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1 RESUMEN

La malaria, ocasionada por el protozoario Plasmodium, es la enfermedad parasitaria
que causa el mayor numero de muertes en el mundo. Los principales sintomas son
pérdida de peso, anemia, inflamacién de higado y bazo, en los casos mas graves,
malaria cerebral. Todos los sintomas se asocian con la respuesta inmune y la
concentracion de las citocinas pro- y anti- inflamatorias. La sintomatologia y la
mortalidad son mayores en los hombres que en las mujeres, es decir es una
enfermedad dimérfica, lo que sugiere la participacion de las hormonas sexuales. En
nuestro grupo de investigacion se demostréo previamente que disminuir la
concentracion de estradiol mediante gonadectomia incrementa la parasitemia de
ratones hembra, pero al reconstituir a las hembras gonadectomizadas con 17[3-
estradiol, la parasitemia disminuye. Sin embargo, se desconocen los mecanismos
mediante los cuales los estrogenos regulan el proceso inflamatorio en malaria. Por
lo anterior, en este trabajo bloqueamos in vivo a los receptores de estrogenos en
ratones hembra y macho con tamoxifeno para evaluar su efecto sobre la
parasitemia, la hipotermia, la variacion de la masa corporal y la concentracion de
hemoglobina, causado por Plasmodium berghei ANKA. Ademas, evaluamos los
efectos del tamoxifeno sobre el indice esplénico y el numero de linfocitos CD3",
CD4*, CD8*, B220*, MAC-3* y CD16%/32* en el bazo (el 6rgano donde se elimina al
parasito). Finalmente, cuantificamos la concentracion plasmatica de IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-17, IFN-y y TNF-a en ratones hembra y macho infectados con este

parasito.

Administrar tamoxifeno a las hembras incrementé significativamente (p<0.05) la
parasitemia y disminuyd el porcentaje de linfocitos B220* en ambos sexos en
relacion con su grupo control (p<0.05). Ademas, disminuyé significativamente
(p<0.05) el numero de linfocitos CD8* y la concentracion plasmatica de IL-2, IL-6 e
IL-17 en las hembras infectadas, pero en contraste, el tamoxifeno incrementé el
nuamero de linfocitos CD8*, y la concentracion de IFN-y, TNF-a e IL-10 en los
machos infectados. Estos hallazgos sugieren que, aunque el tamoxifeno incrementé

la parasitemia en ambos sexos, el mecanismo es diferente en machos y hembras,



en las hembras pudo deberse a la disminucion en 5% de los linfocitos citotdxicos y
a la disminucion en la concentracion plasmatica de IL-2 (de 16pg/ml a 8 pg/ml) e IL-
6 (de 15pg/ml a 3 pg/ml), mientras que en machos incrementé el numero de
linfocitos T CD8" (aproximadamente un 5 %) junto con el incremento en la
concentracion plasmatica de IFN-y (de 90 pg/ml a casi 400 pg/ml), TNF-a (de 75
pg/ml a aproximadamente 600 pg/ml) e IL-10 (de 25 pg/ml a casi 500 pg/ml), por lo
que el tamoxifeno generd un efecto dimorfico en la respuesta inmune en malaria, lo
que sugiere que la participacion de los estrégenos es fundamental en la eliminacién
del parasito en ambos sexos aunque los mecanismos involucrados sean distintos.
Este trabajo permitié profundizar sobre la funcion de los estrégenos en la respuesta
inmune en malaria, lo que contribuye a comprender su papel de los estrogenos en
la respuesta inmune dimérfica en malaria. Finalmente, provee informacion para el
futuro desarrollo de estrategias terapéuticas mas eficientes y distintas para cada

SeXo.



2 ABSTRACT

Malaria, caused by Plasmodium protozoan, is the parasitic disease that causes the
highest number of deaths in the world. The main symptoms are weight loss, anemia,
inflammation of the liver and spleen, and in the most severe cases, cerebral malaria.
All symptoms have been associated with the immune response and the
concentration of pro- and anti-inflammatory cytokines. The symptomatology and
mortality are higher in men than in women, that is, it is a dimorphic disease, which

suggests the participation of sexual hormones.

In our research group, it was previously shown that lowering estradiol concentration
by gonadectomy increases parasitaemia in female mice, but reconstitution of
gonadectomized females with 17B-oestradiol decreases parasitaemia. However, the
mechanisms by which oestrogens regulate the inflammatory process in malaria are
unknown. Therefore, in this work we block oestrogen receptors in vivo with tamoxifen
in female and male mice to evaluate its effect on parasitaemia, hypothermia, body
mass variation and hemoglobin concentration, caused by infection with Plasmodium
berghei ANKA. In addition, we evaluated the effects of tamoxifen on the splenic index
and the number of CD3*, CD4*, CD8*, B220*, MAC-3", and CD16%/32* lymphocytes
in the spleen (the organ where the parasite is eliminated). Finally, we quantified the
plasma concentration of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y, and TNF-a in male and

female mice infected with this parasite.

Tamoxifen administration to females significantly increased (p<0.05) parasitaemia
and decreased the percentage of B220* lymphocytes in both sexes in relation to
their control group (p<0.05). In addition, the number of CD8* lymphocytes and the
plasma concentration of IL-2, IL-6 and IL-17 decreased significantly (p<0.05) in
infected females. In contrast, tamoxifen increased the number of CD8* lymphocytes,
and the concentration of IFN-y, TNF-a and IL-10 in infected males. These findings
suggest that, although tamoxifen increased parasitaemia in both sexes, the
mechanism is different in males and females, in females it could be due to a 5%
decrease in cytotoxic lymphocytes and a decrease in the plasma concentration of

IL-2 (from 16pg/ml to 8 pg/ml) and IL-6 (from 15pg/ml to 3 pg/ml), while in males it



increased the number of CD8* T lymphocytes (approximately 5%) together with the
increase in the Plasma concentration of IFN-y (from 90 pg/ml to about 400 pg/ml),
TNF-a (from 75 pg/ml to about 600 pg/ml), and IL-10 (from 25 pg/ml to about 500
pg/ml). /ml), so the immune response in malaria responds dimorphically to
tamoxifen, which suggests that the participation of estrogens is fundamental in the
elimination of the parasite in both sexes. This work allowed us to delve into the role
of estrogens in the immune response in malaria. In addition, it provides information
that helps to understand the role of estrogens in the dimorphic immune response in
malaria. Finally, it provides information for the future development of more efficient

and different therapeutic strategies for each sex.



3 INTRODUCCION

El paludismo o malaria es la parasitosis que provoca la mayor mortalidad en el
mundo; la Organizacion Mundial de la Salud report6é 421,000,000 de casos nuevos
y 627,000 muertes Unicamente en el afio 2021 (1). Africa, Sudamérica y el Sureste
de Asia, son las zonas mas afectadas. La enfermedad se manifiesta con fiebre,
anemia, disminucién en el peso, espleno y hepatomegalia y en los casos mas
graves malaria cerebral (2, 3), realizar el seguimiento de los sintomas es importante
ya que se relacionan directamente con la respuesta inmune. La hipotermia se asocia
con el aumento en la concentracion de TNF-a e IL-1B (4); ademas, el TNF-a también
produce pérdida de peso (5-7). Mientras que la anemia, es consecuencia de la
destruccion de los eritrocitos por el Plasmodium y de la activacién del sistema
inmunoldgico que genera anticuerpos que reconocen antigenos del parasito sobre
eritrocitos sanos y los elimina cuando se fija el complemento (8). Al incrementar la
carga parasitaria las células de la respuesta inmune de bazo proliferan lo que
promueve la inflamacion y como consecuencia el aumento del tamano del bazo
(esplenomegalia); el cual se cuantifica mediante el indice esplénico, que relaciona
el peso del bazo con el peso del ratéon (9) En la malaria, las mujeres desarrollan
sintomas menos graves y presentan menor mortalidad que los hombres, lo que

sugiere diferencias en la respuesta inmune reguladas por los esteroides sexuales.

En nuestro grupo de investigacion documentamos que disminuir la concentracion
de hormonas sexuales mediante gonadectomia en ratones hembra incrementa
significativamente la parasitemia, el numero de linfocitos T CD3" y de linfocitos
CD19* en el bazo; ademas, aumenta la concentraciéon de anticuerpos especificos
contra Plasmodium de tipo IgG1 e IgG2b, lo que incrementa la concentracién de
anticuerpos IgG totales exclusivamente en las hembras. La gonadectomia también
incrementa la concentracion de TNF-q, IL-6 e IL-10 en el plasma. En contraste, en
los machos la gonadectomia incrementd la parasitemia, aumentd el numero de
macrofagos y disminuyo el porcentaje de las células NK en el bazo sin afectar la
sintesis de anticuerpos (10). En general, los efectos de la gonadectomia son mas

evidentes en las hembras, lo que sugiere que las hormonas sexuales que se



sintetizan en las goénadas en hembras, entre ellas los estrogenos favorecen la
eliminacion de Plasmodium. Para demostrar la participacion de los estrégenos en la
respuesta inmune frente al Plasmodium y para comprender su contribucién en el
dimorfismo sexual en malaria es necesario emplear una estrategia dirigida
exclusivamente a los estrogenos, por lo anterior, en este trabajo se administro
tamoxifeno, un reconocido bloqueador de los receptores de estrogenos (ER-a 'y ER-
B), utilizado ampliamente en el tratamiento del cancer de mama estrogeno
dependiente (11). Al bloquear la interaccion de los estrogenos con sus receptores
se interfiere con su funcién. El tamoxifeno se administré a ratones CBA/Ca hembra
y macho que se infectaron con P. berghei ANKA y se analiz6 el efecto sobre: la
parasitemia, el cuadro clinico y la respuesta inmune. Para evaluar el cuadro clinico
analizamos: la pérdida de peso, la disminucidén en la temperatura corporal y la
concentracion de hemoglobina (medida indirecta de la anemia); para evaluar la
respuesta inmune cuantificamos: el indice esplénico que es una medida de la
estimulacion antigénica e inflamacién en el bazo, determinamos las poblaciones
celulares también en bazo: linfocitos T CD3*, CD4*, CD8*, linfocitos B 2207,
macréfagos (Mac-3*) y células NK (CD16%/32%); finalmente, cuantificamos la
concentracion en plasma de las citocinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y y TNF-

a.



4 ANTECEDENTES
4.1 Malaria

La malaria o paludismo es la parasitosis que ocasiona la mayor mortalidad en el
mundo; de acuerdo con la OMS en 2020 se presentaron 421,000,000 casos y
627,000 decesos (1). El protozoario Plasmodium es el parasito que origina la
enfermedad (1). A continuacion, se representa el ciclo biolégico simplificado de

Plasmodium (Figura 1).

Dentro del

mosquito \
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Figura 1. Ciclo biolégico de Plasmodium sp. El ciclo comienza cuando el mosquito Anopheles
hembra pica al humano, e inocula esporozoitos de Plasmodium, que migran por el torrente
sanguineo hasta el higado (fase hepatica), infectan a los hepatocitos en donde se multiplican y se
transforman en merozoitos que se liberan al torrente sanguineo. Los merozoitos invaden a los
eritrocitos (fase sanguinea o eritrocitica). Dentro de los eritrocitos el parasito madura y se multiplica
asexualmente, rompe al eritrocito infectado y se libera a circulacién, lo que facilita que se infecten
otros eritrocitos. Algunos de esos merozoitos se transforman en trofozoitos y otros en gametocitos
que es la forma infectiva para el mosquito, quien al alimentarse de sangre se infecta. En el estomago
del mosquito se lleva a cabo la reproduccién sexual, que resulta de la fusion de los gametocitos
femenino y masculino lo que conduce a la formacién del ooquineto y después a un ooquiste entre el
epitelio y la ldmina basal de mosquito, en donde se forman esporozoitos que migran a las glandulas
salivales e inician el ciclo nuevamente. Modificado de Mokgethi Morule 2016 (12).



En este trabajo estudiamos la respuesta inmune durante la fase sanguinea del ciclo
biolégico, ya que es en esta fase donde se produce la esplenomegalia, la
hipotermia, la pérdida de peso y la anemia debido a la activacion del sistema inmune
(13, 14), dado que los eritrocitos parasitados arriban al bazo, el principal sitio de
eliminacion de parasito (15). Por lo anterior, se realizd el seguimiento de la
temperatura, el cambio en la masa corporal, la anemia y el indice esplénico, para
conocer la gravedad de la enfermedad en los diferentes grupos experimentales. A
continuacion, se describe la respuesta inmune durante la fase sanguinea de
Plasmodium para justificar los parametros de nuestro interés durante la

investigacion.

4.2 Respuestainmune en la fase sanguinea de la infeccién por Plasmodium

La fase sanguinea de Plasmodium induce los principales cambios en la respuesta
inmune, principalmente en el bazo (16). Los macrofagos y las células dendriticas
fagocitan a los eritrocitos parasitados, procesan sus antigenos y los presentan a los
linfocitos T virgenes en un contexto de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad de clase Il y moléculas coestimuladoras (16). El reconocimiento
de los antigenos del parasito presentado de esta forma activa a los linfocitos T. Este
proceso induce la proliferacion, diferenciacion y activaciéon de los linfocitos Th1, los
cuales sintetizan IL-2, IFN-y y TNF-q, citocinas que promueven la inflamacion (17)
y amplifican la respuesta inmune (18) y promueven la eliminacion del parasito (19-
21). En particular, la IL-2 es un factor de crecimiento y proliferacién que induce la
activacion de los linfocitos Th2, los cuales una vez activados secretan IL-4 e IL-6,
ambas citocinas son factores de diferenciacién y proliferacién de los linfocitos B que
promueven su transformacion a células plasmaticas productoras de anticuerpos.
Los anticuerpos son importantes para controlar la parasitemia ya que promueven la
fagocitosis (22), ademas de que al unirse al parasito evitan la invasién de nuevos
eritrocitos (23, 24). En malaria la proliferacién de los linfocitos T citotdxicos se asocia
con el incremento de la respuesta inmune, estas células secretan IFN-y que

promueve la fagocitosis (25). Ademas, los linfocitos T citotoxicos también sintetizan



IL-12, que a su vez activa a las células NK, quienes como producto de ese
reconocimiento sintetizan IFN-y (26). Adicionalmente, los macrofagos liberan éxido
nitrico (NO) (27) que promueve la liberacion de IFN-y por las células NK y T
citotdxicas. Las concentraciones elevadas de IFN-y y TNF-a inducen la secrecion
de IL-10 y del factor de crecimiento transformante B (TGF-B) en los linfocitos T
reguladores y en los linfocitos Th2, moléculas que regulan negativamente la
inflamacion (18). ElI IFN-y y el TNF-a promueven la fagocitosis y favorecen la
eliminacion de eritrocitos parasitados, paradojicamente, estas mismas citocinas se
asocian a anemia, pérdida de peso y fiebre (6, 17, 20, 28), por lo que realizar
seguimiento de la concentracion de estas citocinas aporta informacién para
comprender la regulacion de la respuesta inmune. Sin embargo, en esa regulacion
intervienen las hormonas sexuales ya que la enfermedad presenta un marcado

dimorfismo sexual, el cual se describe a continuacion.

4.3 Dimorfismo sexual en malaria

El dimorfismo sexual se define como la influencia que las hormonas sexuales
ejercen sobre un caracteristica en particular, lo que genera diferencias segun el
sexo (29). En este patron dimorfico las hormonas sexuales, es probable que los
estrégenos sean responsables de las principales diferencias fisiolégicas entre los
sexos; especialmente en la respuesta inmune, debido a que linfocitos T, linfocitos
B, macrofagos y células NK poseen receptores de estrogenos alfa y beta (ER-a y
ER-B). Como resultado de la interaccién de los estrogenos con sus receptores se
modula la expresién de diferentes genes involucrados en la inmunidad (30-33), esto
podria explicar que en malaria las mujeres desarrollan menor mortalidad y gravedad

en los sintomas que los hombres, es decir se presenta dimorfismo sexual (29).

En nuestro grupo de investigacion se describié que las hormonas sexuales
participan en la eliminacion del parasito al regular tanto el numero de células de la
respuesta inmune, como la expresion de las citocinas; demostramos que disminuir

la concentracion de hormonas sexuales mediante gonadectomia (proceso que



elimina el principal sitio de sintesis de las hormonas sexuales) afecta principalmente
a las hembras. Si bien, la parasitemia incrementa en ambos sexos; en las hembras,
incrementa el porcentaje de linfocitos CD3* y CD19* al mismo tiempo que disminuye
el numero de células NK, la expresién relativa de IFN-y y TNF-a (34). Ademas, la
reconstitucion de los ratones gonadectomizados con 17@-estradiol disminuye la
parasitemia de las hembras (35). Los hallazgos anteriores, en conjunto sugieren
que el 17B-estradiol participa de forma importante en el dimorfismo sexual en
malaria. Sin embargo, la gonadectomia al disminuir la concentracion de todas las
hormonas sexuales, no permite conocer la contribucion de cada esteroide al
dimorfismo sexual, por lo que es importante evaluar los mecanismos precisos que
expliquen la participacion de los estrogenos en el dimorfismo sexual de la respuesta

inmune en malaria.
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4.4 Estrogenos

Los estrégenos son: el estriol, la estrona y el 17B3-estradiol, el ultimo es el de mayor
actividad y mayor concentracion (36). Los ovarios son la principal fuente de
estrogenos y en menor cantidad el cerebro, tejido graso y las glandulas
suprarrenales (37). A continuacion, se esquematiza la sintesis de los estrogenos a

partir del colesterol en los ovarios y en las células de leydig (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de la sintesis de los estrogenos a partir del colesterol
en las células granulosas de ovario. Los niUmeros representan las enzimas que participan en las
sintesis de los esteroides: (1) 20-Hidroxilasa, (2) 22-Hidroxilasa, (3) 22-Desmolasa, (4) 170-
Hidroxilasa, (5) Desmolasa, (6) 17p-hidroxi esteroide hidrogenasa, (7) 3B-hidroxi esteroide
hidrogenasa, (8) Aromatasa, (9) 17(B-ol-deshidrogenasa, (10) 3B-ol-deshidrogenasa, (11) 17[3-
hidroxilasa, (12) Desmolasa, (13) 21-hidroxilasa, (14) 11B-hidroxilasa, (15) 5a-reductasa, (16) 17[3-
dehidrogenasa y (17) 16a-hidroxilasa. La sintesis esteroidea inicia con el colesterol, que se
transforma en pregnenolona y posteriormente en progesterona o 17-a hidroxipregnenolona. En las
mitocondrias, la 17-a hidroxipregnenolona se utiliza en la sintesis de dehidroepiandrosterona (DHEA)
precursor de androstenediol, ambas moléculas se convertiran en testosterona y estradiol en las
células granulosas y en las células de Leydig mediante la enzima aromatasa (38). Tomado y
modificado de Cook 2015 (39).
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Se ha demostrado que el sistema inmune y el sistema enddcrino se relacionan a
través de citocinas y hormonas ya que las células de la respuesta inmune poseen
receptores para andrégenos (AR) y para estrogenos (ER-a, ER-B y ER acoplado a
proteinas G de membrana), cuando interactuan con sus respectivos ligandos
promueven la activacion o diferenciacion de los linfocitos T, B y de las células NK
(30, 40-42); de tal forma que las hormonas sexuales regulan la sobrevida, la
apoptosis y la proliferaciéon de poblaciones celulares de la respuesta inmune ante
un reto antigénico, asi como promueven la sintesis de las citocinas antinflamatorias
y la sintesis de anticuerpos (43, 44). Es importante sefalar que el efecto de las
hormonas sexuales depende de la dosis y el resultado varia de acuerdo con la
estirpe celular. Generalmente, los estrégenos regulan las vias de sefalizacion NF-
kB, AKT, IP3, RAS y ERK (45, 46), vias que promueven la activacion y proliferaciéon
de los linfocitos B y T (30, 42), también disminuyen la actividad de las células NK
(47). La activacion de NF-kB se asocia con la sintesis de citocinas proinflamatorias
(48). Ademas, existen receptores de estrogenos que se ubican en la membrana
celular, acoplados a proteinas G (GPR30) que induce respuestas rapidas como la

liberacion de Ca?* (49).

Parte fundamental de los efectos de los estrégenos son su receptores, los cuales al
activarse inducen la activacion de los diferentes dominios (45). Es importante
conocer la funcion de los dominios de los ER, ya que en este trabajo se emplea la
estrategia de bloquear la interaccidn estrogenos-receptor con tamoxifeno, por lo que
a continuacion se describe brevemente la funcién de los dominios, la cual
corresponde con su nombre: a) es el dominio de activacion de la transcripcion (A/B),
es el primer dominio en responder a la unién con el ligando. b) es el dominio de
union al DNA (C), el cual favorece la interaccion entre el DNA y los elementos de
respuesta a estrégenos que estimulan la transcripcion de los genes. c) es el dominio
de unidn al ligando (E), lugar en donde el ligando se une al receptor. d) Posible sitio
de inhibicion de la dimerizacion (F) (50). Aunque la funcion entre los ER alfa y beta
es igual, el numero de aminoacidos es diferente entre cada isoforma como se

muestra a continuacion (Figura 3A), ademas se muestra la activacion de los ER
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citoplasmaticos y su activacion, asi como los ER de membrana y las vias de

senalizacion asociadas con la activacion de los receptores (Figura 3B).
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Figura 3A y 3B. Esquema de la estructura de los receptores de estrégenos y su activacién. A:
Representacion de los dominios de los ER y la diferencia en el nimero de aminoacidos en la isoforma
alfa y beta. Dominio A/B: activacion de transcripcion. C: dominio de unién al DNA. D: region bisagra.
E: dominio de union al ligando. F: posible lugar de inhibicion de la dimerizacién. La diferencia entre
el numero de aminoacidos posiblemente afecta la actividad de las células diana. B: Esquema de
activacion de los ER, los estrégenos interactiuan con los ER citoplasmaticos o de membra. En ambos
casos los estrégenos se unen al dominio E, lo que induce la dimerizacion y la activacién de los
dominios D y C, que muestran el dominio A/B para que pueda unirse al DNA y a los dominios de
respuesta a hormonas en el caso de los receptores citoplasmaticos, o inducir la activacion de
segundos mensajeros como PI3K cAMP, RAS o PLC en el caso de los receptores de membrana, en
ambos casos la sefal transloca al nucleo y los factores de transcripcion (TF) se activan o inhiben
dependiendo de la célula blanco. Tomado y modificado de Barron 2001 (51) Kondakova 2020 (52)
Kumar 2011 (53).
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4.4.1 Estrogenos en la respuesta inmune

Los estrogenos modulan las funciones reproductivas (54) y las inmunes, incluidas
la maduracién de las células NK o linfocitos B y la expresién de diversos genes
asociados con la respuesta inmune (55). Este ultimo caso se da gracias a que los
linfocitos T y B, los macréfagos y las células NK poseen receptores de estrogenos
(30, 41, 56, 57). En malaria los estrogenos se asocian principalmente a una
respuesta humoral (58), lo que promueve la eliminacion de eritrocitos parasitados
(24), no obstante, dado la gran diversidad de vias a las que los estrogenos se
encuentran asociadas es probable que participen en mas funciones de la respuesta
inmune contra Plasmodium, por lo que requieren diferentes estrategias para evaluar
su efecto, una de ellas es la gonadectomia que disminuye su concentracién al
eliminar el principal sitio de sintesis. La gonadectomia disminuye la concentracion
de INF-y, IL-2, IL-4 e IL-6 en el bazo de ratones BALB/c (29), lo que sugiere que los

estrogenos regulan la expresion de esas citocinas.

Otra estrategia es incrementar la concentracion de los estrégenos, el 173-estradiol
es el principal representante de los estrogenos, por lo que se emplea para
incrementar la concentracion de los estrogenos. El 17B-estradiol a altas
concentraciones (mayores de 5000 pg/mL) promueve la expresion de las citocinas
IL-2 e INF-y y disminuye la concentracion de TNF-a, mientras que a dosis bajas

tiene el efecto inverso (59).

Ademas, se evaluan los efectos del 173-estradiol in vitro en donde se demostré que
el 17B-estradiol disminuye la muerte por apoptosis inducida por TNF-a, a través de
la activacion de la proteina p-AKT (proteina cinasa B) en la ruta de senalizacion
PI3K (60); asimismo, disminuye la muerte celular mediada por la sefializacion de la
IL-1B8 en células de rata (44). El 17B-estradiol también estimula la proliferacién y la
diferenciacion de las células dendriticas, a través de la activacion de los factores de
transcripcion IRF 8 e IRF 1 (32). En contraste, se ha descrito que el tratamiento

continuo con 17B-estradiol disminuye la actividad de las células NK (61, 62).

En malaria, Benten y colaboradores demostraron que emplear tamoxifeno como

bloqueador de los receptores de estrogenos disminuye la sobrevida de ratones
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hembra (63, 64), pero en ese experimento no evaluaron otras variables de la
respuesta inmune, por lo que no se analizaron las causas del porque el tamoxifeno

incremento la parasitemia.

En nuestro grupo de investigacion, inicialmente empleamos la estrategia de
gonadectomia en ratones infectados con Plasmodium berghei ANKA, con la cual se
demostré que la disminucion de hormonas sexuales sintetizadas en las gonadas
incrementa la parasitemia y el indice esplénico; ademas, la gonadectomia moduld
la respuesta inmune al incrementar el numero de linfocitos T CD3*, CD8*, CD19", y
disminuir el numero de células NK, mientras que disminuyo la expresion relativa de
IFN-y y TNF-a (10). Posteriormente, evaluamos el efecto de reconstituir a ratones
hembra gonadectomizadas con 17B-estradiol, detectamos que la parasitemia
disminuyo significativamente el dia 8 post-infeccion (65). En conjunto, estos trabajos
sugieren que las hormonas sexuales que se sintetizan en las gébnadas modulan la
respuesta inmune en malaria; ademas, las hembras son mas susceptibles a la
gonadectomia que los machos, lo que nos llevé a direccionar la investigacion al
efecto de los estrégenos en malaria. Para ello, administramos tamoxifeno como lo
realizé Benten, pero evaluamos diferentes parametros de la respuesta inmune, asi
como su sintomatologia para entender los mecanismos que expliquen la
participacion de los estrogenos en el dimorfismo sexual en malaria. A continuacion,

se describiran algunas caracteristicas importantes del tamoxifeno.
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4.5 El tamoxifeno

El tamoxifeno es un farmaco constituido por tres anillos aromaticos y dos cadenas
laterales (Figura 4), estructura quimica similar a la de los estrogenos. El tamoxifeno
se une a los ER en la region de union al ligando e interfiere con la dimerizacién del
receptor, por lo que es un modulador selectivo de los receptores de estrogenos
(SERM’s), a continuacion se muestra la estructura del tamoxifeno y de los

estrogenos (Figura 4) (66).
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Figura 4 Comparacion de las estructuras quimicas del tamoxifeno, 17B-estradiol, estriol y
estrona. El tamoxifeno es un modulador selectivo de estrogenos de naturaleza no esteroidea que
imita la estructura de los estrogenos para unirse a lo ER y bloquear la unién de los estrogenos en
los ER. Sin embargo, gracias a esta similitud en algunos casos actia como agonista en células del
utero (67). Tomado y modificado de Wiseman 1994 (68).

El tamoxifeno ademas de bloquear la interaccién estrégenos-receptor, también
reduce la sintesis del 17-3 estradiol ya que disminuye la concentracion sérica de la
hormona luteinizante (LH) y de la prolactina, lo que sefializa para una menor
produccion de esta hormona en las células granulosas del ovario o en las células
de Leydig en los testiculos (69). Interesantemente, el tamoxifeno reduce la
expresion de los receptores nucleares para estrégenos (70). Se metaboliza en el
higado por el sistema enzimatico citocromo P450 (71). El tamoxifeno asi como sus

metabolitos se excretan principalmente por la orina (71). Ademas, sus principales
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metabolitos: el 4-hidroxi tamoxifeno y el N-dimetil tamoxifeno también bloquean la
interaccién de los estrégenos con su receptor (71, 72), por lo que el tamoxifeno se
utiliza como adyuvante en la terapia de cancer de mama estrogeno dependiente
(73, 74).

Desafortunadamente, el uso del tamoxifeno puede generar efectos adversos. El
endoxifeno induce hemodlisis de los eritrocitos humanos, la union del 4-hidroxi
tamoxifeno a las proteinas de membrana de los globulos rojos favorece la

permeabilidad de la membrana y su lisis (75).

Debido a que los estrogenos modulan la actividad de las células del sistema inmune,
el tamoxifeno se usé para estudiar su efecto en las parasitosis provocadas por
Leishmania, Tripanosoma y Taenia crassiceps (70, 76-79). Adicionar tamoxifeno a
cultivos in vitro disminuye el numero de tripanosomas viables, via la induccién de
apoptosis (80). En las infecciones provocadas por Leishmania amazonensis,
administrar tamoxifeno inhibe la sintesis de lipidos importantes para el parasito por
lo que muere (81). Ademas, induce la apoptosis de Leismania major in vitro (82).
También se demostré que tiene efecto sobre la leishmaniasis cutanea (83-85).
Adicionalmente, el tamoxifeno posee actividad cisticida contra Taenia, disminuye su
motilidad y reproduccion (86, 87). En malaria administrar tamoxifeno a ratones
hembra C57BI/10 infectados con P. chabaudi les incrementa la mortalidad (88). Por
el contrario, la adicién de tamoxifeno a la concentracion de 10 uM inhibe el

crecimiento intracelular de P. berghei ANKA en la linea celular hepatica Huh-17 (89).

En conjunto, estas caracteristicas y el estudio previo realizado por Benten (63)
justifican que el tamoxifeno sea el farmaco a emplear en este trabajo de
investigacion. Asi profundizaremos sobre el efecto de los estrégenos en malaria y

sobre su impacto en el dimorfismo sexual.
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5 PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

La malaria es la parasitosis que ocasiona la mayor mortalidad en el mundo. La
enfermedad presenta dimorfismo sexual ya que las mujeres desarrollan menor
gravedad en los sintomas y mortalidad que los hombres, lo que sugiere la
participacion protectora de los estrégenos en este fendmeno. En estudios previos
se demostro que la gonadectomia, incrementa la parasitemia, mientras que,
reconstituir a las hembras gonadectomizadas con 17B-estradiol disminuye la
parasitemia, lo que sugiere que los estrogenos promueven la eliminacion del
parasito. Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos involucrados en la
activacion de la respuesta inmune para eliminar al Plasmodium mediados por los
estrégenos; ademas, aun no se conoce si los mecanismos mediante los cuales los
estrégenos contribuyen a la eliminacion del parasito difieren entre los machos y las
hembras. Con el fin de profundizar sobre la regulacién de los estrogenos en la
respuesta inmune y su participacién en el dimorfismo sexual en malaria, en este
trabajo se interfirié la interaccion de los estrogenos con sus receptores in vivo
mediante el uso del tamoxifeno y se analizaron los efectos sobre la parasitemia, el
cuadro clinico y la respuesta inmune de ratones hembra y macho CBA/Ca

infectados con Plasmodium berghei ANKA.
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6 HIPOTESIS

Administrar tamoxifeno evitara la interaccion entre los estrégenos y los ER en las
células de la respuesta inmune por lo que disminuira el numero de linfocitos T (CD3*,
CD4*, CD8"), linfocitos B (B220%), macrofagos (Mac-3*) y células NK (CD16*/327)
en el bazo y como consecuencia disminuira la concentracion plasmatica de las
citocinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y y TNF-a., lo que disminuira la eliminacion
de los eritrocitos parasitados y como resultado incrementara la parasitemia y la
sintomatologia sera mas grave en los ratones infectados con P. berghei ANKA.

Todos estos efectos se presentaran en ambos sexos.
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7 OBJETIVOS
7.1 Objetivo principal.

Evaluar los efectos del tamoxifeno al evitar la interaccion entre los estrogenos y los
receptores sobre la parasitemia, el cuadro clinico, y la respuesta inmune en ratones

hembra y macho infectados con Plasmodium berghei ANKA.

7.2 Objetivos especificos:

a) Estudiar el efecto del tamoxifeno sobre la parasitemia, la temperatura, la
masa corporal y la anemia (concentracion de hemoglobina) de ratones CBA/Ca

macho y hembra infectados con P. berghei ANKA.

b) Determinar el efecto del tamoxifeno sobre las poblaciones celulares CD3",
CD4*, CD8*, B220*, CD16*/32* y MAC-3"* y sobre las citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-17, IFN-y y TNF-a de ratones CBA/Ca hembra y macho infectados con P.
berghei ANKA.
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8 DISENO EXPERIMENTAL
8.1 Poblacién de estudio

Ratones CBA/Ca hembra y macho de 12 semanas de edad infectados con
Plasmodium berghei ANKA (este modelo reproduce la infeccién causada por P.
falciparum en humanos) (90). Las unidades reproductoras fueron una donacion del
Dr. William Jarra (National Institute for Medical Research, Londres Inglaterra). Los
ratones se reprodujeron y mantuvieron en condiciones libres de patégenos
especificos en el Bioterio de la FES Zaragoza-UNAM, con apego a la norma
mexicana NOM-062-ZO0-1999 para la produccion, cuidado y uso de los animales
de laboratorio, certificado numero 28/04/S0/3.4.1 para el uso y cuidado de animales

aprobado por el Comité de Investigacion.

La infeccion de los ratones se realizo via sanguinea a una concentracion de 1x103
eritrocitos parasitados 28 dias después de iniciar el tratamiento con tamoxifeno o

con vehiculo o el tiempo equivalente en los ratones sin infeccion.

8.2 Disefio estadistico y experimental

Un lote de 30 ratones CBA/Ca hembra y 30 ratones macho de la cepa CBA/Ca, se
dividieron en 3 grupos, de 10 ratones cada uno; el primer grupo se dejo sin
tratamiento, el segundo recibié vehiculo (etanol en solucién salina estéril 1:20) y el
tercer grupo se traté con tamoxifeno (1 mg/Kg de peso). Los grupos se infectaron
con P. berghei ANKA vy se sacrificaron en los dias 0, 4 y 8 postinfeccion.
Adicionalmente, se utilizé un grupo sin tratamiento y sin infeccion, un grupo tratado
con vehiculo sin infeccion y un grupo tratado con tamoxifeno sin infeccion como

grupos control.

El disefio estadistico se realizé de acuerdo con la independencia de los datos; se
consider6 si los datos obtenidos provienen del mismo ratén en diferentes tiempos
(datos dependientes) o si los datos provienen de diferentes ratones en un solo punto
en el tiempo (datos independientes). Por lo anterior, la parasitemia, la temperatura,
la variacidn de masa corporal y la concentracion de hemoglobina se analizaron

21



mediante analisis de medias repetidas con una prueba post-hoc de Bonferroni y
significancia de p < 0.05. Se consideré la diferencia entre el grupo tratado con
tamoxifeno y los grupos control en cada dia. Las variables: indice esplénico,
poblaciones celulares de bazo (CD3*, CD4*, CD8*, B220*, MAC-3* y CD16*/32%) y
la concentracion plasmatica de las citocinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e
IFN-y, se analizaron mediante el efecto anidado con una prueba post-hoc de
Bonferroni y significancia de p < 0.05. La prueba estadistica de medias repetidas se
realizd con el software Graph Pad Prism 7 (Graph Pad Software incorporated,
Sillicon Valley, CA, USA). El andlisis de efecto anidado se realizé en el software

Statgraphics Centurion XVI.
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9 MATERIALES Y METODOS
9.1 Administracién de tamoxifeno.

Dado el rapido metabolismo del farmaco en ratones hembra (91) se administro el
tamoxifeno (Sigma-Aldrich Darmstadt, Germany) diariamente via subcutanea
durante 28 previos a la infeccion y durante 8 dias postinfeccion dias para mantener
la mayor concentracion de tamoxifeno circulante en sangre (91). El tamoxifeno se
administré a una concentracion de 1 mg/Kg de peso disuelto en etanol al 1% en

solucion salina estéril (vehiculo).(79).

9.2 Determinacién de la parasitemia.

Una gota de sangre de la cola se extendi6 sobre un portaobjetos, se dejé secar al
aire y se fij6 con metanol absoluto, se tino con colorante Giemsa (Sigma Aldrich,
US) diluido 1:10 en amortiguador de fosfatos. La parasitemia se evalué mediante
microscopia oOptica a un aumento de 100X. Cuando el numero de eritrocitos
parasitados fue menor a 2 por campo se analizaron 50 campos; si la parasitemia
excedia a 2 eritrocitos por campo, se contaron los eritrocitos parasitados en un total
de 200 eritrocitos y la parasitemia se representd como el porcentaje de eritrocitos

parasitados.

9.3 Cuantificacién del indice esplénico. En los dias 0, 4 y 8 post infeccion, los
ratones se pesaron, se sacrificaron, se extrajo el bazo y se pes6 en una balanza
analitica, el indice esplénico se calculé como el cociente del peso del bazo entre el

peso del raton.

9.4 Medicion de latemperatura corporal. Diariamente y a la misma hora, se midi6
la temperatura de todos los ratones. Se utilizd un termdmetro infrarrojo
(Thermofocus, 01500A/H1N1, Vedano Olana-Varese, ltaly). El termémetro se

calibré y se apunté el rayo infrarrojo a 5 cm del abdomen del raton.
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9.5 Determinacion de la masa corporal.

Los ratones se pesaron diariamente a la misma hora en una balanza semianalitica
(OHAUS, New Jersey EUA), se considero el peso registrado el dia de la infeccion
como el 100%. Diariamente, se calcul6 el porcentaje de variacion del peso con base
en el 100% para cada ratdn y se rest6 del 100% inicial, lo que representa la variacion

de peso corporal en porcentaje.

9.6 Cuantificacion de la concentracion de hemoglobina.

Diariamente, a todos los ratones se les extrajeron 2 uL de sangre y se mezclaron
con 498 uL de reactivo de Drabkin, se mezcl6 e incub6 a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Se determind la absorbancia a 540 nm. Para calcular la

concentracion de Hb se utilizé una curva estandar de hemoglobina (Sigma Aldrich).

9.7 Cuantificacion de las poblaciones celulares de bazo.

Se utilizé el método previamente descrito (92). Brevemente, los ratones se
sacrificaron en el dia 8 postinfeccion, se les extrajo el bazo, el tejido se hizo pasar
a través de una malla de Nylon estéril, las células se lavaron con 5 mL de PBS frio,
se centrifugaron a 2500 rpm/5 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se
resuspendio en 2 mL de PBS frio. Se tomé6 una alicuota de 100 uL y se transfirié a
un tubo nuevo, se agregaron 100 pL de solucion de lisis (FACS BD) y se incubd
durante 15 minutos en bafio de hielo protegido de la luz. Se centrifugaron las
muestras a 2500 rpm durante 5 minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y se
resuspendié en 165 uL de PBS/albumina 1%/azida de sodio 0.1%. Se tomaron 3
alicuotas de 50 uL y se tifieron con 50 L de una mezcla precalibrada de anticuerpos
comerciales acoplados a fluorocromos, los cuales se prepararon en 3 mezclas:
mezcla 1: CD3*FITC (1:250), CD4*APC (1:1000), CD8*PE (1:600), mezcla 2:
CD19*APC (1:1600), MAC-3*PE (1:250) y mezcla 3: CD16*/32*PE (1:800)
(Biolegend). Se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente protegidos de la

luz. Se centrifugaron a 2500 rpm/5 minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y el
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boton se resuspendid con 200 pL de solucion de FACS. Las muestras se
transfirieron a tubos de citometria y se analizaron en el citdmetro FACS ARIA I
(Beckton & Dickinson).

9.8 Cuantificaciéon de las citocinas Th1/Th2/Th17

Los ratones se sacrificaron en el dia 8 postinfeccion, se les extrajo la sangre, se
separd el plasma y se almacend a -20°C, para la cuantificacion de las citocinas
mediante el método comercial de CBA Bead Array Kit Th1/Th2/Th17 (Beckton &
Dickinson, San Diego US). Brevemente, se utilizaron 25 pL de plasma, se
adicionaron 25 uL de la mezcla de perlas y 25 uL del reactivo de deteccion, se
incubo durante 2 horas a temperatura ambiente en obscuridad. Se centrifugé a 1300
rom/5 minutos y se elimind el sobrenadante, las perlas se resuspendieron en 100
ML de liquido de FACS (marca BD para citometria de flujo). La concentracion de

cada citocina se determin® mediante una curva estandar comercial.
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10 RESULTADOS EN LAS HEMBRAS

10.1 El tamoxifeno incrementé la parasitemia y el indice esplénico en las

hembras infectadas.

La parasitemia mide el porcentaje de eritrocitos parasitados en sangre; en general,
a mayor parasitemia mayor gravedad de los sintomas, por lo que evaluar la
parasitemia permite conocer indirectamente si los estrégenos modifican la
sintomatologia de los ratones infectados con P. berghei ANKA. En la primera parte

del proyecto se trabajé unicamente con ratones hembra.

El grupo que recibié tamoxifeno incrementé significativamente la parasitemia en el
dia 8 post-infeccién en comparacion con los grupos control tratados con vehiculo o

no tratados (Figura 5A).

Se ha descrito que el bazo es el principal sitio de eliminacion del parasito, en ese
organo se activan y proliferan las células de la respuesta inmune, lo que genera
inflamacion; ese proceso se evalué con el indice esplénico (10). El indice esplénico
se determind en los dias 0, 4 y 8 post infeccion. La infeccion incremento
significativamente el indice esplénico de las hembras en el dia 8 post-infeccion en
comparacién con el dia 4 post-infeccion (Figura 5B); por otro lado, el tamoxifeno
aumento significativamente el indice esplénico en comparacién con los no tratados
o administrados con vehiculo en el mismo dia o con relacion al dia 4 post-infeccion
(Figura 5B).
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Figura 5. El tamoxifeno incrementé la parasitemia y el indice esplénico en las hembras
infectadas con P. berghei ANKA. Tres grupos de ratones hembra CBA/Ca se trataron con
tamoxifeno, vehiculo o se dejaron sin tratamiento (como controles). Los ratones se infectaron con P.
berghei ANKA y se sacrificaron en los dias 0, 4 y 8 post-infeccion. En (A) se representa el porcentaje
de parasitemia. Cada punto representa la media geométrica * el error estandar medio de cada grupo
(n=10). (B) Grupos de 10 ratones se sacrificaron en los dias 0, 4 y 8 post-infeccion se les extrajo el
bazo y se calculé el indice esplénico, la grafica representa la media + el error estandar medio de
cada grupo (n=10). Adicionalmente, se presentan los resultados de 3 grupos control de ratones
tratados de la misma forma sin infeccién (n=10). Los asteriscos representan la diferencia significativa
entre los grupos (p<0.05). Se realiz6 el analisis de mediciones repetidas para la parasitemia y analisis
en nido para el indice esplénico, ambos con un analisis post-hoc de Bonferroni.
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10.2 El tamoxifeno disminuy6é la temperatura, la masa corporal y la
concentracion de hemoglobina en las hembras

Dado que la temperatura corporal, la masa corporal y la concentracion de
hemoglobina se modifican con la enfermedad, cuantificar esas variables permite
conocer los efectos del tamoxifeno sobre la hipotermia, caquexia y anemia
asociadas con la gravedad de la malaria (2, 8, 90), analizamos estas variables en

las hembras infectadas con P. berghei ANKA.

El tamoxifeno no modifico la temperatura de los ratones sin infeccion (Figura 6A),
pero disminuyd significativamente la temperatura de los ratones infectados los dias
1, 5y 8 en comparaciéon con los ratones infectados sin tratamiento (Figura 6B).
Adicionalmente, el tamoxifeno disminuyé significativamente la masa corporal en los
ratones sin infeccion los dias 1 al 5 en comparacion con los ratones sin tratamiento
(Figura 6C) y disminuy6 la masa corporal los dias 2 al 7 en los ratones infectados,

en comparacion con los grupos control (Figura 6D),

Finalmente, el tamoxifeno disminuyd la concentracion de hemoglobina los dias 2 al
6 en ratones sin infeccion en comparacion con los ratones tratados con vehiculo y
con los ratones sin tratamiento (Figura 6E). Ademas, el tamoxifeno disminuyd la
concentracion de hemoglobina los dias 4, 5, 7 y 8 post-infeccion en comparacion

con ambos grupos control (Figura 6F).
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Figura 6. El tamoxifeno disminuy6 la temperatura, la masa corporal y la concentracién de
hemoglobina de las hembras infectadas con P. berghei ANKA. Tres grupos de ratones hembra
CBA/Ca se trataron con: tamoxifeno, o vehiculo (28 dias previos a la infeccion y durante la infeccion);
o sin tratamiento. Los ratones se infectaron con P. berghei ANKA y se sacrificaron en los dias 0, 4 y
8 post-infeccion. Adicionalmente, se estudiaron 3 grupos control de ratones tratados de la misma
forma sin infeccién. En todos los grupos diariamente se evalué la temperatura (A y B), el peso
corporal (C y D) y la concentracién de hemoglobina (E y F), cada punto representa la media + el error
estandar medio de cada grupo en los dias indicados respectivamente (n=10). Los asteriscos
representan la diferencia significativa entre los grupos (p<0.05). Se realiz6 el analisis de mediciones
repetidas con un analisis post-hoc de Bonferroni, para cada variable.
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10.3 El tamoxifeno disminuyé las poblaciones celulares CD8* y B220*, pero
incremento el numero de células NK en las hembras, independiente de la
infeccion

En el bazo las células de la respuesta inmune que incluyen a los: linfocitos T
cooperadores Th1 y Th2 (CD3*, CD4%), linfocitos T citotoxicos (CD3*, CD8"),
linfocitos B (CD19%), macrofagos (MAC-3%) y a las células NK (CD16*/CD32*) (54,
93) colaboran para la eliminacion del Plasmodium. Para analizar los efectos del
tamoxifeno sobre estas poblaciones celulares en diferentes tiempos durante la
infeccion con P. berghei ANKA, se cuantificaron en los dias 0, 4 y 8 post-infeccion

ya que representan el inicio, la mitad y el dia del sacrificio.

El tamoxifeno disminuy6é el porcentaje de las poblaciones CD3*, CD3*CD4",
CD3*CD8*y B220* en el dia 0 post infeccion en comparacion con los grupos control
tratados con vehiculo o no tratados (Figura 7A-7D). En contraste, el tamoxifeno
incrementd el numero de células NK en el dia 0 de la infeccién, en comparacion con
los grupos control (Figura 7F). El tamoxifeno no modificé el niumero de macrofagos

en bazo (Figura 7E).

En el dia 8 post-infeccidn el tamoxifeno disminuy6 el porcentaje de linfocitos CD8*
y de linfocitos B220"en comparacién con los ratones sin tratamiento (Figura 7C y
7D). Ademas, el tamoxifeno incrementd6 el numero de células CD16*/32*

independiente a la infeccion (Figura 7F).
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Figura 7. El tamoxifeno disminuy6 el porcentaje de linfocitos CD8* y B220* en hembras
infectadas con P. berghei ANKA e incrementé el nimero de células NK independiente de la
infeccion. Grupos de ratones hembra CBA/Ca se trataron con tamoxifeno, se utilizaron dos grupos
control uno tratado con vehiculo y uno sin tratamiento. Los ratones se infectaron con P. berghei
ANKA vy se sacrificaron en los dias 0, 4 y 8 post-infeccion. Ademas, se utilizaron 3 grupos control de
ratones tratados de la misma forma sin infeccidn y se sacrificaron en el dia 8 post infeccion. A cada
ratén se les extrajo el bazo y se cuantificé el porcentaje de las células de la respuesta inmune
mediante citometria de flujo. En (A) se representa el porcentaje de linfocitos CD3*, en (B) el de los
linfocitos CD3*CD4*, En (C) los linfocitos CD3*CD8*, en (D) los linfocitos B220*, en (E) los
macréfagos MAC-3*y en (F) las células NK CD16*/32. Las barras representan la media + el error
estandar medio de cada grupo (n=10). Los asteriscos representan la diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos (p<0.05). Se realizd el andlisis en nido con un analisis post-hoc de
Bonferroni.

31



10.4 El tamoxifeno disminuyd la concentraciéon sérica de IL-2, IL-6 e IL-17 en
las hembras infectadas.

Dado que las citocinas participan en la activacion de las células de la respuesta
inmune, la inflamacién y la sintomatologia, se considerd importante evaluar la
concentracion de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, INF-yy TNF-a en los dias 0, 4 y 8 post

infeccion.

La infeccidon incrementd la concentracion de IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, TNF-a e IL-10 en
el dia 4 post-infeccion en comparacion con el dia 0 (Figura 8A, 8B, 8C, 8D, 8E y
8F).

El tratamiento con tamoxifeno no modificod la concentracion de IL-2, IL-4, IL-17, IL-
10 y TNF-a en los ratones al dia 0 y 8 sin infeccién (Figura 8A, 8B, 8D, 8E y 8F).
Sin embargo, el tamoxifeno increment6 la concentracion de IL-6 e IFN-y en los
ratones sin infeccion en comparacioén con el grupo control sin tratamiento (Figura
8Cy 8G).

En los ratones infectados, el tamoxifeno disminuy6 la concentracion IL-2, IL-6 e IL-
17 en comparacion con el grupo control sin tratamiento en el dia 8 post-infeccion
(Figura 8A, 8C y 8E).
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Figura 8. El tamoxifeno disminuyo la concentracion plasmaticade IL-2,IL-6 e IL-17 en hembras
infectadas con P. berghei ANKA. Grupos de ratones hembra CBA/Ca se trataron con tamoxifeno,
vehiculo, ademas, de un grupo control sin tratamiento. Los ratones se infectaron con P. berghei
ANKA y se sacrificaron a en los dias 0, 4 y 8 post-infeccién, adicionalmente, se trabajaron 3 grupos
control de ratones tratados de la misma forma sin infeccién y se sacrificaron en el dia 8 post infeccion.
A cada ratdn se les extrajo sangre y se separé el suero para cuantificar (A) IL-2, (B) IL-4, (C) IL-6,
(D) IL-10, (E) IL-17, (F), TNF-a y (G) IFN-y por citometria de flujo. Las columnas representan la media
+ el error estandar medio de cada grupo (n=10). Los asteriscos representan la diferencia significativa
entre los grupos (p<0.05). Se realizé el andlisis en nido con una prueba post-hoc de Bonferroni.
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11. RESULTADOS EN LOS MACHOS
11.1 El tamoxifeno incremento la parasitemia en los machos infectados.

Dado que los ratones macho también poseen receptores para estrogenos, en la
segunda parte del presente proyecto se estudid el efecto del tamoxifeno en la
parasitemia, temperatura y peso corporales, asi como en la respuesta inmune en
los ratones macho. El comparar los resultados de las hembras con los de los
machos, permite conocer la contribucion de los estrégenos al dimorfismo sexual que
se presenta en la respuesta inmune en malaria. Es importante indicar que como en
los ratones hembra no se detectd efecto del tamoxifeno en el dia 4 post-infeccion,

se decidio realizar el experimento unicamente en los dias 0 y 8 post infeccioén.

El tamoxifeno incremento la parasitemia el dia 8 post-infeccion en comparacién con
los grupos control sin tratamiento y el tratado con vehiculo (Figura 9A). Sin embargo,

el tamoxifeno no modificé el indice esplénico (Figura 9B).
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Figura 9. El tamoxifeno increment6 la parasitemia en los machos infectados con P. berghei
ANKA. Tres grupos de ratones macho CBA/Ca se trataron con tamoxifeno. Se utilizaron dos grupos
control (uno sin tratar y el otro administrado con el vehiculo). La mitad de los ratones en cada grupo
se infectaron con P. berghei ANKA y se sacrificaron en el dia 8 post-infeccion. La parasitemia se
evalué diariamente, cada punto representa la media geométrica + el error estandar medio de cada
grupo (n=10) (A). Los ratones se sacrificaron en el dia 8 post-infeccion, se les extrajo el bazo y se
calculé el indice esplénico, la gréfica representa la media * el error estandar medio de cada grupo
(n=10) (B). Los asteriscos representan la diferencia significativa entre los grupos (p < 0.05). Para
evaluar las diferencias estadisticas en la parasitemia se realiz6 el analisis de mediciones repetidas
y analisis en nido para el indice esplénico, ambos con una prueba post-hoc de Bonferroni.
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11.2 El tamoxifeno disminuy6 la masa corporal e incremento la concentracion
de hemoglobina en los ratones macho infectados.

El tamoxifeno no modificd la temperatura, la masa corporal o la concentracion de
hemoglobina en los ratones sin infeccion (Figura 10A, 10C y 10E). Sin embargo, en
los ratones infectados, el tamoxifeno disminuyd la masa corporal el dia 5 post-
infeccion en comparacion con los ratones sin tratamiento o los tratados con
vehiculo, pero se recuper6 al dia siguiente (Figura 10D). Ademas, el tamoxifeno
incrementd la concentraciéon de hemoglobina en los dias 1, 5 y 7 post-infeccion en

comparacion con los ratones sin tratamiento (Figura 10F).
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Figura 10. El tamoxifeno disminuy6 la masa corporal e incrementd la concentracion de
hemoglobina en los machos infectados con P. berghei ANKA. Tres grupos de ratones macho
CBA/Ca se trataron con tamoxifeno. Se utilizaron dos grupos control (uno sin tratar y el otro
administrado con el vehiculo). La mitad de los ratones de cada grupo se infectaron con Plasmodium
berghei ANKA. Diariamente, se evalud la temperatura de los ratones sin infeccién (A) e infectados
(B); también, se midié la masa corporal de los ratones hembra sin infeccién (C) e infectados (D).
Finalmente, se cuantificd la concentracion de hemoglobina de ratones sin infeccion (E) e infectados
(F). Los asteriscos representan la diferencia significativa entre los grupos (n=10) (p < 0.05). Para
evaluar las diferencias estadisticas entre los grupos se realiz6 el analisis de mediciones repetidas
con una prueba post-hoc de Bonferroni.
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11.3 El tamoxifeno incrementé el namero de linfocitos CD8*, pero disminuyo
el porcentaje de linfocitos B220*, en los machos infectados.

El tamoxifeno no modificd el numero de linfocitos CD3*, CD3*CD4*, CD3*CD8",
B220*, MAC-3* y CD16*/32" en los ratones macho no infectados (Figura 11A, 11B,
11C, 11D, 11E y 11F). Sin embargo, el tamoxifeno incremento el porcentaje de los
linfocitos CD3*CD8* en el dia 8 post-infeccion en comparacion con el grupo sin
tratamiento o con el grupo tratado con vehiculo (Figura 11C). Ademas, el tamoxifeno
disminuyo la poblacion B220* en el dia 8 post-infeccion en comparacién con los
ratones sin tratamiento o con el grupo tratado con vehiculo, he incluso con el grupo

de tamoxifeno al dia 0 (Figura 11D).
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Figura 11 El tamoxifeno incrementé el numero de linfocitos CD8*, pero disminuy6 el
porcentaje de linfocitos B220*, en los machos infectados con P. berghei ANKA. Grupos de
ratones macho CBA/Ca se trataron con tamoxifeno. Se utilizaron dos grupos control (uno sin tratar y
el otro administrado con el vehiculo). La mitad de los ratones de cada grupo se infectaron con P.
berghei ANKA vy se sacrificaron el dia 8 post-infeccién. A cada ratdn se les extrajo el bazo para
realizar la tincion con anticuerpos monoclonales y cuantificacion de los linfocitos CD3* (A), linfocitos
CD3*CD4*(B), linfocitos CD3*CD8*(C), linfocitos B220*(D), macrofagos MAC-3*(E) y células NK
CD16%/32* (F). Las barras representan la media * el error estandar medio de cada grupo (n=10). Los
asteriscos representan la diferencia significativa entre los grupos (p<0.05). Para evaluar las
diferencias estadisticas se realizo el analisis en nido con una prueba post-hoc de Bonferroni.
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11.4 El tamoxifeno incremento la concentracién plasmatica de IL-10, TNF-a e
IFN-y de los ratones macho infectados.

La administracion de tamoxifeno no modificd la concentracion plasmatica de las
citocinas en los machos sin infeccion (Figura 12A-12G). Sin embargo, el tamoxifeno
incrementd la concentracion sérica de IL-10, TNF-a e IFN-y en el grupo de ratones
macho infectados en comparaciéon con los ratones sin tratamiento e infectados

(Figura 12A-12G) en el dia 8 post-infeccion.
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Figura 12. El tamoxifeno increment6 la concentracion de IL-10, TNF-a e IFN-y de los ratones
macho infectados con P. berghei ANKA. Dos grupos de ratones macho CBA/Ca se trataron con
tamoxifeno. Se utilizaron dos grupos control (uno sin tratar y el otro administrado con el vehiculo).
La mitad del nimero de ratones en cada grupo se infectaron con P. berghei ANKA vy la otra mitad no
se infectd. Todos los ratones se sacrificaron en el dia que correspondioé al 8 post-infeccién. A todos
los ratones se les extrajo sangre y se separo el plasma para cuantificar IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6 (C),
IL-10 (D), IL-17 (E), TNF-a (F), e IFN-y (G) por citometria de flujo. Las columnas representan la media
zel error estdndar medio de cada grupo (n=10). Los asteriscos representan la diferencia significativa
entre los grupos (p<0.05). Se realiz6 el andlisis en nido para evaluar las diferencias estadisticas con
un analisis post-hoc de Bonferroni.
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12 DISCUSION

La malaria es la parasitosis que provoca la mayor mortalidad en el mundo. La
enfermedad presenta dimorfismo sexual, de tal forma que la gravedad en los
sintomas y la mortalidad es mayor en los hombres que en las mujeres. Dado que
los esteroides sexuales son responsables de las principales diferencias fisioldgicas
entre los sexos; en particular, los estrogenos modulan la respuesta inmune y estan
en mayor concentracion en las mujeres que en los hombres, analizamos su
participacion en el dimorfismo sexual. Diversos grupos de investigacion han
documentado las diferencias en las respuestas inmunes de hombres y mujeres, asi
como el dimorfismo sexual en malaria via la disminucién de la concentracion de
estrégenos (gonadectomia); o mediante el incremento de su concentracion debida
a la administracion exogena de la hormona (10, 63, 65). La gonadectomia tiene la
desventaja de eliminar el sitio de sintesis de otras hormonas; mientras que la
administraciéon enddgena podria inducir mecanismos de regulacion negativa por
exceso de la hormona. Interesantemente, aun cuando se ha documentado el
dimorfismo sexual en malaria, no se considera al sexo como una variable y no se
ha profundizado en el estudio de los mecanismos involucrados en este dimorfismo
sexual. Por lo anterior, en este proyecto estudiamos el efecto de los estrogenos en
la parasitemia, cuadro clinico y respuesta inmune en un modelo de malaria
experimental. Se utilizé la estrategia de bloquear a los receptores de estrogenos
con tamoxifeno (un farmaco reconocido y ampliamente utilizado en el cancer de
mama estrégeno dependiente) para analizar sus efectos sobre: la parasitemia, el
cuadro clinico y la respuesta inmune de ratones CBA/Ca hembras y machos

infectados con Plasmodium berghei ANKA.

El tamoxifeno incrementé la parasitemia tanto en las hembras como en los machos
en el dia 8 post-infeccion (Figura 5A y 9A), lo que sugiere que los estrégenos
promueven la eliminaciéon del parasito. Este resultado corrobora lo descrito
previamente por nuestro grupo de investigacion; referimos que la disminucion de la
concentracion de estrégenos mediante gonadectomia en ratones hembra CBA/Ca
infectadas con P. berghei ANKA, disminuyé la sobrevida e incrementd

significativamente la parasitemia (10). Ademas, reconstituir con estradiol a las
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hembras gonadectomizadas disminuye la parasitemia (65), lo que sugiere que los
estrégenos son importantes para eliminar al parasito. En contraste, Weinstock (et
al). mostré que el tamoxifeno y su principal metabolito 4-HO-tamoxifeno disminuye
la parasitemia en ratones infectados con Plasmodium berghei ANKA (94). Una
posible explicacion de esta diferencia es el tiempo y la dosis de tamoxifeno utilizado,
Weinstock administré una dosis cuatro veces mas alta, ademas, utilizé una cepa
mutante para el sistema Cre/LoxP de ratones C57B/6, y nosotros usamos ratones
CBA/Ca. Ademas, Weinstock y colaboradores no evaluaron parametros de la

respuesta inmune.

Que el tamoxifeno aumentara la carga parasitaria de P. berghei ANKA contrasta con
la actividad antiparasitaria descrita para otras infecciones parasitarias incluida la
teniasis (70), la esquistosomiasis (95), la leishmaniasis (81) y la tripanosomiasis
(80). Las posibles razones de este resultado son diversas y complejas; una posible
explicacion es que algunos parasitos producen moléculas estrogénicas (80), y el
tamoxifeno interfiere con el metabolismo tanto de los parasitos como del
hospedador (96). Adicionalmente, en los estudios in vivo, el parasito puede alojarse
en diferentes células u 6rganos, lo que hace que el tamoxifeno sea inaccesible, o
que se requieran dosis mas altas para detectar su efecto antiparasitario, dosis que
podria ser similar a la que empled Weinstock (40 mg/Kg). Esto explicaria por qué
no detectamos un efecto antimalarico y resalta la importancia de validar los efectos

terapéuticos de los antimalaricos in vivo.

El indice esplénico permite evaluar tanto la proliferacion de las células del bazo
como la inflamacion debida a la infeccidén con el parasito (97). El tratamiento con
tamoxifeno incrementd significativamente el indice esplénico de las hembras en el
dia 8 postinfeccion (Figura 5A). Una probable explicaciéon para este hallazgo es que
dado que el estradiol promueve el proceso de diferenciacién celular en el bazo, via
la induccion de apoptosis de las células autorreactivas, al bloquear a los receptores
de estradiol con tamoxifeno, no se indujo apoptosis por lo que el tamafo del bazo
aumento y por lo tanto también aumentd el indice esplénico (98). Ademas, el

incremento en el indice esplénico también podria explicarse por la proliferacién de
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células de la respuesta inmune como resultado del incremento en la parasitemia.
En contraste, el tamoxifeno no modificd el indice esplénico en machos (Figura 9B).

Lo que sugiere un efecto del tamoxifeno dependiente del sexo.

En los modelos murinos de malaria se desarrolla hipotermia que es menos severa
en las hembras que en los machos (99). Por lo anterior, se midi6 el efecto del
tamoxifeno sobre la temperatura corporal. Detectamos que el tamoxifeno agravé la
hipotermia en las hembras infectadas (Figura 6B); una posible explicacion es que
en el hipotalamo existen receptores de estrégenos, que modulan la temperatura
(100); probablemente el tamoxifeno interfiri6 con este proceso, por lo que la
gravedad en la hipotermia se acentud particularmente en las hembras (Figura 6B y
10B). Ademas, es probable que los andrégenos al estar en mayor concentracion en
los machos regulen la temperatura mediante un mecanismo diferente (101) (Figura
10A 'y 10B).

La pérdida de peso corporal es otra de las caracteristicas de la malaria, se ha
documentado que es consecuencia de la alta concentracion de TNF-a (caquexina)
(102, 103). En este trabajo, el grupo que recibié tamoxifeno disminuyd
significativamente la masa corporal durante los dias 2 al 7 post infeccion en las
hembras infectadas y solo en el dia 5 postinfeccion en los machos en la misma
condicion (Figura 6D y 10D), este hallazgo sugiere la participacion de los estrégenos
en la regulaciéon de peso en los individuos con malaria; ademas, corrobora los
resultados de experimentos previos de nuestro grupo de investigacion donde los
ratones hembras gonadectomizados disminuyeron el peso corporal (10). Una
posible explicacion es que dado el hipotalamo regula la ingesta de alimento (104) y
en este tejido existen receptores de estrogenos (46); probablemente al administrar
tamoxifeno el peso de los ratones disminuyé al interferir con esta funcion de los

estrégenos

Ademas, administrar tamoxifeno a las hembras disminuyé la concentracion de
hemoglobina en comparacion con las hembras tratadas con vehiculo infectadas o
con el grupo de hembras sin tratamiento infectadas (Figura 6F); este hallazgo

corrobora lo previamente descrito por Kim (et al.), quienes describieron que los
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estrégenos regulan la eritropoyesis (105). Otra posible explicacion es que al
metabolizarse el tamoxifeno se generd 4-hidroxitamoxifeno que al unirse a los
eritrocitos de los ratones aumentd la permeabilidad y lisis de los glébulos rojos,
como lo describio Cruz Silva en humanos (106). Ademas, es probable que el
tamoxifeno al incrementar la parasitemia, disminuyé la concentracion de
hemoglobina debido a la destruccion de eritrocitos en las hembras (Figura 6E y 6F).
En contraste, el tamoxifeno incrementd la concentracion de hemoglobina en los
machos infectados, en comparacion con los ratones infectados tratados con
vehiculo o sin tratamiento (Figura 10F). Este resultado fue inesperado, una posible
explicacion es que, debido a que el tamoxifeno evité la interaccién de los estrégenos
con sus receptores, es probable que se acumulara el precursor testosterona que
estimularia la liberacién de eritropoyetina y asi incrementaria la concentracién de

hemoglobina (107).

El bazo es el principal sitio de eliminacion del parasito (24), por lo que se evalué el
efecto del tamoxifeno sobre el numero de células de la respuesta inmune en ese
organo. Se detectd que la infeccion disminuyd el porcentaje de linfocitos CD3* y
CD3* CD8* en las hembras (Figura 7A y 7C). Una probable explicacion para este
hallazgo es que la infeccion con el parasito induce apoptosis en linfocitos T (108).
Ademas, el tamoxifeno disminuy6 el numero de linfocitos CD3*CD8* en las hembras
el dia 8 post-infeccion (Figura 7C); mientras que incrementé el numero de
CD3*CD8* en machos en el dia 8 post-infeccion (Figura 11C), lo que sugiere que
los linfocitos CD3*CD8* responden diferente ante el tamoxifeno de forma
dependiente del sexo. Ademas, el tamoxifeno disminuyd el porcentaje de linfocitos
B en las hembras y los machos (Figura 7D y 11D), una posible explicacion es que
el tamoxifeno inhiba la maduracion de los linfocitos B en malaria como en otros
sistemas (42). Ademas, en este trabajo, el administrar tamoxifeno increment6 la
poblacién de las células NK en las hembras infectadas en comparacién con el grupo
sin tratamiento infectado (Figura 7F); sin embargo, no afecté a las células NK en los
machos (Figura 12F). Se ha descrito que administrar estradiol in vitro disminuye la
actividad y proliferacion de las células NK (41, 109), por lo que es probable que, en

este trabajo, al bloquear al receptor de estrégenos se favorecio que las células NK

45



aumentaran su numero y posiblemente su actividad en el bazo; sin embargo, esta

hipétesis debera demostrarse experimentalmente.

Se ha documentado que para eliminar al Plasmodium se requiere de la
comunicacién entre las células de la respuesta inmune mediada por citocinas (110).
En este trabajo se evaludé si la administracion de tamoxifeno modificaba la
concentracion de las citocinas pro- y anti- inflamatorias en los ratones infectados
con P. berghei ANKA. Detectamos que el tamoxifeno disminuyo la concentraciéon
sérica de IL-2, IL-6 e IL-17 en las hembras infectadas con P. berghei ANKA (Figura
8A, 8C y 8E), esto sugiere que los estrogenos regulan la concentracién de estas
citocinas en nuestro modelo experimental. Una posible explicacidon a la disminucion
de IL-2 podria ser que el tamoxifeno interfirié con la sintesis de IL-2 en los linfocitos
T, sin embargo, seria importante comprobar experimentalmente este hallazgo. La
IL-6 induce la maduracién y diferenciacion de linfocitos B (111), por lo que la
disminucién en la concentracion de IL-6 (Figura 8C) en las hembras tratadas con
tamoxifeno explicaria el menor numero de linfocitos B en este mismo grupo (Figura
7D).

El tamoxifeno incrementd la concentracién de las citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 en
los machos en el dia 8 post-infeccidn (Figura 12D, 12F y 12G), es probable que este
resultado sea consecuencia de que el tamoxifeno aumentd el numero de linfocitos
T citotéxicos (Figura 11C), ya que se ha descrito que en malaria los linfocitos T
citotoxicos sintetizan TNF-a e IFN-y (25). Ademas, es posible que en consecuencia
al incremento de TNF-a e IFN-y se incrementoé la concentracion de IL-10 (Figura

12D) ya que la IL-10 regula la concentracion de estas citocinas (28).

Este trabajé demostro el efecto dimorfico del tamoxifeno en la respuesta inmune de
ratones infectados con Plasmodium berghei ANKA, efecto que no se habia
investigado con anterioridad; ya que generalmente los efectos del tamoxifeno se
estudian unicamente en hembras, debido a que desarrollan concentraciones mas
altas de estrégenos como lo describié Benten (et al) (63). Sin embargo, aun falta
profundizar sobre el mecanismo por el cual el tamoxifeno genero dimorfismo en la

poblacion de los linfocitos T citotoxicos.
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13 CONCLUSION

Los resultados en este trabajo demostraron que el tamoxifeno a una dosis de 1
mg/kg de peso incrementa la parasitemia en hembras y machos CBA/Ca infectados

con Plasmodium berghei ANKA.

Adicionalmente, el efecto del tamoxifeno sobre la respuesta inmune fue que
disminuyo la sintesis de IL-2, IL-6 e IL-17 (Figura 8A, 8C y 8E) y de linfocitos T
citotoxicos y linfocitos B (Figura 7C y 7D) en las hembras, lo que condujo a un
aumento de la parasitemia (Figura 5A) por una deficiente respuesta inmune, lo que
genero una mayor inflamacion del bazo (Figura 5B). En contraste, en los machos el
tamoxifeno incrementd el numero de linfocitos T citotoxicos (Figura 11C) lo que
condujo a una mayor concentracion de TNF-a e IFN-y (Figura 12F y 12G), ademas,
disminuy6 el numero de linfocitos B (Figura 11D). Es probable que esta disminucion
generara un menor numero de células plasmaticas y como consecuencia
disminuyera la sintesis de anticuerpos por que se ha documentado que se requieren
para promover la eliminacion del parasito al aumentar la fagocitosis o al activar la
citotoxicidad de las células NK; es probable que eso explique el incremento en la
parasitemia (Figura 9A) y como consecuencia, aumentd el estimulo antigénico que
indujo un aumento en la concentracién de TNF-a e IFN-y, de las citocinas que se
asocian con mayor gravedad en la enfermedad. En conjunto, estos resultados
sugieren que los linfocitos T citotéxicos y linfocitos B son claves para la eliminacion
del parasito y especialmente que el tamoxifeno afecta de forma diferencial a los
linfocitos T citotoxicos de machos y hembras. Sin embargo, falta investigar el

mecanismo que explique este hallazgo.

Estos resultados muestran que los linfocitos T citotéxicos modifican su actividad de
forma diferente en los machos que en las hembras y que en esa actividad
intervienen los estrogenos. Lo anterior, explicaria al menos en parte, el efecto
dimérfico de los estrégenos en la respuesta inmune frente a Plasmodium, ademas,
sugiere la importancia de evaluar el efecto de los estrogenos sobre las vias de

sefalizacion de linfocitos T citotdxicas.
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Finalmente, este trabajo demuestra que el tamoxifeno, al interferir con la interaccion
de los estrogenos con sus receptores, afecta de forma diferencial la respuesta
inmune de ratones CBA/Ca machos y hembras infectados con P. berghei ANKA, lo
que podria tener implicaciones para el desarrollo de futuras terapias antimalaricas
eficientes que difieran entre los sexos. En la figura 13 se representan los efectos del

tamoxifeno en las hembras y en los machos.

48



Eliminacién de
eritrocitos
parasitados

Eritrocitos
parasitados

?T PARASITEMIA
—— Activacion

?= iNDICE
------ | Inhibicién ESPLENICO
Tamoxifeno MASA

= CORPORAL
ER’s

v

v

T ,L Efecto en hembras
t

‘T HEMOGLOBINA
\

J

Efecto en machos

fTNF-u, IFN-y

Efecto en machos

Figura 13 Efecto del tamoxifeno sobre la respuesta inmune de ratones CBA/Ca hembra y
macho infectados con Plasmodium berghei ANKA. La respuesta inmune innata y adaptativa se
requieren para controlar la infeccién con Plasmodium. Las células dendriticas (CD) y los macréfagos
(Mo) fagocitan eritrocitos parasitados, presentan antigenos del parasito a los linfocitos T CD3*
virgenes; esto induce la secrecion de IL-2 que promueve su proliferaciéon y maduracién a células
CD4* Th1. Estas ultimas células producen IFN-y, que activa a Mo y a células NK, lo que promueve
la eliminacién del parasito. Ademas, las células Th2 producen IL-4 e IL-6, que son factores de
crecimiento y diferenciacion para que los linfocitos B220* maduren a células productoras de
anticuerpos involucradas en la eliminacién de Plasmodium. Los efectos del tamoxifeno se muestran
en rosa para las hembras y en azul para los machos. El tamoxifeno en hembras aumenté el numero
de células NK pero disminuyd la poblacién linfocitos T CD8* y B220*; también disminuyé la
concentraciéon de IL-2, IL-6 e IL-17, lo que podria dificultar la eliminacion del parasito, porque al
disminuir la concentracion de IL-2 e IL-6 disminuyé el nimero de linfocitos B que maduren a células
productoras de anticuerpos que favorecen la eliminacién del parasito mediante la fagocitosis y por lo
tanto no se eliminé de forma eficiente al parasito y como consecuencia incrementé la parasitemia y
el indice esplénico, lo que genera un cuadro clinico mas grave. El tamoxifeno en machos disminuy6
el niumero de linfocitos B220*, pero aumento la poblacién linfocitos T CD8* junto con la concentracion
de TNF-a, IFN-y e IL-10 lo que podria afectar la eliminacién del parasito ya que al igual que las
hembras al existir un menor nimero de linfocitos B que puedan madurar a células productoras de
anticuerpos que favorecen la eliminacion del parasito mediante la fagocitosis, no existe una
adecuada eliminacion del parasito lo que incrementd la parasitemia y por tanto la estimulacion
antigénica que indujo mayor concentracién de TNF-a e IFN-y que se asocian con complicaciones en
malaria. Figura original elaborada en bio RENDER (112).
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4 PROSPECTIVAS

Para completar este proyecto se podria evaluar la expresion de los receptores de
estrogenos (alfa y beta) junto con la expresion de genes asociados a la activaciéon
de la respuesta inmune. Ademas de: cuantificar la concentracion de anticuerpos;
cuantificar la concentracién de esteroides sexuales; evaluar los mecanismos de
sefalizacion de los linfocitos T citotdxicos mediante los cuales el tamoxifeno
modifico esa poblacion, ademas de evaluar el efecto del tamoxifeno en los linfocitos
T reguladores, evaluar los mecanismos mediante los cuales el tamoxifeno regula la

actividad de las células presentadoras de antigeno en el bazo.
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Abstract: Malaria is the most lethal parasitic disease in the world. Mortality and severity in symp-
toms are higher in men than women, suggesting that oestrogens, which are in higher concentration in
females than in males, may regulate the immune response against malaria. Tamoxifen, a selective oe-
strogen receptor modulator used in breast cancer treatment due to its antagonistic effect on oestrogen
receptors acand B, is also studied because of its potential therapeutic use for several parasitic diseases.
However, most studies, including one in malaria, have not add d the i lulatory role of
tamoxifen. In this work, we evaluated the effect of ta ifen on the i P of CBA/Ca
mice against Plesmodium beryher ANKA. This study showed for the first time that tamoxifen increased
parasite load, aggravated symp by decreasing body ature and body weight, and wors-
a\cdedmonan),mmdmsgmﬁunﬂ)mudﬂrspkmcmduwurpam
of CD4* and NK* cells on day eight post-infection. By contrast, tamoxifen decreased both CD8*
and8220’popuhmmth::phmddmmedﬂ:mmnlnekdlbllbb and IL-17. Our
findings support the notion that t. ifenisap dulator in malaris-infected mice
and ion when administering it to malaria-infected with breast cancer.

L)

Keywords: malaria; Plasmodiun berghei ANKA; tamoxifen; oestrogens; immune system

1. Introduction

As the most lethal parasitic disease globally, malaria was responsible for 409,000
deaths in 2020 alone and 229 million new cases [1]. In epidemiological studies and experi-
mental malaria models, males exhibit higher mortality, parasitaemia, increased
and stronger weight loss than females [2,3]. These findings indicate that cestrogens con-
tribute to this sexual dimorphism [{]. These molecules constitute the major sex steroids
in females and work as immunomodulators [5,6]. The interaction of oestrogens with
their receptors activates signalling pathways such as NF-xB, ERK/MAPK, PI3K/AKT, etc.,
leading to activation or inhibition of transcription factors that modulate the expression of
different genes [7-9], including those for the immune response. Oestrogens physiological
levels induce the proliferation of CD4* and CD8* T cells which promote the synthesis
of IFN-y, TNF-x and IL-6 [10,11]. In addition, oestrogens induce the proliferation of B
lymphocytes and their maturation to plasma cells, which increases the synthesis of antibod-
ies [5,12]. Oestrogens also enhance the proliferation of dendritic cells and macrophages,
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which promote phagocytosis and secretion of IL-6, TNF-a and IFN-y [13,14]. In addition,
it has been shown that cestrogens modulate the immune response in several parasitic
diseases [15-17].

We have previously shown that gonadectomy (which eliminates the primary source
of cestrogens, the ovaries) detrimentally affects the immune response in females infected
with P. berghei ANKA, it increases TNF-a and IL-6 serum levels but decreases the mRNA
expression of IFN-y in blood [1&]. In addition, 17f-oestradiol administration to intact
female mice infected with P. berghei ANKA increases parasitaemia and decreases body
weight. By contrast, reconstitution of gonadectomised female mice using 17f-oestradiol
reduces parasitaemia and affects the immune response [19,20].

On the other hand, tamoxifen, a selective cestrogen receptor modulator, used in
the treatment of breast cancer due to its antagonistic effects on o and B-cestrogen re-
ceptors [21]; it also has immunomodulatory effects [22]. Interestingly, several studies
have focused on its possible therapeutic use in several parasitic infections. The tamoxifen
administration to mice infected with Taenin crassiceps reduced parasite load, decreased
its reproduction and loss of motility in female mice [23]. In vitro, tamoxifen inhibits the
evagination of Taenia solium cisticerci, and in vivo, it decreased the intestinal establishment
of this parasite in hamsters [24]. Additionally, tamoxifen also inhibits the survival of
Echinococcus granulosus in vitro and protect mice against its infection [25]. Furthermore,
tamoxifen induces morphological alterations in Schistosoma mansoni parasites and eggs
in vitro [26].

Tamoxifen also exhibited anti-protozoan activity in vitro against Trypenosona cruzi;
induced lysis and triggered an apoptotic death process of trypomastigotes in vitro [27].
Moreover, tamoxifen killed Leishmania amazonensis, Leishmania branziliensis, Leishmania
major, Leishmanida donovani and Leishmania chagasi in vitro [23]. Tamoxifen topical therapy
was also efficient in decreasing lesion size and parasite load in an experimental model
of cutaneous leishmaniasis [29]. Finally, tamoxifen has also been used in malaria, but its
anti-parasitic activity has led to controversial results. Tamoxifen has been reported to have
antimalarial activity in vitro and in vivo against Plasmodium falciparum and Plasmodium
berghei, respectively [30]. However, no antimalarial activity was detected in Swiss mice
infected with a Plasmodium yoelii nigeriensis isolate (Py-R2) [31].

Given that cestrogens modulate the immune response, particularly in malaria, that
tamoxifen, an cestrogen receptor antagonist, also exhibits an immunomodulatory and
parasiticidal activity for various nematodes and protozoa. In this work, we decided to
study the effect of tamoxifen on Plasmodium berghei ANKA proliferation in vivo and its
effects on the immune response in CBA/Ca mice. We assessed parasite load, splenic
index, number of immune response cells in the spleen and circulating levels of pro- and
anti-inflammatory cytokines.

2. Results
2.1. Tamoxifen Incrensed Parasitaemia and Splenic Index of CBA/Ca Mice Infected with
Plns:mdiun{e:nghti ANKA s ¥ Lo

To assess the effects of tamoxifen on parasitaemia and inflammation in the spleen.
CBA/Ca mice were treated with tamoxifen and then infected with Plasmodium berghei
ANKA. We used controls groups of infected mice treated only with the vehicle or infected
without treatment. To demonstrate that the effects are due to tamoxifen and not to infection
with the parasite, we used three additional groups of mice treated in the same way but
without infection sacrificed on the day corresponding to day eight post-infection.

Tamoxifen significantly increased parasitaemia on day eight post-infection compared
to that in both control groups, the untreated and the vehicle-treated groups (Figure 1A). The
splenic index increased as the infection progressed, reaching its higher level on day eight
post-infection in all groups. Of note, the groups infected treated with tamoxifen exhibited
the highest splenic index compared to the groups treated with vehicle or untreated. As
expected, the uninfected mice did not significantly increase the splenic index; however, the
tamoxifen-treated groups tended towards a higher splenic index (Figure 1B).
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Figure 1. Tamoxifen increased ]:la.rui.tacmi.a and sp]n:n mndex of CBA S Ca mice infectesd with Ples-
iz bergber AMNEA Gmup: of CBA SCa female mice were treated with either tamoxifen or vehicle
or left untreated as controls; all groups were infectsd with Plisnrodium bergphei ANK AL (A) The per-
auuaﬁcuf Pmsitised. :r}lllunc}llu was evaluated dail}-; each Pn:inl rcprc;ml:-t'h: Eﬂnmeh'ic meEan
of parasitaemia in exch group (n = 10). {B) Mice were sacrificed at 0, 4 and 8 days post-infection;
the graph shows the spleen index; each bar represents the mean + SEM in each group (r = 10)
Additionally, three control groups treated in the same way as the mice on day eight but without
mfection (= 10} wene a.n.al}'m:d. Asterisks represent the sr.ar'n-tical]}' si.s;'niﬁ.mnl: difference bebwesn
the groups (p < 0U05) using repeabed means test for parasityenia and nested analysis test for splenic
imdex, both with pest hoo Bonferroni test.

2.2. Tamoxifen Aggravales Pathology by Decreasing Body Temperature, Body Mass, and
Hienraglobin Levels in CBAMa Mice Infected with Plasmodism H@hrﬂhﬂ

Administration of tamoxifen to uninfected mice significantly decreased body mass
and haemoglobin concentration but did nol change temperature (Figure 2A,C E). While in
the infected mice, the body temperature decreased significantly compared to the infected
group treated with vehicle and the infected group without treatment (p < 0L05) (Figure 2B).
In addition, infected mice treated with tamoxifen significantly decreased body mass during
all the experiment (Figure 2D and significantly decreased haemoglobin concentration
compared with the untreated group (p < 0.05) (Figure ZF).
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Figure 2. Tamoxifen d d the temp body mass, and h globin ion of CBA/Ca mice infected with
Plasmodium berghei ANKA. Groups of mice treated with ifen, vehicle or untreated, were used to evaluate its effect
on body temperature, body weight and h plobin ion. All variables were i daily. Panels A, Cand E
correspond to the uninfected control groups, while graphs (B, D and F) correspond to mice infected with P. berghei ANKA.
(A) rep body in uninfected mice, while (B) represents temperature in mice infected with P. berghei
ANKA. (C.D)upmsa\tﬂlcchangc in body weight in uninfected and infected mice, respectively. Finally, (E,F) represent
the h. globin tion in uninf 1 and P. berghei ANKA infected mice, respectively. Each line represents the

mean + SEM in each group for the indicated days. Asterisks represent statistically significant differences between the
tamoxifen-treated and vehicle-treated groups, p < 0.05, (1 = 10); data were analysed using repeated means tests with a
Bonferroni post hoc test.

2.3. Tamoxifen Decreased the Percenta Inmune Response Cells in the Spleen of Mice Infected
with P. bergm ANKA weof o o e

Tamoxifen showed immunomodulatory activity even in uninfected mice; on the day
of treatment that would correspond to day eight post-infection, tamoxifen significantly
decreased the percentage of CD8* cells and significantly increased the CD16* /CD32* cells
(Figure 3C,F), respectively.
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On day zero post-infection, tamoxifen significantly decreased CD3*, CD3* /CD4*,
CD3*/CD8* and B220* cells compared with both control groups (Figure 3A-D). However,
tamoxifen did not affect the percentage of macrophages (MAC3*) (Figure 3E). In con-
trast, tamoxifen significantly increased NK* (CD16* /CD32*) cells (Figure 3F). In general,
infection increased all cell populations on day four post-infection except for the B220*
and CD16* /CD32* cells; both populations decreased (Figure 3D,F). While on day eight
post-infection, CD3¢, CD3* /CD4*, CD3* /CD8* and MAC-3* cells decreased significantly
(p < 0.05) compared with their respective counterpart group on day four post-infection
(Figure 3A-C E). However, on day eight post-infection, tamoxifen significantly decreased
the percentage of B220* (Figure 3D), it did not modify the percentage of macrophages (Fig-
ure 3E), but increased NK* cells compared with both control groups (p < 0.05) (Figure 3F).
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Figure 3. Tamoxifen decreased CD8* and B220* and increased NK cells in the spleen of P. berghei ANKA infected mice.
Groups of female mice were d with dfen or vehicle or untreated as controls, were infected with Plesmodium
berghei ANKA. At 0, 4, and B days post-infection, mice were sacrificed, and their spleens cells were stained with specific
monoclonal antibodies and analysed by flow cytometry. Additionally, three control groups treated in the same way as
the mice on day eight but uninfected (1 = 10) were analysed as controls of tamoxifen effects in the absence of infection.
The first box provides an example of how each cell population was selected according to the fl itted by the
fluorochrome coupled to the spedfic antibody for that population and the cell complexity. The d box rep
the histogram for each population, and the bars represent the mean £ SEM of the percentage of cells in each group. (A)
CD3* lymphocytes; (B) CD3*CD4* lymphocytes; (C) CD3*CD8* lymphocytes; (D) B220* (B lymphocytes); (E) Mac3*
(macrophages); (F) CD16*/CD32* (NK cells). Asterisks represent statistically significant differences between groups,
(p < 0.05), (n=10) using a d analysis test with a Bonf i post hoc test.

2.4. Tamoxifen Modified Plasma Levels of Th1, Th2 and Th17 Cytokines from CBA/Ca Mice
Inflected with Plasmodium berghei ANKA

Tamoxifen significantly increased IFN-y concentration in uninfected mice. On day
zero post-infection, all cytokines exhibited a shallow concentration; no differences were
detected between the groups. On day four post-infection, the concentration of all cytokines
increased significantly (p < 0.05) compared to day zero post-infection, particularly in the
infected untreated group (Figure 4A-G). On day eight post-infection, tamoxifen increased
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IL-2, IL-4, TNF-x and IFN-y compared to the same group on day four (Figure 44 B FG).

Interestingly, tamoxifen increased IL-6 and IFN-y in uninfected mice (Figure 4CG).
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Figure 4. Tamoxifen decreased the levels of IL-2, IL-6, and [L-17 in CEAfCa mice infected with
Plazmoelium !'ﬂ'ﬁ'flﬂi ANEAL 1:|l'ﬂI.I.F5 of female CBA /Ca mice were treated with tamoxifen or vehicle or
unfreated as controls, then were mfected with Plasomedien ber,gfrer ADNEA Adcli.timull:.-:. three control
groups treated in the same way as the mice on day eight but uninfected (r = 10) were analysed
as comtrols of tamoxifen effects in the absence of infection. The histograms represent the plasma
concentration of the following cytokines: (A) IL-2, (B) IL-4, (C) IL-6, (I} IL-10, (E) IL-17, (F) TNF-a
and (G} IFN-y 0, 4, and B da:rspru't—:inl’:ctiun. The bars L'EPG'EEEI'I.‘tﬂ'h! mieans £ SEM in each Broup.
Asterisks represent the statistically significant difference among the groups, p < (05, using a nested

analysis test (r = 10) and a post hoc Bonferroni best.
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3. Discussion

For the first time, we show that tamoxifen, far from being parasiticidal, increases para-
site load in P. berghei ANKA-infected mice. This drug also worsens the symptomatology by
increasing the splenic index and decreasing haemoglobin concentration, body temperature
and body weight. In addition, tamoxifen differentially affected immune response cells; it
decreased CD3*CD8* and B220* cell populations and increased the number of NK* cells.
Finally, tamoxifen decreased circulating concentrations of IL-2, IL-6 and IL-17.

The interaction of oestrogens with their receptors activates different signalling path-
ways that modulate the expression of immune response genes [32]. We recently showed
that parasitaemia of Plasmodium berghei ANKA-infected mice varies depending on 17p-
cestradiol concentration [20]. In this work, we found that tamoxifen, an estrogen receptor
binding antagonist, increased parasitaemia. In contrast, Weinstock et al. showed that
tamoxifen and its primary metabolite 4-HO-tamoxifen decreases parasitaemia in mice
infected with Plasmodium berghei ANKA [30]. A possible explanation for this difference is
the time and dose of tamoxifen used, as Weinstock et al. administered a dose four times
higher than ours. In addition, the strain of mice also generated differences in parasitaemia
levels [33]. Weinstock group used a C57B1/6 mutant strain of mice, and we used CBA/Ca
mice.

That tamoxifen showed no antimalarial activity in CBA /Ca mice is in sharp contrast
to other parasitic infections such as taeniasis [23], schistosomiasis [26], leishmaniasis [34]
and trypanosomiasis [27]. The possible reasons for this result are diverse and complex;
one possible explanation is that some parasites produce oestrogenic molecules [35], and
tamoxifen interferes with the metabolism of both parasites and host [36]. Additionally,
in in vivo studies, the parasite may be located inside different cells or organs, making
tamoxifen inaccessible or requiring higher doses to be effective. It is also likely that both
the parasite and the host metabolise the drug or dilute its effect by binding to other proteins
or other possible receptors [37]. This could explain why we did not detect antimalarial
activity and underlines the importance of validating the therapeutic effects of antimalarials
in vivo.

In addition, it has been demonstrated that P. berghei infection causes splenomegaly by
massive recruitment of mesenchymal stem cells to the spleen [35]. In this work, tamoxifen
further increased the splenic index, particularly on day eight post-infection. This finding
could be explained by the fact that by increasing parasitaemia, tamoxifen could increase
antigenic stimulation in the spleen, promoting inflammation and cell recruitment in the
spleen, as described by Del Portillo et al. and Zhao, et al. [39,40].

The increment in parasitaemia leads to hypothermia, weight loss, and anaemia in
rodent malaria models [41-43]. All these disease complications were worsened in mice
treated with tamoxifen. In fact, this drug caused weight loss and decreased haemoglobin
concentration even in uninfected mice. One possible explanation is that tamoxifen decreases
appetite and increases fat mobilisation in rats and mice [44i—46]. In addition, it is likely
that increased parasitaemia also contributed to higher erythrocyte destruction, which
decreased haemoglobin concentration. Another possible explanation is that the metabolism
of tamoxifen generated 4-OH-tamoxifen, which by binding to erythrocytes, increased its
permeability and promoted lysis, as described by Cruz Silva in humans [47]. Our results
show tamoxifen aggravates symptomatology in P. berghei ANKA-infected mice.

Since the spleen is the main organ where Plasmodium is eliminated [35], we analysed
the effect of tamoxifen on the immune response cells in the spleen. Tamoxifen decreased the
populations of CD3* /CDS8* cytotoxic T lymphocytes and B220* lymphocytes but increased
the CD16* /CD32* (NK) cells on day eight post-infection. The effects of tamoxifen on
the immune response to malaria are indicated in red (Figure 5). In addition, tamoxifen
decreased the concentration of IL-2, which is a cell differentiation and growth factor for
T lymphocytes [43], which could explain the decrease in this cell population. Moreover,
tamoxifen also reduced IL-6, which is a cytokine required to activate B cells as described
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in C57BL /6] mice infected with Plasmadiem [49]. Therefore, possibly the decreased IL-6
concentration induced by tamoxifen would reduce the numbser of B cells.

Additionally, tamosdfen also decreased 1L-17 levels; interestingly, low IL-17 concentra-
tion is associated with severe malarial anaemia and multiple organ dysfunction [50-52].
Taken together, the alterations produced by tamoxifen in immune response cells as well as
cytokines, at least, partly explain the worsening of malaria symptoms when tamoscifen is
administered to P berghel ANKA infected mice.

Although tamoxifen exhibits activity against different parasites, attention should be
observed to its therapeutical use since it is not specific and may have effects other than
those expected. In the case of malaria, it promoted the proliferation of Plassodium and
exacerbated symptomatology. Since tamoxifen is still used in breast cancer therapy, caution
is suggested when administering tamoxifen to patients with breast cancer and malaria.
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Figure 5. Effect of tamoxifen on the immune response of CBA/Ca mice infected with Plesmaodinn bergher ANEAL Innate
and adaphive immune responses are required to control erythrocyte infection with Plasmmodium. Dendritic cells () and
macrophages (M) phagocytose parasitised erythrooytes, then present parasite antigens to virgin CD3*; such interaction
activates them to produce IL-2, promoting their proliferation and maturation to CO4* Thi cells. These last cells produce
IFM-y, which activates Md and NK cells, promoting parasite elimination. (On the other hand, CD3* cells produce IL-1
and IL-6, which are growth and differentiation factors for B2Z20* cells to mature into antibody-producing cells involved i
parasite elimination. Tamoxifen effects are labelled in red. This drug increased the number of NK* cells but decreased the
CDEC0E* population; it alse decreased the concentration of [L-2, IL-6, and 1L-17, which could affect parasite clearance
leading to increasing parasituemnia and the splenic index as well as decreasing body mass and haemoglobin concentration.

4. Materials and methods
4.1, Mice mnd Poresites

The mouse strain used (CBAS Ca) was initially donated by Dr William Jarra (Mational
Institute for Medical Research, London, UK). The mice were reproduced, fed, and kept
under a specific pathogen-free environment at the FES Zaragoza, UNAM animal house
facilities. For the experiments, 12-week-old female mice were used. The animals were kept
in the animal house at the FES Zaragoza-TUNAM, in strict agreement with the institutional
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and national official guideline NOM-062-ZOO-1999, certificate number 28/04/50/3.4.1
for the use and care of laboratory animals.

Plasmodium berghei ANKA was also generously donated by Dr William Jarra. Parasites
were cryopreserved under liquid nitrogen. For parasite activation, a vial was thawed
and immediately injected into one mouse. When parasitaemia reached 20%, parasitised
blood was extracted. Blood was diluted to infect the experimental groups of mice using an
intravenous inoculation of 1 x 10° Plasmoditum berghei ANKA-infected red blood cells in
each mouse.

4.2. Experimental Design

Ninety CBA /Ca mice were divided into three groups; the first group was untreated,
the second group was administered vehicle (1% alcohol diluted in saline), and the third
group was administered tamoxifen diluted in the vehicle. All groups were infected with
Plasmodium berghei ANKA. In addition, three groups of uninfected mice treated in the same
way as the mice on day 8 (1 = 10) were used as controls of tamoxifen effects in the absence
of infection.

Bedy temperature, body weight and haemoglobin concentration were assessed daily.
Ten mice from each group were sacrificed at 0, 4, and 8 days post-infection. On the days
of sacrifice, blood and spleen were removed. Plasma was separated from the blood by
centrifugation and stored in aliquots to quantify the concentration of Th1, Th2 and Thi7
cytokines by flow cytometry. The spleen of each mouse was weighed and disaggregated,
and cells were stained with fluorochrome-labelled monoclonal antibodies and analysed by
flow cytometry.
4.3. Tamoxifen Administration

Mice were treated daily with tamoxifen (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) ata
dose of 1 mg/kg body weight. We had previously calibrated the dose to achieve in vivo
parasiticidal activity against Taenia [24]. Tamoxifen was diluted in a mixture of 1% ethanol
in isotonic saline (vehicle). It was administered daily subcutaneously for 28 days before
infection and for 8 days post-infection to achieve constant concentrations throughout the
experiment.

4.4. Parasitaemia

A drop of tail blood was used daily to prepare thin blood smears, fixed with absolute
methanol, and stained with 1:10 dilution of Giemsa stain (Sigma Aldrich, St Louis, MO,
USA). Parasite load was assessed by light microscopy using a 100x magnification in oil
immersion lens using a Carl Zeiss Standard 20 microscope (Carl Zeiss LTD, Welwyn Garden
City, UK). Parasitaemia was assessed by counting the number of parasitised red blood cells
compared to the total red blood cells tested (200).

4.5. Body Temperature

The body temperature was recorded daily at the same time using an infrared ther-
mometer (Thermofocus, 01500A /HIN1, Vedano Olana-Varese, ltaly). Each mouse was
immobilised, and the infrared beam was directed 5 cm from its abdomen.

4.6. Body Mass Variation

Each mouse was weighed daily using an electronic balance (Ohaus, Parsippany, NJ,
USA); the weight recorded on the day of infection (day zero) was considered 0%. The
percentage of weight variation (PWV) was calculated daily by the following equation:
PWV = ((A/B) x 100) — 100, where A is the weight of each mouse on a particular day, and
B is the weight on day zero post-infection.
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4.7. Haemoglobin (Hb) Levels

Daily, 2 uL of tail blood were mixed with 498 uL of Drabkin reagent (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, USA) and incubated for 5 min at room temperature in the dark. The
absorbance was measured at 540 nm in a microplate reader (Multiskan GO, Thermo
Fisher Scientific, Inc, Walthman, MA, USA). The Hb concentration was calculated using a
commercial Hb standard (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).

4.8. Splenic Index

At 0, 4 and § days post-infection, mice were weighed on an electronic balance (Ohaus),
sacrificed, and the spleen was removed and weighed on an analytical balance (Sartorius,
Gottingen, Germany). The splenic index was calculated as the ratio of the spleen weight
and body mass for each mouse.

4.9. Quantification of Spleen Cell Populations by Flow Cytomelry

The quantification of cell populations was assessed by multicolour flow cytometry
as previously described [18]. Briefly, groups of mice treated with tamoxifen, vehicle or
untreated, were infected with P. berghei ANKA. Mice were sacrificed 0, 4, and 8 days
post-infection, and their spleens were removed and disaggregated using a nylon net.
Additionally, three control groups of uninfected mice treated in the same way were used to
assess the effects of tamoxifen in the absence of infection. Spleen cells were washed with
sterile staining buffer (PBS, 2% SFB, 0.02 NaNj;) and stained using previously calibrated
dilutions of commercial anti-mouse fluorochrome-coupled antibodies: FIT C-antiCD3*,
APC-antiCD4*, PE-antiCD8*, APC-antiCD19*, PE-anti-Mac-3* and PE-antiCD16* /32*
antibodies. For this purpose, three combinations of antibodies were prepared: The first
identified total T cells, T-helper, and cytotoxic T cells (CD3*, CD4* and CD8*); the second
combination identified B cells and macrophages (B220* and anti-Mac-3*). The third only
contained anti-CD16* /32* to identify NK cells. To select the populations, first, the negative
and positive region was defined in each dot plot. Three tubes were used for each population:
the control of unstained cells, the control of cells stained with a single antibody coupled
to the fluorochrome and the tube containing the isotype control. FITC-antiCD3 is a rat
IgG2b antibedy, and its isotype control was FITC-rat (IGg2b x); APC-antiCDM is a rat 1gG2a
antibody, its isotype control was APC-rat (IgG2a, x); PE-CDS8 is a rat IgG2a antibody, its
isotype control was PE-rat (IgG2a, k); APC-B220 is a rat IgG2a antibedy, its isotype control
was APC-rat (IgGl, x); PEEMAC-3 is a rat IgG1 antibody, the isotype control was PE-rat
(IgG1, x). Finally, PE-CD16/32 is an IgG2a antibody, and its isotype control was PE-rat
(IgGl ). A total of 10,000 cells were evaluated for each sample, and the percentage (%) of
positive cells was calculated. All antibodies were purchased from Biolegend (Biolegend,
San Diego, CA, USA). Stained cells were analysed using a FACSAria Il flow cytometer
{Beckton and Dickinson, San Jose, CA, USA); the data were examined with the Flowjo™
software (Beckton and Dickinson, Ashland, OR, USA).

4.10. Th1/Th2/Th17 Cytokine Quantification
At 0, 4, and 8 days post-infection, mice were sacrificed, and blood was extracted
in heparinised tubes and centrifuged at 2000 x g for 15 min. The plasma was recovered,
into two tubes and kept frozen at —20 °C until used. The levels of the cytokines
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-&, IFN-y and [L-17a were assessed using a cytometric bead
array (BD Mouse Th1/Th2/Th17 CBA Kit Biosciences-Pharmingen, Heidelberg, Germany).
Briefly, 25 ul of plasma were incubated for 2 h at room temperature in the dark with 25 uL of
bead mixture and the detection reagent. The supernatant was separated by centrifugation,
and the beads were resuspended in 100 uL of FACS liquid. The concentration of each
cytokine was calculated using a commercial standard curve.
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4.11. Statistical Analysis

Parasitaemia, temperature, body mass variation, and haemoglobin concentration data
were analysed by repeated means analysis with a Bonferroni post hoc test and a significance
of p < 0.05 (n = 10). The tamoxifen group was compared against the vehicle-treated and
untreated groups on each day. This analysis was performed with the Graph Pad Prism 7
software (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).

The data for splenic index, spleen cell populations and serum cytokine concentration
were analysed using the nested treatment effect test 0, 4, and 8 days post-infection with
a Bonferroni post hoc test, and significance of p < 0.05 (1 = 10) in each group per day.
The nested effect analysis was performed with Statgraphics (Centurion XVI software,
The Plains, VA, USA).
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