectados tratados con vehiculo (Figura 7B). La mayor expresion en
las hembras Gx tratadas con 173-estradiol e infectadas respecto a los machos Gx

tratados con 173-estradiol lo que confirma el dimorfismo sexual.
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Figura 7. Efecto del estradiol sobre la expresion relativa de RNAm que codifica para IFN-y en
bazo y cerebro de ratones CBA/Ca machos y hembras infectados con P. berghei ANKA.
Grupos de ratones CBA/Ca machos o hembras se separaron en 4 grupos: Grupo 1 ratones que
unicamente recibieron vehiculo (Vehiculo); Grupo 2 ratones que se gonadectomizaron y recibieron
el vehiculo (Gx/Vehiculo), Grupo 3 ratones intactos que recibieron estradiol (Estradiol); Grupo 4
ratones gonadectomizados que recibieron estradiol (Gx/Estradiol). Los grupos se infectaron con P.
berghei ANKA y como control se incluyd un grupo sin infeccién. Los ratones infectados se sacrificaron
al 8° dia post-infeccion y se obtuvieron los érganos bazo y cerebro a los que se extrajo el RNAm el
cual se retrotranscribio y el DNA complementario obtenido se amplifico para el gen IFN-y por PCR
tiempo real. En (A) se muestra la expresion relativa de RNAm que codifica para IFN-y con relacién a
la expresion de B-actina en bazo y en (B) en cerebro. Para el analisis estadistico se realiz6 ANOVA
de una via y posteriormente la prueba de Tukey, las lineas sobre los histogramas representan
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (P<0.05), n infectados =7 y n no
infectados=5.
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7.5 Efecto del 17B-estradiol sobre la concentraciéon de INF-y en suero de
ratones intactos o gonadectomizados infectados con P. berghei ANKA

Debido a que la expresion de ARN mensajero pudiera no reflejar la concentracion
de IFN-y en circulacién, cuantificamos la concentracion de IFN-y en el suero de
todos los grupos de ratones. No detectamos dimorfismo sexual en la concentracion
de IFN-y entre machos y hembras no infectados o infectados. La infecciéon con P.
berghei ANKA incremento la concentracion de IFN-y en machos y en hembras en

los grupos analizados (Figura 8).

La gonadectomia no modificd la concentracion de IFN-y en los ratones machos o
hembras infectadas tratadas con vehiculo. La administracion de 173-estradiol a las
hembras intactas e infectadas disminuyé significativamente la expresion de IFN-y
en comparacion con las hembras intactas infectadas tratadas con vehiculo.
Finalmente, la administracién con 173-estradiol a los ratones machos o hembras Gx
no modificd la concentracion de IFN-y en comparacion con los machos y hembras

Gx tratados con vehiculo (Figura 8).
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Figura 8. Efecto del estradiol sobre la concentracion de IFN-y en el suero de ratones machos
y hembras infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones CBA/Ca machos o hembras se
separaron en 4 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente recibieron vehiculo (Vehiculo); Grupo 2
ratones que se gonadectomizaron y recibieron vehiculo (Gx/vehiculo), Grupo 3 ratones intactos que
recibieron estradiol (Estradiol); Grupo 4 ratones que se gonadectomizaron y recibieron estradiol
(Gx/estradiol). Los grupos se infectaron con P. berghei ANKA y un grupo de ratones de cada sexo
se dejo sin infeccion. En el suero se cuantifico la concentracion de IFN-y mediante citometria de flujo.
Las barras azules representan a los grupos de ratones machos y las barras rosas a los grupos de
ratones hembras. Se realizé una ANOVA de una via y posteriormente la prueba de Tukey, las lineas
sobre los histogramas representan diferencias significativas (P< 0.05), n infectados =7 y n no
infectados=5.

7.6 Efecto del 17B-estradiol sobre la expresion de TNF-a en bazo y cerebro de
ratones infectados con P. berghei ANKA

El TNF-a es una citocina importante en la eliminacion del Plasmodium, no obstante,
también esta involucrada en la patogénesis de la malaria cerebral (128). Por lo
anterior, en este trabajo estudiamos la influencia del 17p-estradiol sobre la
expresion de esta citocina en bazo y en cerebro dado que son tejidos importantes

involucrados tanto en la eliminacion como en la patologia respectivamente.

La infeccién no modifico la expresion de TNF-a en el bazo de los ratones machos o
hembras intactos. La gonadectomia indicé dimorfismo sexual en los machos vy
hembras no infectados, los machos Gx expresaron mas RNAm que las hembras en

la misma condicién (Figura 9A).
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La administracion de 17B-estradiol indico dimorfismo sexual ya que aumento
significativamente la expresion de TNF-a en las hembras intactas no infectadas en
comparacion con las hembras intactas no infectadas tratadas con vehiculo. En los
infectados Gx no se observé dimorfismo sexual entre machos y hembras (Figura
9A).

En el cerebro, la infeccion en los machos Gx tratados con vehiculo incrementé la
expresion de TNF-a. Los machos Gx infectados presentaron una mayor expresion
de TNF-a respecto a las hembras Gx infectadas lo que corrobora el dimorfismo

sexual en cerebro (Figura 9B).

La administracion de 17p-estradiol a las hembras intactas no infectadas incremento
significativamente la expresion de TNF-a en el cerebro respecto a las hembras

intactas no infectadas tratadas con vehiculo (Figura 9B).

La reconstitucion de los machos Gx e infectados con 17B-estradiol incremento
significativamente la expresién de RNAm que codifica para TNF-a en cerebro en
comparacion con los machos Gx e infectados tratados con vehiculo (Figura 9B). Los
machos Gx tratados o no con 17B-estradiol e infectados presentaron una mayor
expresion de TNF-a en comparacion con las hembras Gx tratadas o no con 17§-
estradiol e infectados, lo anterior corrobora una respuesta dimérfica en cerebro
(Figura 9B).
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Figura 9. Efecto del estradiol sobre la expresion relativa de RNAm que codifica para TNF-a en
bazo y cerebro de ratones machos y hembras infectados con P. berghei ANKA. Grupos de
ratones CBA/Ca machos o hembras se separaron en 4 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente
recibieron vehiculo (vehiculo); Grupo 2 ratones que se gonadectomizaron y recibieron el vehiculo
(Gx/vehiculo), Grupo 3 ratones intactos que recibieron 17B-estradiol (E); Grupo 4 ratones que se
gonadectomizaron y recibieron 173-estradiol (GxE). Los ratones se infectaron con P. berghei ANKA
y como control se utilizé un grupo sin infeccién. Los ratones se sacrificaron al 8° dia post-infeccion y
se obtuvieron los érganos de bazo y cerebro a los que se les extrajo el RNAm que se retrotranscribid
y el DNA complementario obtenido se amplificé para el gen TNF-a mediante PCR en tiempo real. En
(A) se muestra la expresion relativa de RNAm para TNF-a con relacién a la expresion de B-actina en
bazo y en (B) en cerebro. Para el analisis estadistico se realiz6 una ANOVA de una via y
posteriormente la prueba de Tukey, las lineas sobre los histogramas representan diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (P<0.05), n infectados =7 y n no infectados=5.
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7.7 Efecto del 17B-estradiol sobre la concentraciéon de TNF-a en suero

Para determinar si el 17p3-estradiol, ademas de regular la expresion de RNAm de
TNF-a también afecta la concentracion de la citocina en el suero, cuantificamos su
concentracion en el suero mediante citometria de flujo. La infeccion incrementé la
concentracion de TNF-a en ambos sexos. La gonadectomia disminuyo la
concentracion de TNF-a en las hembras infectadas en comparacién a las hembras
intactas infectadas (Figura 10). La administracion de 173-estradiol disminuy6 la
concentracion de TNF-a en las hembras intactas e infectadas en comparacion con
las hembras intactas e infectadas, tratadas con vehiculo. Las hembras intactas
tratadas con 17B-estradiol e infectadas presentaron una menor concentracién de
TNF-a respecto a los machos intactos tratados con 17p-estradiol e infectados, lo
que corrobora el dimorfismo sexual.

Administrar 173-estradiol a los ratones Gx no modificd la concentracion de TNF-a
en comparacion con los ratones Gx tratados con el vehiculo e infectados con P.
berghei ANKA (Figura 10).
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Figura 10. Efecto del 17p-estradiol sobre la concentracion de TNF-a en el suero de ratones
infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones CBA/Ca machos o hembras se separaron en
4 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente recibieron vehiculo (Vehiculo); Grupo 2 ratones que se
gonadectomizaron y recibieron el vehiculo (Gx/vehiculo), Grupo 3 ratones intactos que recibieron
17B-estradiol (Estradiol); Grupo 4 ratones que se gonadectomizaron y recibieron 17@-estradiol
(Gx/estradiol). Los grupos se infectaron con P. berghei ANKA, como control se utilizé un grupo sin
infeccién para cada sexo. Los ratones infectados se sacrificaron en el dia 8 post-infeccion y se les
extrajo el suero en el que se cuantificé la concentracién de TNF-a por citometria de flujo. Las barras
azules sin relleno representan a los grupos de ratones machos no infectados, las barras azules
rellenas representan a los grupos infectados y las barras rosas sin relleno representan a las hembras
no infectadas y las barras rellenas rosas representan a los grupos de ratones hembras infectadas.
Se realiz6 una ANOVA de una via y posteriormente la prueba de Tukey, las lineas sobre los
histogramas representan diferencias significativas (P<0.05), n infectados =7 y n no infectados=5.

7.8 Efecto de administrar 17B-estradiol sobre la concentraciéon de IgG totales
e IgM en suero

Los machos y hembras Gx tuvieron una menor concentracion de IgM e IgG que los
machos y hembras intactos (Figura 11A y 11B). La administracion de 173-estradiol
incrementd la concentracion de anticuerpos IgM en los machos Gx en comparacion

con los machos Gx tratados con vehiculo (Figura 11A).
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Figura 11. Efecto de administrar estradiol sobre la concentracion de anticuerpos IgG e IgM en
suero de ratones infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones CBA/Ca machos y hembras
se separaron en 6 grupos: Grupo 1, ratones que recibieron vehiculo y se infectaron (Vehiculo); Grupo
2 ratones que se gonadectomizaron, recibieron el vehiculo y se infectaron (Gx Vehiculo); Grupo 3
ratones intactos que recibieron 17p-estradiol y se infectaron (Estradiol) y Grupo 4 ratones que se
gonadectomizaron, se reconstituyeron con estradiol y se infectaron (Gx Estradiol). Los ratones
infectados se sacrificaron en el dia 8 post-infeccion, se les extrajo el suero y se cuantificé la
concentracion de IgG totales e IgM por medio de la técnica de ELISA. Para el andlisis estadistico, se
realizé una ANOVA de una via y posteriormente la prueba de Tukey, las lineas sobre los histogramas
representan diferencias significativas entre los grupos (P<0.05) n=7.
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7.9 Efecto del-17B-estradiol sobre la concentracidon de esteroides en suero

La administraciéon de 17p-estradiol a machos o hembras intactos no modifico la
concentracion de estradiol libre en suero a excepcion del grupo de machos intactos
infectados quienes disminuyeron significativamente la concentracion de 17f3-
estradiol en comparacion con los ratones intactos infectados tratados con vehiculo.
Los grupos de machos intactos tratados con 173-estradiol presentaron una mayor
concentracion de 173-estradiol que las hembras intactas tratadas con 173-estradiol
lo que evidencié dimorfismo sexual (Figura 12A).

Interesantemente, la gonadectomia incremento la concentracidn de testosterona en
machos y hembras infectadas o no, mientras que administrar 173-estradiol a los
ratones intactos no infectados no modificé la concentracion de testosterona.
Finalmente, la administracion de 17f-estradiol a los ratones Gx no modificé la
concentracion de testosterona en comparacion con los ratones Gx tratados con

vehiculo (Figura 12B).
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Figura 12. Efecto de administrar estradiol sobre la concentracién de estradiol y testosterona
en el suero de ratones infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones CBA/Ca machos o
hembras se separaron en 4 grupos: Grupo 1 ratones que unicamente recibieron vehiculo (Vehiculo);
Grupo 2 ratones que se gonadectomizaron y recibieron el vehiculo (Gx Vehiculo), Grupo 3 ratones
intactos que recibieron 17p-estradiol (Estradiol); Grupo 4 ratones que se gonadectomizaron y
recibieron 17p3-estradiol (Gx Estradiol). Los grupos se infectaron con P. berghei ANKA y como control
se utilizé un grupo sin infeccion de cada sexo. Los ratones infectados se sacrificaron en el dia 8 post-
infeccion, se les extrajo el suero y se cuantifico la concentracion de testosterona libre en suero por
medio de la técnica de ELISA. Se realiz6 una ANOVA de una via y posteriormente la prueba de
Tukey, las lineas sobre los histogramas representan diferencias significativas (P<0.05), n infectados
=7 y n no infectados=5.
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7.10 Efecto de la testosterona sobre la parasitemia

Debido a que la testosterona tiene actividad supresora (129), también se estudi6 el
efecto de la testosterona ya que es el principal esteroide sexual en los machos sobre
las mismas variables que analizamos para el 173-estradiol.

La administracion de testosterona a hembras y a machos intactos no modificé la
parasitemia (Figura 13A). Administrar testosterona a los machos Gx disminuy6 la
parasitemia el dia 6 post-infeccién e incremento la parasitemia los dias 7 y 8 post-
infeccidn en comparacién con los machos Gx tratados con vehiculo (Figura 13C).
En las hembras disminuyd la parasitemia los dias 6 y 8 post-infeccion en

comparacion con las hembras Gx tratadas con vehiculo (Figura 13D).
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Figura 13. Efecto de la testosterona sobre la parasitemia de ratones machos y hembras
infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones CBA/Ca machos o0 hembras se separaron en
4 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente recibieron vehiculo (V); Grupo 2 ratones que se
gonadectomizaron y recibieron el vehiculo (GxV), Grupo 3 ratones intactos que recibieron
testosterona (T); Grupo 4 ratones que se gonadectomizaron y recibieron testosterona (GxT). Los
grupos se infectaron con P. berghei ANKA y a partir del dia 3 post-infeccion se evalu6 la parasitemia.
Para el analisis se realizé una ANOVA de dos vias y la prueba de Bonferroni estadistico (P<0.05). El
simbolo * representa diferencia estadistica entre grupos, n=7.
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7.11 Efecto de la testosterona sobre la expresion de IFN-y en bazo y cerebro
de ratones infectados con P. berghei ANKA

La infeccion no modificd la expresion de IFN-y en el bazo de machos y hembras
intactos (Figura 14A). La gonadectomia incremento la expresion de INF-y en el bazo
de los machos y hembras no infectados en comparacién con los machos y hembras
intactos no infectados. Las hembras Gx intactas tratadas con vehiculo no infectadas
tuvieron una mayor expresion relativa de IFN-y en comparacion a los machos Gx
intactos tratados con vehiculo lo que evidencia el dimorfismo sexual (Figura 14A).
Administrar testosterona a las hembras Gx no infectados incrementé la expresion
de RNAm que codifica para IFN-y en comparacion a las hembras Gx tratadas con
vehiculo. La infeccion disminuyo la expresion de IFN-y en machos y hembras Gx
tratados con vehiculo o testosterona, asi como en las hembras intactas. Administrar
testosterona a las hembras y machos Gx no reconstituy6 la expresion de IFN-y
(Figura 14A).

En el cerebro, la gonadectomia incrementd la expresion de INF-y de las hembras
no infectadas. Las hembras Gx tratadas con vehiculo o con testosterona no
infectadas presentaron una mayor expresion de IFN-y en cerebro respecto a los
machos Gx tratados con vehiculo o testosterona no infectados, lo que evidencia la

existencia del dimorfismo sexual (Figura 14B).

La infeccion en las hembras Gx disminuyo la expresion de IFN-y, mientras que en
los machos la incrementd (Figura14B). La administracién de testosterona a las
hembras intactas o Gx no infectadas incrementé la expresion de INF-y en cerebro

en comparacion con las hembras intactas o Gx tratadas con vehiculo. (Figura 14B).

La administracion de testosterona a los machos intactos e infectados incremento la
expresion de IFN-y en el cerebro en comparacion a los machos intactos e infectados
que recibieron vehiculo (Figura 14B). Interesantemente, la infeccion en las hembras
Gx reconstituidas con testosterona disminuyd la expresion relativa de IFN-y en
comparacion con las hembras Gx no infectadas Gx reconstituidas con testosterona.

Las hembras Gx tratadas con testosterona e infectadas presentaron una mayor
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expresion de IFN-y en comparacién con los machos Gx tratados con estradiol e

infectados, lo que demuestra la existencia de dimorfismo sexual (Figura 14B).
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Figura 14. Efecto de la testosterona sobre la expresion relativa de RNAm que codifica para
INF-y en bazo y cerebro de ratones hembras y machos infectados con P. berghei ANKA.
Grupos de ratones CBA/Ca machos o hembras se separaron en 4 grupos: Grupo 1 ratones que
unicamente recibieron vehiculo (Vehiculo); Grupo 2 ratones que se gonadectomizaron y recibieron
el vehiculo (Gx/vehiculo), Grupo 3 ratones intactos que recibieron testosterona (Testosterona);
Grupo 4 ratones que se gonadectomizaron y recibieron testosterona (Gx/testosterona). Los grupos
se infectaron con P. berghei ANKA y como control se utilizé un grupo sin infeccion. Los ratones
infectados se sacrificaron el dia 8 post-infeccion y se extrajeron los tejidos de bazo y cerebro, se les
aislé6 RNAm el cual se retrotranscribié y el DNA complementario obtenido se amplificé para el gen
INF-y mediante PCR tiempo real. En (A) se muestra la expresion relativa de RNAm que codifica para
INF-y con relacion a la expresién de B-actina en bazo y en (B) de cerebro. Se realizé6 una ANOVA de
una via y posteriormente la prueba de Tukey, las lineas sobre los histogramas representan
diferencias significativas (P<0.05) n infectados =7 y n no infectados=5.
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7.12 Efecto de la testosterona sobre la concentracion de IFN-y en suero

Para determinar si administrar testosterona modifica la concentraciéon de IFN-y en
suero en los ratones infectados con P. berghei ANKA, cuantificamos su
concentracion sérica en todos los grupos estudiados.

La infeccion con P. berghei ANKA incrementé la concentracién de INF-y en suero
de machos y hembras intactos y gonadectomizados, sin embargo, el aumento solo
fue significativo en las hembras (Figura 15). La gonadectomia no modificé la
concentracion de IFN-y en los grupos de ratones no infectados. La administracion
de testosterona a las hembras intactas infectadas disminuyo la concentracién de
IFN-y en comparacion con las hembras intactas e infectadas tratadas con vehiculo
La administracién de testosterona a machos Gx e infectados incremento la

expresion de IFN-y en comparacion a machos Gx tratados con vehiculo (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de la testosterona sobre la concentracién de INF-y en suero de ratones
machos y hembras infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones CBA/Ca machos o
hembras se separaron en 4 grupos: Grupo 1 ratones que unicamente recibieron vehiculo (Vehiculo);
Grupo 2 ratones que se gonadectomizaron y recibieron el vehiculo (Gx/vehiculo), Grupo 3 ratones
intactos que recibieron testosterona (Testosterona); Grupo 4 ratones que se gonadectomizaron y
recibieron testosterona (Gx/testosterona). Los grupos se infectaron con P. berghei ANKA y se
utilizaron como controles los respectivos grupos de ratones en las mismas condiciones sin infeccion.
Los ratones infectados se sacrificaron en el dia 8 post-infeccion, se les extrajo el suero y se cuantifico
la concentracion de INF-y por medio de citometria de flujo. Las barras azules representan a los
grupos de ratones machos y las barras rosas a los grupos de ratones hembras. Se realizdé una
ANOVA de una via y posteriormente la prueba de Tukey, las lineas sobre los histogramas
representan diferencias significativas (P<0.05), n infectados =7 y n no infectados=5.
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7.13 Efecto de la testosterona en la expresion de mRNA TNF-a en bazo y
cerebro de ratones infectados con P. berghei ANKA

La infeccidn de las hembras y machos intactos no incremento la expresion de TNF-
a en el bazo. La gonadectomia incremento la expresion de TNF-a en el bazo de los
ratones sin infeccion. Los machos Gx tratados con vehiculo sin infeccion
presentaron una mayor expresion de TNF-a en el bazo respecto a las hembras Gx
tratadas con vehiculo sin infeccion (Figura 16A).

La infeccion en los ratones Gx disminuy6 la expresion de TNF-a unicamente en los
machos. La administracién de testosterona a las hembras Gx e infectadas
disminuyd la expresién de TNF-o en comparacion con las hembras Gx tratadas con

vehiculo e infectadas (Figura 16A).

En el cerebro la infeccidn no modificé la expresion de TNF-a en los ratones intactos.
Sin embargo, la infeccion de los ratones machos Gx aumento significativamente la
expresion de TNF-a en el cerebro. Los machos Gx tratados con vehiculo o
testosterona e infectados presentaron una mayor expresion de TNF-a en
comparacion con las hembras Gx tratadas con vehiculo o testosterona e infectadas,

lo que es una evidencia del dimorfismo sexual (Figura 16A y 16B respectivamente).

La administracién de testosterona a los machos Gx infectados disminuy6 la
expresion de TNF-a en cerebro en comparacion con los machos Gx infectados
tratados con vehiculo (Figura 16B).
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Figura 16. Efecto de la testosterona sobre la expresion relativa de RNAm que codifica para
TNF-a en bazo y cerebro de ratones hembras y machos infectados con P. berghei ANKA.
Grupos de ratones CBA/Ca machos o hembras se separaron en 4 grupos: Grupo 1 ratones que
Uunicamente recibieron vehiculo (vehiculo); Grupo 2 ratones que se gonadectomizaron y recibieron
el vehiculo (Gx/vehiculo), Grupo 3 ratones intactos que recibieron testosterona (Testosterona);
Grupo 4 ratones que se gonadectomizaron y recibieron testosterona (Gx/ testosterona). Los grupos
se infectaron con P. berghei ANKA y como control se utilizé un grupo sin infeccién para cada sexo.
Los ratones infectados se sacrificaron al 8° dia post-infeccion y se obtuvieron los tejidos de bazo y
cerebro alos que se les extrajo el RNAm el cual se retrotranscribio y el DNA complementario obtenido
se amplifico para el gen TNF-a mediante PCR tiempo real. En (A) se muestra la expresion relativa
de RNAm que codifica para TNF-a en bazo y en (B) en cerebro con relacion a la expresion de B-
actina. Se realizé una ANOVA de una via y posteriormente la prueba de Tukey, las lineas sobre los
histogramas representan diferencias estadisticamente significativas (P<0.05), n infectados =7 y n no
infectados=5.
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7.14 Efecto de la testosterona sobre la concentracién de TNF-a en suero

La infeccion en machos y hembras intactos incremento la concentracion de TNF-a
en suero en comparacion con los machos y hembras sin infeccion (Figura 16). La
gonadectomia disminuyé la concentracion de TNF-a en las hembras intactas. La
administracion de testosterona a machos y hembras intactos no modificd la
concentracion de TNF-a en suero en comparacién a machos y hembras tratados
con vehiculo (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la testosterona sobre la concentracién de TNF-a en suero de ratones
infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones CBA/Ca machos y hembras se separaron en
4 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente recibieron vehiculo (Vehiculo); Grupo 2 ratones que se
gonadectomizaron y recibieron vehiculo (Gx/vehiculo); Grupo 3 ratones intactos que recibieron
testosterona (Testosterona); Grupo 4 ratones que se gonadectomizaron y que recibieron
testosterona (Gx/testosterona). Los ratones infectados se sacrificaron en el dia 8 post-infeccién, se
les extrajo el suero y se cuantifico la concentracion de TNF-a por citometria de flujo. Las barras
azules representan a los grupos de ratones machos y las barras rosas a los grupos de ratones
hembras. Se realizé una ANOVA de una via y posteriormente la prueba de Tukey, las lineas sobre
los histogramas representan diferencias significativas (P<0.05), n infectados =7 y n no infectados=5.

7.15 Efecto de la administracion testosterona sobre la concentracion de IgG
totales e IgM en suero

Los ratones Gx presentaron una menor concentracion de I1gG e IgM en comparacion
con los ratones intactos (Figura 17A y 17B). Administrar testosterona no modifico la
concentracion de IgG o IgM en los ratones machos y hembras intactos en

comparacion con los grupos tratados con vehiculo.
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Figura 17. Efecto de administrar testosterona sobre la concentraciéon de anticuerpos IgG e
IgM en suero de ratones infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones CBA/Ca machos y
hembras se separaron en 6 grupos: Grupo 1, ratones que recibieron vehiculo (Vehiculo); Grupo 2
ratones que se gonadectomizaron, recibieron el vehiculo (Gx vehiculo); Grupo 3 ratones intactos que
recibieron testosterona (Testosterona) y Grupo 4 ratones que se gonadectomizaron y que recibieron
testosterona (Gx testosterona); adicionalmente incluimos un grupo control positivo correspondiente
a suero hiperinmune. Los ratones infectados se sacrificaron en el dia 8 post-infeccion, se les extrajo
el suero y se cuantificd la concentraciéon de IgG totales e IgM en suero por medio de la técnica de
ELISA. Se realizé una ANOVA de una via y posteriormente la prueba de Tukey, las lineas sobre los
histogramas representan diferencias significativas (P<0.05), n=7.
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7.16 Efecto de administrar testosterona sobre la concentraciéon de esteroides
sexuales en suero

La infeccion no modifico la concentracion de testosterona en machos y hembras. La
administracion de testosterona a los ratones Gx incrementd su concentracion en
suero en ambos sexos en comparaciéon con los ratones Gx tratados con vehiculo
(Figura 18A).

La gonadectomia disminuyo la concentracion de 17p-estradiol en machos vy
hembras. Administrar testosterona a las hembras intactas infectadas o sin infeccion
no modificdé la concentracién de estradiol respecto a las hembras tratadas con
vehiculo. Interesantemente, la administracion de testosterona en los machos
intactos infectados disminuy6 la concentracion de 17p-estradiol en comparaciéon a

los machos intactos infectados administrados con testosterona (Figura 18B).

La reconstitucion con testosterona de los ratones Gx no modificd la concentracion
de 17pB-estradiol en comparacion de los ratones Gx tratados con vehiculo (Figura
18A).
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Figura 18. Efecto de administrar testosterona sobre la concentracién de testosterona y
estradiol en suero de ratones infectados con P. berghei ANKA. Grupos de ratones CBA/Ca
machos o hembras se separaron en 4 grupos: Grupo 1 ratones que Unicamente recibieron vehiculo
(Vehiculo); Grupo 2 ratones que se gonadectomizaron y recibieron el vehiculo (Gx vehiculo), Grupo
3 ratones intactos que recibieron testosterona (Testosterona); Grupo 4 ratones que se
gonadectomizaron y recibieron testosterona (Gx testosterona). Los grupos se infectaron con P.
berghei ANKA y como control se contd con un grupo sin infeccion. Los ratones infectados se
sacrificaron en el dia 8 post-infeccidn, ¥ se les extrajo el suero y se cuantifico la concentracion de
testosterona libre en suero por medio de la técnica de ELISA. Se realizé una ANOVA de una via 'y
posteriormente la prueba de Tukey, las lineas sobre los histogramas representan diferencias
significativas (P<0.05), n infectados =7 y n no infectados=5.
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8 Discusion

En este trabajo estudiamos si el 173-estradiol y la testosterona son responsables
del dimorfismo sexual en malaria. Para ello reconstituimos ratones Gx unicamente
con 17B-estradiol o con testosterona, ademas administramos esos esteroides a
ratones intactos machos y hembras y analizamos su efecto sobre la expresion de
INF-y y TNF-a en el bazo y cerebro de ratones infectados con P. berghei ANKA.
Ambas citocinas estan involucradas directamente en la eliminacion del parasito y en

la patologia de la enfermedad (80).

Administrar 17B-estradiol a las hembras Gx disminuyé la parasitemia en
comparacion con las hembras Gx tratadas con vehiculo (Figura 6), lo anterior
sugiere que el 17B-estradiol participa en los mecanismos de eliminacién del
parasito. Probablemente el 17B-estradiol favorecié el desarrollo y la respuesta de
las células dendriticas lo que activo a las células T CD4+ (130) y por lo tanto a los
macrofagos via las citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y como lo describe
Riches et al (131).

Se ha descrito que el 173-estradiol aumenta la actividad de las células T CD4+ y
NK, ambas estirpes celulares sintetizan IFN-y, que aumenta la actividad citotoxica
de las células NK y la fagocitosis de los macrofagos (132) lo que probablemente

promovio la eliminacién del parasito.

La administracion de 17p-estradiol a las hembras Gx incrementd la expresion de
IFN-y en cerebro en comparacion con las hembras Gx tratadas con vehiculo lo que

demuestra su participacion en la expresion de IFN-y.

Administrar 173-estradiol a las hembras intactas infectadas no modifico la expresion
de IFN-y en bazo, probablemente el 17B-estradiol presente en las hembras intactas
compite por la unidn a los receptores para estréogenos con el 17B-estradiol

administrado.

Las diferencias en la expresion de IFN-y entre las hembras Gx reconstituidas con

17B-estradiol y las hembras intactas (Figura 7B) pueden deberse a que la expresion
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de esta citocina es diferente en cada tejido. Ademas, en las génadas se sintetizan
otras hormonas como la progesterona que suprimen la expresion de IFN-y a través

de inducir la hipermetilacion del gen (91).

El 17B-estradiol disminuy6 la expresion de IFN-y en cerebro de los machos Gx
respecto los grupos tratados con vehiculo, una explicacion es que el 173-estradiol
inhiba la actividad de P65 un factor de transcripcién pro-inflamatorio como lo
describe Ghisletti S et al. (133).

El 17B-estradiol incrementd la expresion de IFN-y en el cerebro de los machos
intactos (Figura 7B), una posible explicacion es que el 17B-estradiol potencie el

incremento de la respuesta inmune en el cerebro como lo describe Soucy G et al.
(134).

El 17B-estradiol modulé la respuesta proinflamatoria de los machos, sin embargo,
el efecto del 17B-estradiol difiri6 entre ambos sexos lo que podria explicar al menos

en parte el dimorfismo sexual en malaria.

Dado que la expresion del RNA mensajero que codifica para un gen no
necesariamente refleja la concentracion de la proteina en circulacion, cuantificamos

la concentracién de IFN-y en el suero de todos los grupos tratados con 173-estradiol

Interesantemente, los resultados de expresion de IFN-y (Figura 7) corresponden con
la concentracion de esta citocina en suero (Figura 8). Sin embargo, el reconstituir a
las hembras Gx unicamente con 17p-estradiol incrementd significativamente la
expresion de IFN-y en el cerebro (Figura 7B) diferencia que no se detectd en la
concentracion sérica en el grupo de hembras Gx. Una probable explicacion es que
la sintesis de IFN-y también este bajo la regulacion de otras hormonas producidas
en las gbnadas como progesterona (135). Otra posibilidad es que el 173-estradiol

modula de forma distinta la sintesis de IFN-y en cada tejido (136).

El administrar 173-estradiol disminuyo la concentracion de IFN-y en las hembras

intactas. Una probable explicacion es que los factores de transcripcion como NF-kB
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involucrados en la sintesis de IFN-y disminuyen como consecuencia del incremento

de 17B-estradiol (137).

Los resultados de la concentraciéon de IFN-y en suero contrastan con los de
expresion de RNA mensajero en el bazo porque la infeccion no incrementd la
expresion de IFN-y en los ratones intactos o gonadectomizados. Es probable que
en el dia 8 post-infeccion se haya suprimido la expresion de RNAm que codifica
para IFN-y debido a la accién de mecanismos reguladores que suprimen su
expresion una vez que se alcanzoé una elevada concentracion de la proteina como

lo describen Hodge et al. (138).

La administracion de 17B-estradiol a las hembras intactas o Gx no modificé la
expresion de TNF-a de bazo ni de cerebro. Por el contrario, el administrar 17(3-
estradiol incrementd la expresion de TNF-a en cerebro de los machos

gonadectomizados, lo que contrasta con sus propiedades anti-inflamatorias (139).

La expresion de TNF-a en cerebro fue significativamente mayor en los machos que
en las hembras (Figura 8B), lo que corrobora el dimorfismo sexual y ese incremento
podria al menos en parte explicar la mayor mortalidad de los machos con respecto
a las hembras, dado que el incremento de TNF-a esta asociado con el desarrollo

de malaria cerebral (128).

Debido a que la expresion de RNA mensajero no necesariamente corresponde con
la concentracion de la proteina (140) se cuantificd la concentracion de TNF-a en el

suero de los ratones de todos los grupos estudiados.

La administracién de 17B-estradiol modulé negativamente la concentracion de TNF-
a en suero en las hembras intactas infectadas, lo que evidencié el dimorfismo
sexual, lo que corrobora lo descrito por Pacifici R. et al quienes reportaron que el
17B-estradiol disminuye la sintesis de TNF-a (65). Una posible explicacién es que
el 17B-estradiol incrementa la expresion del receptor TNF1 como lo describe

Zaldivar V. et al. (141) lo que disminuiria la concentracién de TNF-a libre en suero.
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La concentracién de TNF-a en suero de los grupos intactos difiere con la expresiéon
génica de TNF-a en bazo, una posible explicacién son los cambios en el
procesamiento post-transcripcional como la proteina TTP implicada en la estabilidad

del RNAm que codifica para TNF-a o la regulacién de la via de MAPK (140).

Debido a que los anticuerpos especificos contra el parasito son responsables de
completar la eliminacion del Plasmodium, en este trabajo analizamos el efecto del

17B-estradiol sobre la concentracion de anticuerpos 1gG e IgM

La gonadectomia de machos y hembras disminuyd significativamente la
concentracion de IgG en suero en ambos sexos, este hallazgo sugiere que las

hormonas que se producen en las gbnadas modulan la sintesis de anticuerpos.

La disminucién de la concentracion de anticuerpos IgG en ausencia de génadas
contrasta con los antecedentes de nuestro grupo de investigacion donde la
gonadectomia en hembras incrementé la concentracion de IgG totales (120). Una
posible explicacion es que el experimento anterior se tomé la muestra de suero el
dia 9 post infeccidn y en este experimento fue el dia 8, o que pudo haber generado
mayor estimulacion antigénica en el primer experimento que en el presente trabajo.
Otra explicacion podria ser que en el presente experimento los ratones Gx
presentaron una menor concentracion de IL-10 que en nuestros antecedentes
(resultado no mostrado), y la IL-10 favorece la diferenciacion de células B a células

plasmaticas (142).

La administracion de 17p-estradiol no modifico la concentracion de IgG en suero en
el dia 8 post infeccidon. El incremento de la concentracion de IgM mediado por
estradiol en machos Gx corrobora los resultados de Erlandsson MC et al., quienes
describieron que el estradiol es necesario para la sintesis de anticuerpos IgM (143),
el 17B3-estradiol promueve la maduracion de células B (62). Una posible explicaciéon

es que el 17B3-estradiol afecta de manera diferente a ambos sexos.

La disminucion de IgM mediada por el estradiol podria agravar la enfermedad, ya
que la IgM incrementa la generacion de células inmunes de memoria contra
Plasmodium (106).
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Debido a que las concentraciones de esteroides sexuales estan sumamente
reguladas en el organismo (144), en este trabajo cuantificamos la concentracion de

17B-estradiol libre en suero de todos los grupos de ratones estudiados

La administracion de 17B-estradiol a hembras intactas o Gx no modificé la
concentracion del esteroide en suero en las hembras intactas es probable que se
disparen mecanismos de regulacién negativa y se inhiba su sintesis (145), no
obstante este argumento no aplica a las hembras Gx ya que no producen el
esteroide en las gbénadas y administrarles 17B-estradiol no modificé su
concentracion, una probable explicacion es que el esteroide esté unido a sus
receptores y por ello no detectamos un incremento en su concentracion en el suero.
Por el contrario, la administracion 17B-estradiol modificé la expresion vy
concentracion en suero de las citocinas TNF-a e IFN-y. Lo anterior sugiere que,
aunque no encontramos cambios en la concentraciéon de estradiol efectivamente
existe una modulacién de 17B-estradiol sobre la respuesta pro-inflamatoria
especialmente en cerebro. Una posible explicacion a las diferencias es que la
concentracion de 17B-estradiol en cerebro puede diferir de la concentracion en 17(3-

estradiol suero como lo describen Hoyo et al. (146).

Contrario a lo esperado la administracidén de estradiol a machos intactos infectados
disminuyo la concentracion del estradiol en suero, una posible explicacion es que
administrar 173-estradiol provoque la activacion de mecanismos reguladores que
disminuyan la concentracién de 17(3-estradiol o bien que se una a sus receptores y

que entonces su concentracion libre en suero disminuya.

La testosterona es un esteroide que participa en la modulacién del sistema inmune
sin embargo su participacion en la respuesta inmune contra Plasmodium ha sido

poco estudiada.

La gonadectomia en los machos no modificé la parasitemia. Contrario a lo esperado,
las hembras Gx tratadas con testosterona disminuyeron su parasitemia respecto a
las hembras Gx que recibieron vehiculo (Figura 13D), una probable explicacién es
que la testosterona se transforme en 17B-estradiol (60) lo que podria contribuir a
una menor parasitemia ya que se ha reportado que la testosterona puede
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transformarse a 17B-estradiol en sitios extragonadales como el tejido adiposo el

bazo, el cerebro y glandulas suprarrenales (147).

Administrar testosterona indujo un incremento en la parasitemia de los machos Gx
en comparacién con los machos Gx tratados con vehiculo (Figura 13C) una
probable explicacion es que la testosterona genero inmunosupresion como lo
describen Lotter et al. (148) y confirma los resultados de Krucken, et al., quienes
describieron que la testosterona aumenta la mortalidad en ratones infectados con
Plasmodium chabaudi (125).

La gonadectomia en ratones machos incremento la expresion de IFN-y en cerebro
(Figura 13B) una posible explicacion es que al disminuir la sintesis de testosterona

disminuyeran sus propiedades inmunosupresoras (149).

La infeccion o la administracion de testosterona no modificaron la expresion de INF-
vy en bazo de los ratones infectados con P. berghei ANKA. Sin embargo, la
administracion de testosterona a las hembras no infectadas aumenté la expresion
de IFN-y en cerebro lo que sugiere que la testosterona modula la expresion de IFN-

vy diferencialmente de acuerdo con el tejido analizado.

La administracion de testosterona incremento la expresion de IFN-y en cerebro de
los machos intactos comparado con los machos tratados con vehiculo (Figura 14B)
lo que contrasta con lo descrito por Lotter H. et al quienes reportaron que la
testosterona suprime la sintesis de IFN-y (148). Dado que IFN-y en cerebro se
relaciona con las complicaciones como la MC (150) su incrementé explicaria en
parte el dimorfismo sexual y la mayor mortandad en los machos infectados con

Plasmodium.

Interesantemente, la administraciéon de testosterona a los machos intactos y la
gonadectomia no presentaron efectos contrarios sobre la expresion de IFN-y en
cerebro. Una explicacion es que los efectos de la testosterona en la respuesta
inmune del cerebro dependen de su concentracion tal como lo describen Tripathi et
al (151).
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Debido a que la expresion de RNAm y la concentracion de una proteina pueden no
corresponder, también cuantificamos la concentracion de IFN-y en suero. La
concentracion de IFN-y incrementd con la infeccidn, pero no modifico la expresiéon
de IFN-y en bazo, una posible explicacion es que la expresioén de IFN-y disminuyera
para evitar el dafo al organismo por la respuesta proinflamatoria (123). No obstante,
también se han descrito modificaciones en la concentracién de IFN-y sin que

detecten cambios relevantes en la expresion de IFN-y (138).

La administracion con testosterona a los machos Gx incrementd la concentracion
de IFN-y en suero lo que contrasta con su actividad inmunosupresora, una posible
explicacion es el incremento de la parasitemia en este grupo lo cual causaria un
incremento de IFN-y. El incrementd de la concentracion de IFN-y mediado por la
testosterona explicaria en parte la mayor mortandad del sexo masculino, ya que la
respuesta pro-inflamatoria puede incrementar la mortalidad en infecciones con
Plasmodium (152).

La administracion de testosterona a las hembras intactas e infectadas disminuyé la
expresion de IFN-y en comparacion con los grupos tratados con vehiculo lo que
confirma las propiedades antinflamatorias de la testosterona descritas por Lotter et
al (148).

La administracion de testosterona a las hembras Gx disminuyd la expresion de TNF-
a en bazo en comparacion con las hembras Gx tratadas con vehiculo (Figura 15A)
una posible explicacion es que la testosterona suprima la sintesis (153) asi como
inhiba la respuesta de los macréfagos (154) quienes son los principales productores
de TNF-a como lo describen Friedl et al. (154).

La administracién de testosterona a los machos Gx e infectados disminuyo la
expresion de TNF-a en cerebro, lo que contrasta con los estudios de Posma et al
quienes describieron que la testosterona a concentracion fisiolégica no afecta la
sintesis de TNF-a in vitro (74). Una posible explicacion es que la testosterona
disminuye la actividad de la microglia (células del cerebro que sintetizan TNF-a)

como lo describen Barreto G. et al. (155).
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Interesantemente, al comparar la expresion de machos y hembras infectados
encontramos que la expresién de TNF-a en cerebro fue mayor en machos que en
hembras lo que podria explicar al menos en parte la mayor mortalidad de los

machos, via el desarrollo de malaria cerebral (128).

Debido a que la expresion y la concentracidon de una proteina pueden variar
cuantificamos la concentracion de TNF-a en suero. La administracion con
testosterona a los ratones machos Gx no modificd la concentracion de TNF-a en
suero ni la expresion de TNF-a en bazo, pero si en cerebro. Debido a que la
testosterona solo tuvo efecto en cerebro es probable que la sintesis de TNF-a en

este tejido no modifique la concentracion de TNF-a en suero significativamente.

Una parte importante de la respuesta inmune son los anticuerpos IgG por lo anterior
analizamos el efecto de la testosterona sobre la concentracion de IgG e IgM en
suero. La gonadectomia en los machos disminuyo la concentracidon de anticuerpos
IgG e IgM (Figura 18A y 18B) lo que demuestra que las hormonas sexuales
masculinas intervienen en modular la sintesis de anticuerpos contra Plasmodium y
contrasta con los estudios de Eidinger D. et al quienes reportaron que la

gonadectomia en machos inmunizados incrementa la concentracion de IgM (156).,

Ese resultado podria deberse a la concentracion de hormonas sexuales en suero
por lo que para conocer si la administracion de testosterona modificaba la
concentracion sérica de esteroides cuantificamos la concentracion de testosterona
y estradiol en suero, encontramos que la administracién de testosterona a los
ratones intactos y Gx incrementd su concentracion en comparacion con los grupos
tratados con vehiculo (Figura 19), la concentracion de testosterona en ratones Gx
infectados fue mayor que en los ratones intactos. Dado que la testosterona posee
propiedades inmunosupresoras podria disminuir la sintesis de anticuerpos IgG
como lo describieron Kanda et al (76), lo que explicaria la razén de que los grupos

de ratones Gx presentaron una menor concentracion de anticuerpos IgG.
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9 Conclusiones

El 17B-estradiol disminuyo la concentracion de TNF-a e IFN-y en suero en hembras
intactas, mientras que en las hembras Gx favorecio la expresiéon de IFN-y en cerebro
y la eliminaciéon del parasito. En los machos Gx el 17B-estradiol promovié la

expresion TNF-a en el cerebro.

La testosterona incremento la expresidon de IFN-y en cerebro en los machos intactos,
mientras que en los machos Gx la testosterona incrementé la parasitemia, la mayor

concentracion de INF-y en suero y estimuld la disminucion de TNF-a en bazo.

17B-estradiol moduld la expresion de TNF-a e IFN-y en cerebro en ambos sexos lo

que podria indicar su gran relevancia en el dimorfismo sexual.

11 Perspectivas del trabajo

Analizar el efecto del 17p3-estradiol y de la testosterona sobre: a) las citocinas anti-
inflamatorias IL-10 y TGF-B, b) cuantificar la expresion de los receptores de
estrogenos y androgenos en bazo y cerebro, c) evaluar el efecto del 173-estradiol y
la testosterona sobre las poblaciones de linfocitos T, B, células NK y macrofagos en
el bazo para asi conocer el efecto de ambas hormonas sobre la respuesta inmune

contra Plasmodium.
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