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RESUMEN

Los cisticercos y gusanos de Taenia crassiceps WFU, ORF y Taenia solium
sintetizan hormonas esteroides in vitro. Los corticosteroides incrementan la
sintesis de 17-estradiol en cisticercos de T. crassiceps. Los cisticercos de T.
crassiceps WFU sintetizan corticosteroides, principalmente 11-deoxi-
corticosterona (DOC). Las 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasas (173-HSD)
son enzimas clave involucradas en la formacion (reduccién) e inactivacion
(oxidacién) de esteroides sexuales. Varios tipos de estas enzimas han sido
halladas en vertebrados incluyendo a los peces, asi como, en invertebrados
como Caenorhabditis elegans (C. elegans), Ciona intestinalis y Haliotis
diversicolor supertexta. A la fecha la informacion disponible estéa limitada
acerca de esta enzima en parasitos.

Este trabajo tiene dos motivos de estudio: a) investigar si los inhibidores
esteroidogénicos clasicos modifican la capacidad de los cisticercos de T.
crassiceps WFU para sintetizar corticosteroides y hormonas esteroides
sexuales, y b) identificar una 17B-HSD funcional en el cisticerco de T.
solium.

En la primera parte de este trabajo, cisticercos de T. crassiceps WFU fueron
obtenidos de la cavidad abdominal de ratones, preincubados por 24 h en
DMEM mas antibidticos/antimicoticos y cultivados en la presencia de
progesterona, androstenediona o dehidroespiandrosterona tritiada (®H-Pa,
®H-A,, *H-DHEA) mas diferentes dosis de inhibidores correspondiente, por
diferentes periodos de tiempo. Blancos con el medio de cultivo mas
precursores tritiados fueron incubados simultaneamente. Al término de los
periodos de incubacion, los parasitos fueron separados y el medio fue
extraido con éter. Los esteroides resultantes fueron separados por
cromatografia en capa delgada (TLC). Los resultados fueron expresados
como porcentaje de transformacion del precursor tritiado.

Para la segunda parte: La secuencia obtenida in silico de la base de datos
del genoma de T. solium fue amplificada por RT-PCR y clonada en un vector
de expresion pcDNA3.1(+). Se realizd un transfeccion transitoria en células

HEK-293T con Tsol-17gHSD, cultivado e incubado con *H-androstenediona



y *H-estrona, y se obtuvo el medio y se extrajeron con éter los esteroides,
los cuales se separaron con TLC como se describié anteriormente.

Los resultados de estos estudios fueron los siguientes:

a) Se encontré que después de 2 h de exposicion de los cisticercos a
100 uyM de formestane, la sintesis de °H-17B-estradiol a partir de
androstenediona tritiada fue inhibida significativamente. La incubacion de
cisticercos en la presencia de *H-DHEA y danazol (100 nM) resulté en la
acumulacion de *H-androstenediol y una reduccién significativa de la sintesis
de 17B-estradiol. La sintesis de *H-DOC en cisticercos fue significativamente
inhibida cuando los parésitos fueron incubados en la presencia de diferentes
dosis de ketoconazol.

b) El tamafio total del cDNA del Tsol-17BHSD contiene 957 bp,
corresponden a un marco de lectura abierto que codifica para 319 aa. La
expresion inducida de Tsol-178HSD transforma °H-androstenediona en
testosterona. En contraste, °>H-estrona no fue significativamente
transformada en estradiol. La mayor identidad (84%) a nivel de proteina fue
encontrado con la 17@HSD de Echinococcus multilocularis, aunque fueron
encontradas similitudes significativas con otras secuencias de 17gHSD de
invertebrados y vertebrados. La Tsol-173HSD de T.solium corresponde a la

superfamilia de deshidrogenasas/reductasas de cadena corta (SDR).

En conclusién, fue demostrado que la sintesis de corticosteroides y los
esteroides sexuales del cisticerco de T. crassiceps pueden ser modificada
por inhibidores de las enzimas esteroides. Por lo tanto, la inhibicién de su
sintesis es un buen punto de partida para el desarrollo de nuevos
tratamientos, o el reemplazo de las terapias usadas en infecciones
parasitarias resistentes a los farmacos. Ademas el cisticerco de T. solium
expresa una 173-HSD que cataliza la reduccién de andrégenos. La enzima
pertenece a superfamilia de deshidrogenasas/reductasas de cadena corta y
comparte motivos y actividad con la 173-HSD tipo 3 de otras especies de
mamiferos.

Palabras clave: sintesis de esteroides; cisticerco de Taenia solium; cisticerco

de Taenia crassiceps WFU, formestane, danazol, ketoconazol, 173-HSD.



ABSTRACT

Cysticerci and tapeworms from Taenia crassiceps WFU, ORF and Taenia
solium synthesize sex-steroid hormones in vitro. Corticosteroids increase the
17p-estradiol synthesis by T. crassiceps cysticerci. T. crassiceps WFU
cysticerci synthesize corticosteroids, mainly 11-deoxy corticosterone (DOC).
The 17B-hydroxysteroid dehydrogenases (17B-HSD) are key enzymes
involved in the formation (reduction) and inactivation (oxidation) of sex
steroids. Several types of these enzymes have been found in vertebrates
including fish, as well as in invertebrates like Caenorhabditis elegans (C.
elegans), Ciona intestinalis and Haliotis diversicolor supertexta. To date

limited information is available about this enzyme in parasites.

This work had two study reasons: a) to investigate whether classical
steroidogenic inhibitors modify the capacity of T. crassiceps WFU cysticerci
to synthesize corticosteroids and sex steroid hormones, and b)to identify a

functional 173-HSD in the T. solium cysticerci.

In the first part of this work, T. crassiceps WFU cysticerci were obtained from
the abdominal cavity of mice, pre-incubated for 24 h in DMEM +
antibiotics/antimycotics and cultured in the presence of tritiated progesterone
(*H-P4), androstendione (*H-A,), or dehydroepiandrosterone (*H-DHEA) plus
different doses of the corresponding inhibitors, for different periods. Blanks
with the culture media adding the tritiated precursors were simultaneously
incubated. At the end of the incubation period, parasites were separated and
media extracted with ether. The resulting steroids were separated by thin
layer chromatography (TLC). Data were expressed as percent transformation
of the tritiated precursors.

And for the second part: The coding obtained through in silico blast searches
in the T. solium genome database sequence was amplified by RT-PCR and
cloned into the pcDNA 3.1(+) expression vector. HEK293T cells transiently
transfected with Tsoll7B-HSD, cultured and incubated with °H-
androstenedione and 3H-estrone, and like above were obtained the media

and extracted with ether, and the steroids were separated with TLC.



The results of these studies:

a) Results showed that after 2 h of exposure of the cysticerci to 100 uM
formestane, the *H-17B-estradiol synthesis from tritiated androstendione was
significantly inhibited. The incubation of cysticerci in the presence of °H-
DHEA and danazol (100 nM) resulted in *H-androstendiol accumulation and
a significant reduction of the 17B-estradiol synthesis. The cysticerci *H-DOC
synthesis was significantly inhibited when the parasites were cultured in the

presence of different ketoconazol dosis.

b) The full length cDNA Tsol173-HSD contains 957 bp, corresponding to an
open reading frame coding for 319 aa. The induced expression of Tsoll17f3-
HSD transformed 3H-androstenedione into testosterone. In contrast, °H-
estrone was not significantly transformed into estradiol. The highest identity
(84%) at the protein level was found with the Echinococcus multilocularis
17B-HSD although significant similarities were also found with other
invertebrate and vertebrate 17p-HSD sequences. The T. solium Tsol-
17BHSD belongs to the short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) protein

superfamily.

In conclusion, it was showed that corticosteroid and sex steroid synthesis in
T. crassiceps WFU cysticerci can be modified by steroidogenic enzyme
inhibitors. Therefore the inhibition of their synthesis is a good starting point
for the development of new treatments, or replacement of the usual therapy
in resistant parasite infections. Additionally the T. solium cysticerci express a
17B-HSD that catalyzes the androgen reduction. The enzyme belongs to the
short chain dehydrogenases/reductase family and shares motifs and activity

with the type 3 enzyme of other mammal species.

Key words: Steroid synthesis; parasites; Taenia solium cysticerci; Taenia
crassiceps cysticerci WFU; formestane; danazol; ketoconazole; 17B-HSD;

cloning; transfection.



Introduccion

Taenia solium

El agente causal de la cisticercosis humana y porcina es el metacestodo o
cisticerco de Taenia solium. El cisticerco es la forma larvaria en el desarrollo
de este parasito, esta formado por una vesicula ovalada y translucida llena
de liquido, con un pequefio escolex invaginado (Figura 1A), al igual que la
tenia adulta, el escllex del cisticerco posee cuatro ventosas y un rostelo
armado con dos hileras de ganchos. Esta fase larvaria se encuentra entre la
de embrién hexacanto (con seis ganchos) (Figura 2B) y el gusano adulto o
solitaria. Puesto que el humano es el Unico huésped definitivo natural de la
T. solium, la prevalencia de la teniasis/cisticercosis depende exclusivamente
del vinculo que el hombre establece con los animales y en particular con el
cerdo (principal huésped intermediario).

En condiciones naturales, la T. solium habita Unicamente en el intestino
delgado del ser humano. Su nombre comun alude a que en la mayor parte
de los casos se encuentra un solo gusano en cada portador; sin embargo, no
es raro encontrar mas de una tenia en el mismo paciente. Estos gusanos se
adhieren a la pared intestinal del huésped definitivo por el escélex o cabeza.
El escolex es seguido por el cuello, a continuacion crecen los segmentos del
cuerpo o proglétidos (Figura 3C). Los proglétidos juntos forman la estrobila,
o cuerpo del gusano; el niumero de proglétidos en el gusano adulto depende
de las especies. Los proglétidos tienen musculos longitudinales vy
transversos y son motiles. Cada proglétido tiene ademas d&rganos
reproductivos masculinos y femeninos, pero el emparejamiento usualmente
ocurre con segmentos adyacentes, mas que por auto-fertilizaciéon (Figura
1D). Los proglétidos distales del escélex son los mas viejos y contienen
huevos maduros o inmaduros (Larralde y Aluja, 2006).

Los céstodos no tienen sistema digestivo o circulatorio y pueden absorber
nutrientes del lumen del intestino delgado del huésped a través de las
microvellosidades del tegumento. Estas cubren la superficie de cada

proglotido y excretan desperdicios a través de un par de tubulos secretores.



Tienen un sistema nervioso rudimentario que consiste de un ganglio en el
escolex y nervios en los proglétidos.

Aunque el cerdo es el principal huésped intermediario de la T. solium,
algunas otras especies, incluyendo al hombre, también pueden alojar

cisticercos.

Fig. 1. Diferentes estadios de desarrollo de tenias. A. Cisticercos de T. solium. B.
Huevecillos observados a microscopio de luz. C. Escdlex de T. solium. D. Proglétido maduro
de T. crassiceps, donde se observan testiculos (T) y ovarios (O) (tomado de Larralde y
Aluja, 2006)

Clasificacion taxonémica

-Reino: Animal

-Phylum: Platyhelminthes, metazoos planos con cavidad general que esta
rellena de parénquima. El cuerpo esta recubierto por el tegumento, en el que
se distinguen pequeiias microvellosidades, Illamadas microtriquias o
“microvilli”. Incluye ademas de la clase Cestoidea, a la clase Trematoda con
importantes parasitos en el hombre.

-Clase: Cestoidea, con cuerpo cintiforme y segmentado, carecen de tubo

digestivo y su nutricion se realiza a través del tegumento. Se alimenta del
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contenido intestinal del hospedero, carece de aparato digestivo propio y la
captacion y asimilacion del alimento se lleva a cabo en el sincitio celular del
tegumento, el cual absorbe moléculas organicas de bajo peso molecular por
difusién o transporte activo, y probablemente también por endocitosis (Noble
et al., 1989). Son hermafroditas, por lo tanto cada proglétide tiene sistema
reproductor femenino (ovarios, Utero, vagina) y masculino (testiculos, tubo
deferente, vesicula seminal).

-Subclase: Eucestoda, cuerpo dividido en proglétides, con uno o0 mas pares
de 6rganos reproductores por segmento, parasitismo entérico.

-Orden: Cyclophyllidea, tienen como 6rgano de fijacion en la porcion cefalica
del parasito, o escllex, cuatro estructuras de naturaleza muscular
denominadas ventosas y un rostelo muscular, generalmente armado con
ganchos. Los huevos no contienen larvas ciliadas.

Familia: Taeniidae, son céstodos de tamafio mediano o grande; las
proglotides poseen poros genitales irregularmente alternos.

Género: Taenia

Especies: T. solium, T. asiatica, T. saginata (Eom, 2006; Kim et al., 2007).

Ciclo de vida

La cisticercosis se adquiere por la ingestion de huevos de T. solium, es
propiciada por deficiente higiene personal, de alimentos y domiciliaria en el
manejo de las excretas humanas y en particular por la convivencia con un
portador del gusano adulto. Una vez en el tubo digestivo del huésped
intermediario, las enzimas proteoliticas y las sales biliares proveen la sefal
para la activacion de la oncosfera (embrion hexacanto) contenida en el
huevecillo (Figura 1-3). Los embriones activados penetran la pared intestinal
del huésped hasta alcanzar capilares linfaticos y sanguineos, que los
distribuyen a una gran variedad de 6rganos y tejidos (tejido subcutaneo,
musculo esquelético y cardiaco, cerebro). Aunque se desconocen muchos
eventos que ocurren después de la penetracion de los embriones, lo que si
se sabe es que se requiere de cuando menos 10 semanas para convertirse

en un cisticerco (metacéstodo enquistado) y que éste puede sobrevivir por



varios afios en los tejidos del huésped intermediario (Figura 1-4) (Larralde y
Aluja, 2006).

El ciclo se completa cuando el ser humano ingiere cisticercos vesiculares
presentes en la carne cruda o poco cocida proveniente de un cerdo
cisticercoso (Figura 1-1). Nuevamente las enzimas géstricas e intestinales,
asi como las sales biliares del huésped, participan en la activacion del
cisticerco, induciendo la evaginacion del escolex y su fijacion en la pared
intestinal. Una vez anclado, el parasito crece y se diferencia hasta
convertirse en una tenia adulta productora de proglétidos gravidos (figura 1)
(Larralde y Aluja, 2006).

Cisticercosis en humanos

Si bien, el cerdo es el principal huésped intermediario de la T.solium, el
hombre también puede alojar cisticercos (Figura 1-5). El estado larvario o
cisticerco se encuentra mas frecuentemente en tejidos subcutaneos,
musculares, en el o0jo y en el cerebro. Los sintomas que produce varian de
acuerdo con el niumero de parasitos y el tejido invadido (Fleury et al., 2004)
La cisticercosis es una parasitosis endémica en la mayoria de los paises de
Ameérica Latina, Africa y Asia. La forma mas sintomatica de la enfermedad
ocurre cuando los parasitos se localizan en el sistema nervioso central,
causando la neurocisticercosis (NC). Una de las caracteristicas de la NC es
su gran heterogeneidad a nivel clinico, radiolégico e inflamatorio (Fleury et
al., 2004). Las causas que determinan esta heterogeneidad no estan
totalmente dilucidadas por el momento, pero participan seguramente
factores propios del parasito, localizacién del quiste y respuesta inmune del
hospedero asi como la intensidad de la exposicion al parasito.

En relacion con los factores del hospedero, diferentes observaciones
sugieren la participacién de la edad, del estado genético, del género asi
como del nivel de estrés. Se ha demostrado que la expresion clinica,
radiolégica e inflamatoria de la NC difiere significativamente entre nifios y
adultos (Fleury et al., 2003). En los primeros, la forma mas frecuente es un
pardsito Unico, en estado de degeneracion (coloidal), localizado en el

parénquima o en el espacio subaracnoideo de los surcos corticales. En los



O

C)
:

Fig. 2. Ciclo de vida de la T. solium (tomado de Larralde y Aluja, 2006)

adultos sintométicos, la localizacién en el espacio subaracnoideo de la base
o en el ventriculo, que causa las formas mas severas, es muy frecuente.
Escobar en 1983 describid las fases por las que atraviesa el cisticerco desde
gue llega al sistema nervioso central hasta su calcificacion.

e Fase vesicular: el parasito es viable, la membrana vesicular es
delgada, el liquido vesicular es transparente, el escolex invaginado es
de aspecto normal y no se observan cambios inflamatorios en el tejido
cerebral que lo rodea.

e Fase coloidal: la pared del quiste se engrosa rodeandose de una
densa capa de colageno y el escolex muestra signos de degeneracion
hialina. El parénquima cerebral circundante se encuentra edematoso
y muestra intenso infiltrado inflamatorio, compuesto por linfocitos,

eosinofilos y células plasmaticas.



e Fase granular: la reaccion inflamatoria abarca al parasito propiamente
dicho, el cual ya no es viable.

e Fase calcificada: finalmente el cisticerco llega a esta fase
transformandose en un nédulo calcificado e inerte y los cambios
inflamatorios perilesionales suelen ser intensos y persisten asi

durante afos.

Relativo al género, aunque la mayoria de los estudios epidemioldgicos
generales encuentren una prevalencia similar en hombres y mujeres (Sotelo
et al., 1985), existen claras diferencias en otros aspectos. Una de las formas
graves de la enfermedad, llamada encefalitica, caracterizada por la
presencia de multiples parasitos parenquimatosos que generan una reaccion
inflamatoria importante, es mucho mas frecuente en las mujeres jovenes
(Rangel et al.,, 1987). Asimismo, se ha demostrado que la reaccion
inflamatoria, independientemente de la localizacion del parasito, es mas
frecuente e intensa en mujeres que en hombres (Del Brutto et al, 1988;
Fleury et al., 2004). Por ultimo, mediante estudios serolégicos se ha
demostrado que las mujeres presentan mayores titulos de anticuerpos que
los hombres (Larralde et al., 1992).

Tratamiento de la cisticercosis humana

El tratamiento especifico de la cisticercosis del parénquima cerebral con
resultados satisfactorios comenzé en Ameérica Latina en 1980 con el uso de
praziquantel y posteriormente con albendazol (antihelmintico del grupo de
los benzimidazoles). Durante la administracion de estos farmacos los
pacientes pueden presentar transtornos neurologicos, incluyendo cefalea,
vomitos, vertigos, convulsiones, dificultad motora o0 hipertension
endocraneana. Son reacciones colaterales que se manifiestan en los
primeros dias del tratamiento y que estan relacionadas con la intensa
inflamacion desarrollada por el hospedero en respuesta a la destruccion
aguda de los cisticercos en el cerebro (Escobedo et al., 1987; Takayanagui y
Jardim, 1992).
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Estudios realizados con albendazol (Escobedo et al., 1987; Botero et al.,
1993) demostraron que los indices de curacion de neurocisticercosis con
albendazol superaban a los obtenidos con praziquantel, siendo ademas el
albendazol de menor costo y de mas facil obtencién. Los efectos
secundarios también se presentan con albendazol y dependen de la
inflamacion cerebral originada en la destruccion de los quistes y no de un
efecto directo de los antihelminticos (Escobedo et al., 1987). Es conveniente
hospitalizar a los pacientes, al menos la primera semana del tratamiento,
porque es cuando los efectos secundarios colaterales se presentan con
mayor frecuencia. El uso de esteroides esta indicado para contrarrestar
dichos efectos (Botero et al., 1993).

Modelos murinos de cisticercosis

Ante la dificultad de experimentar con cisticercos en el humano, y para
conocer y definir diversos factores bioldgicos relacionados, se han utilizado
modelos de cisticercosis experimental murina. Uno de ellos es la de
cisticercos de Taenia crassiceps, el cual es un platelminto cuya forma adulta
se encuentra usualmente en el intestino de zorros rojos norteamericanos o
europeos (Delvalle, 1989). La etapa larvaria o el cisticerco se desarrolla en
un roedor llamado raton de las praderas, quien adquiere la infeccion por
ingestion de los huevos provenientes de las heces de los zorros. En los
roedores infestados de manera natural, los huevos se desarrollan a
cisticercos que pueden multiplicarse asexualmente y se alojan en diversos
tejidos y cavidades del cuerpo del roedor, el cual es por lo tanto, el
hospedero intermediario natural del parasito (Toenjes et al., 1999).

Al igual que en T. solium, la T. crassciceps estd compuesta por varios
proglétidos y cada uno de estos es una unidad reproductiva funcional con

testiculos y ovarios (Willms et al., 2004).

Taenia crassiceps ORF

La cepa ORF (Larralde et al., 1995) son cisticercos de T. crassiceps los

cuales no presentan escolex, y se multiplican por gemacion en la cavidad
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peritoneal de ratones. En este modelo se han estudiado las interacciones
imunoenddcrinas que ocurren entre el hospedero y el parasito entre otras
(Fox et al., 1971; Terrazas et al., 1994). En este modelo ofrece diversas
ventajas, que incluyen la posibilidad de realizar un numero grande de
experimentos, la facilidad operativa y las semejanzas en el ciclo bioldgico,
estructura, antigenicidad. Experimentalmente puede inducirse la infeccion
con la inyeccion intraperitoneal de los cisticercos. La reproduccion del
pardsito por gemacion, produce una gran poblacibn de parasitos
homogéneos. Esta caracteristica del cisticerco, que no comparte con T.
solium, permite ademas cultivarlo, lo que facilita los estudios in vitro (Huerta
et al., 1992).

Taenia crassiceps WFU (Wake Forest University)

Asimismo se han utilizado cisticercos de otra cepa, llamada T. crassiceps
WFU, que también se reproducen en la cavidad abdominal del ratén, tienen
la ventaja de tener una larva capaz de evaginar, puede mantenerse en
cultivo, y también comparte caracteristicas antigénicas con el cisticerco de T.
solium, por lo que es un modelo experimental mas cercano a éste (Everhart
et al., 2004).

Obtencion de tenias en hamster

Es posible obtener experimentalmente tenias de T. solium en hamsteres
infectados con cisticercos por via oral. La longitud del crecimiento de las
tenias en el hamster puede variar, pero los proglétidos gravidos con huevos
viables se encuentran en el proglétido 82, entre los dias 24 a 37 post-
inouculacion. El escoélex tiene cuatro ventosas y el rostelo tiene ganchos con
forma de espinas. También pueden desarrollarse en hamsters las T.
crassiceps WFU, que son mas pequefios que los de T. solium (Willms y
Zurabian, 2010).
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Marco Teodrico

1. Biosintesis de esteroides sexuales y corticosteroides

Las hormonas esteroides son derivadas del colesterol. La estructura quimica
basica de los esteroides son cuatro anillos aromaticos (tres ciclohexanos y
uno ciclopentano), conocida como ciclopentanoperhidrofenantreno (figura 2).
Sobre éste se agregan cadenas laterales que determinan las clases de
esteroides, generando tres tipos basicos:

1. Esteroides de 21 4tomos de carbono: son las hormonas responsables
de las funciones enddcrinas de la corteza suprarrenal. Se clasifican
en: l)glucocorticoides (GC), que tienen accion basica sobre el
metabolismo hidrocarbonado y proteinico (principalmente la cortisona
y la hidrocortisona); ademas tienen acciones relacionadas con la
funcién inflamatoria y con la funcion inmune. Il)mineralocorticoides
(MC), que participan en el equilibrio hidroelectrolitico (la aldosterona).

2. Esteroides de 19 &tomos de carbono: los andrégenos son las
hormonas sexuales masculinas, cuya principal funcién es estimular la
apariciéon de caracteres masculinos.

3. Esteroides de 18 atomos de carbono: se conocen como estranos,
hormonas sexuales femeninas, los cuales tienen diferentes efectos,

como el desarrollo de caracteristicas femeninas (figura 1).

Asi pues, existen tres tipos de hormonas esteroideas. Los esteroides
sexuales, los mineralocorticoides y los glucocorticoides.

La biosintesis de esteroides ocurre de dos formas: directamente del acetato,
via mevalonato, escualeno y colesterol o a partir del colesterol circulante en
sangre procedente de la dieta. Dicha biosintesis puede seguir
posteriormente dos vias: la de la pregnenolona (via A5), que es el pregnano
del que derivan todos los demas esteroides; o la de la progesterona (via A4),
gue ya muestra una estructura delta-4-3-ceto en su anillo A. Ambas
progestinas sufren una hidroxilacion en el carbono 17, antes de que ocurra
una ruptura de ese mismo sitio y dé lugar a los andrégenos de 19 carbonos.

La dehidroepiandrosterona (DHEA) se forma a partir de la 17a-
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hidroxipregnenolona, y puede ser reducida para formar androstenediol y
posteriormente por la participacion de la enzima deshidrogenasa esteroidea

Colesterol (C27)

Cortisol (C21) Androstano (C19) Estrano (C18)

Fig. 3. Nucleos bésicos de los diferentes tipos de hormonas esteroides

se forma testosterona. La 17a-hidroxiprogesterona por su parte es
convertida directamente en androstenediona (A4) y posteriormente en
testosterona. Esta hormona puede ser posteriormente reducida a
dihidrotestosterona (5a 0 5B). La androstenediona puede ser directamente
aromatizada a estrona o primero convertirse en testosterona y después
aromatizarse a estradiol. Es decir que los estrégenos son derivados de la
testosterona y la androstenediona, por la aromatizacion del anillo A de estos
androgenos. La aromatizacion incluye una serie de reacciones complejas
gue consiste, entre otros pasos, en una serie de hidroxilaciones del carbono
19 seguidas de oxidaciones, la segmentacion del grupo metilo del carbono
19, la aromatizacién del anillo esteroide A y la formacion de estrégenos. El
estradiol, que es el estrdgeno mas potente, resulta directamente de la

aromatizacion de la testosterona, mientras que la estrona se obtiene por la
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aromatizacion de la androstenediona (Beber y Gonzalez-Flores, 2000)
(figura 3).

En la sintesis de corticosteroides a partir de progesterona actia primero la
enzima 17« hidroxilasa y después la 21-hidroxilasa, estas enzimas son dos
citocromos P-450 microsomales. El 11-desoxicortisol debe volver al interior
de la membrana mitocondrial para que tenga lugar el dltimo paso en la via
de sintesis de cortisol, una 11g-hidroxilacion catalizada por un tipico P-450
microsomal. La 11-desoxicorticosterona (DOC) formada por la 21-
hidroxilacion de la progesterona, pasa a la mitocondria y tras una 11p3-
hidroxilacion se convierte en corticosterona. Esta se somete a una 18-

hidroxilacion seguida de una reaccion oxidativa para formar aldosterona

(figura 2).
COLESTEROL
17 a hidroxilasa S e
Pregnenolona » 17 o Hidroxipregnenolona — 17-20liasa o pHEs
l 3 p deshidrogenasa 3 B deshidrogenasa
Progesterona 17 Hidroxiprogesterona — 17-20%kiasa o Androstendiona
l 21 hidroxilasa 21 hidroxilasa 17 f reductasa
Dehidrocorticosterona 11 Desoxicortisol — Testosterona
11 p hidroxilasa 11 @ hidroxilasa 5 @ reductasa
Corticosternna » Cortisol L7-20 liasa Dihisrotestosterona
Aldosterona sintetasa
ALDOSTERONA

Fig. 4. Biosintesis de esteroides (tomado de Gémez et al., 2007)

2. Secrecion, transporte y metabolismo de esteroides sexuales y

corticosteroides

Los esteroides son sustancias hidrofébicas. Las reacciones catabdlicas,
ademas de inactivar las hormonas activas fisiologicamente, sirven también
para convertir las moléculas esteroides en productos mas hidrofilicos. Las
reacciones catabdlicas en su mayoria son reductivas y ocurren sobre todo
en el higado. La solubilidad en agua de los metabolitos esteroides aumenta

si se conjugan con &cido sulfurico o glucurénico. La mayor parte de los
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metabolitos esteroides se eliminan en orina como sulfatos o conjugados
glucuronados hidrosolubles formados principalmente en el higado. La
sulfoquinasa necesita sulfato activo, que es donado por la
fosfoadenosinfosfosulfato (PAPS). La glucuronil transferasa utiliza acido
uridina difosfoglucurénico (UDPG) (Guillemette et al., 2004)

Esteroides Sexuales
El colesterol, por la accion de distintas enzimas se transforma en diferentes

esteroides sexuales, segun el érgano donde tiene lugar su transformacion:

las adrenales, los ovarios o los testiculos (fig. 4)

ADREMAL CVARIC TESTICULD
COLESTERCL COLESTERCL COLESTERCL
EHE.‘L—* DHEA FREGMENOLOMA
DHEAS -l
AMDROSTEMED KXMA AHDROZTENED -ZM.*.—‘ PROGEZTERONA
ESTROMA
TEETOZTERDNA TEATCITERTHNA AMDROZTEMEDEIMNA
ESTRADIOL =2 _D1_=F| CHA
EETRADIDL

Fig. 5. Sintesis de metabolitos en diferentes tejidos (tomado de Becerro, 2008)

La accion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), estimula en la
hipofisis anterior la produccion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona
foliculo estimulante (FSH). En el macho, la LH actla en las células de Leydig
del testiculo estimulando la sintesis de testosterona. En las células de
Sertolli, ubicadas en el conducto seminifero, la testosterona se transforma en
estradiol, por accion de la aromatasa. La testosterona, pasa a la circulacion
general y ejerce una accion negativa en forma retroactiva sobre la LH. En

hembras, la accidén de la LH sobre las células de la teca del ovario estimula
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la sintesis de androstenediona, que en el interior de las células de la
granulosa se transforma en 17p-estradiol por accion de la P450-aromatasa.
Cualquiera de los esteroides sexuales mencionados es insoluble en agua,
por lo que, para su transporte a través de la circulacion necesita unirse a la
albumina (aproximadamente el 40% de la hormona) o a la globulina ligadora
de hormonas sexuales (SHBG). A la primera se une de forma débil y a la
segunda se une con gran afinidad. Solo una pequeiia cantidad de las
hormonas, que no suele superar el 2% del total, circula no unida a una
globulina, y se le denomina testosterona o estradiol libre. La hormona libre y
la que va unida a la albamina es conocida como biodisponible. La hormona
penetra facilmente en las células diana, donde ejerce su accion a traves de
union al receptor especifico (Guyton y Hall, 2011).

La testosterona se produce principalmente en el testiculo, mientras que las
glandulas adrenales son responsables de la produccion de DHEA circulante.
La forma mas activa de la testosterona la constituye la dihidrotestosterona
(DHT). Esta se origina por la accion de la enzima 5« reductasa sobre la
testosterona. Su presencia es limitada en plasma, ya que la mayor parte se
forma en los tejidos donde lleva a cabo su accion. Una buena parte de las
acciones de la testosterona en tejidos periféricos se lleva a cabo en forma
directa, tras convertirse en DHT y unirse con el receptor de andrégenos
(RA).

Corticosteroides

Glucocorticoides: La produccién de cortisol estd regulada por la hormona

adrenocorticotrépica (ACTH), que se secreta por la hipdéfisis en picos
irregulares a lo largo del dia. Los picos de ACTH son mas frecuentes en la
madrugada y menos frecuentes por la tarde. Los traumatismos, la
sobrecarga emocional y ciertos farmacos estimulan la secrecion de hormona
liberadora corticotropa (CRH) por terminaciones nerviosas en el hipotalamo
posterior y eminencia media. La CRH se transmite por los vasos del sistema
porta hipdfisis-hipotdlamo a la adenohipdfisis y produce la liberacion de
ACTH (Guyton y Hall, 2011).
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La hipoglucemia inducida por insulina, la vasopresina, los pir6genos
bacterianos y el glucagon estimulan la secrecion de ACTH y son la base de
las pruebas de reserva hipofisiaria. La ACTH puede ejercer por si misma una
retroalimentacion negativa de su propia liberacion por la hipdfisis, es lo que
se denomina retroalimentacion de asa corta. La tasa de secrecion de ACTH
es inversamente proporcional a la concentracion de cortisol
(retroalimentacion negativa). El lugar de accion del cortisol en la supresion
de la secrecion de ACTH parece ser el hipotalamo, inhibiendo la liberacién
de CRH. La actividad frenadora hipofisaria de los esteroides, es paralela a
su potencia glucocorticoide. Sin embrago, la corticotropina se suprime de
manera mas eficaz por la medicacion esteroide por la noche, cuando las
concentraciones circulantes de cortisol son tan bajas como la tasa de
liberacion de ACTH (figura 5) (Guillemette et al., 2004).

La mayor parte del cortisol circulante esta unido a una o2-globulina llamada
transcortina o globulina transportadora de cortisol (CBG), ésta posee un
Unico sitio de union. El cortisol también se fija a la albumina, pero en menor
grado que a la CBG. También se fijjan a la CBG corticosterona, 11-
desoxicortisol, 17a-hidroxiprogesterona, desoxicorticosterona, progesterona,
cortisona y aldosterona, pero en menor grado que el cortisol. Los esteroides
sintéticos dexametasona y 9a-fluorohidroxicortisol se fijan solo débilmente a
la CBG. La media del cortisol en la circulacion es de 60-90 minutos. La CBG
se sintetiza en el higado y su produccién aumenta por accién de los
estrogenos (Becerro, 2004).

En la circulacion, el cortisol y la cortisona pueden interconvertirse por accién
de la oxidorreductasa 11p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que cataliza la
conversiéon de los grupos 11p-hidroxilo y 11-oxo, para catabolizarse y

eliminarse en orina como se indica en la siguiente tabla 1:
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Tabla 1. Relacion entre metabolitos y hormonas

Cortisol- cortisona Tetrahidrocortisol

Tetrahidrocortisona
Cortol

Cortolona

Corticosterona S5a-tetrahidrocorticosterona

Dehidrocorticosterona
DOC tetrahidroDOC

Mineralocorticoides: los niveles fisiologicos de ACTH pueden regular

cambios bruscos en los niveles de aldosterona circulante, pero este no es el
principal mecanismo de control. La aldosterona se regula principalmente por
el sistema renina-angiotensina que es responsable del control del equilibrio
electrolitico y del volumen plasméatico. Una hiponatremia muy intensa puede,
en si misma, estimular la secrecion de aldosterona; la hipercalemia estimula
la sintesis de aldosterona en la zona glomerular. La produccion de
aldosterona se regula a dos niveles en su via de sintesis. El primer lugar de

regulacion es la conversion de colesterol a pregnenolona. A este nivel se
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estimula por la angiotensina Il, la ACTH y el potasio y se conoce como el
primer paso. El segundo nivel o Ultimo paso en la conversion de
corticosterona a aldosterona, se estimula por el potasio y por las altas
concentraciones de angiotensina Il. La depleciéon de sodio, aumenta la
sintesis de aldosterona en la zona glomerular mediante el aumento en la
tasa de escision de la cadena lateral del colesterol y en la conversion de
corticosterona a aldosterona. La primera fase se estimula por mecanismos
dependientes de calcio; se desconoce el mecanismo de estimulacién por
potasio en la Ultima fase. La aldosterona se cataboliza de manera similar al

cortisol con formacién de 3o,5p-tetrahidroaldosterona (Dluhy y Lifton, 1999).

3. Efectos fisioldgicos de los esteroides sexuales y los corticosteroides

Esteroides sexuales

Tanto machos como hembras producen andrégenos y estrégenos; aunque
sus cometidos mas importantes se relacionan con la reproduccion, los
tejidos diana sobre los que actuan las hormonas sexuales son humerosos y
se hallan presentes en los individuos de ambos géneros, como por ejemplo:
huesos, sistema vascular, sistema nervioso central, gastrointestinal,
genitourinario, inmunitario, piel, pulmones, rifiones y aparatos reproductores
del macho y la hembra.

Los andrégenos son responsables del fenotipo masculino durante la
embriogénesis, y de la adquisicion de la maduracién sexual en la pubertad.
En la edad adulta son necesarios para el mantenimiento de la funcién
reproductiva y la conducta sexual. Ademas, ejercen efectos metabdlicos
sobre las proteinas, carbohidratos y grasas, por lo que constituyen el
mantenimiento de la masa y la fuerza de los musculos, e intervienen en la
regulacion del hueso y de la masa grasa (Guyton y Hall 2012).

Los estrogenos promueven caracteristicas sexuales femeninas secundarias,
estimulan el crecimiento del endometrio, del utero y del tejido mamario,
regulan el ciclo menstrual, aceleran el crecimiento del cuerpo, disminuyen la
masa muscular, aumentan el metabolismo de las grasas, intervienen en el

mantenimiento de los vasos sanguineos; en la piel favorecen el crecimiento
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del vello y de las ufias, disminuyen la resorcidon del hueso y aumentan su
formacién. También elevan los niveles de lipoproteinas de alta densidad
(HDL), los de antitrombina Il y los del plasminégeno, mientras disminuyen
los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL), reducen la motilidad
intestinal, incrementan la hormona corticotropica y el cortisol, e intervienen

en las funciones cerebrales (Guyton y Hall 2012).

Corticosteroides

Los glucocorticoides desempefian un papel fundamental en la homeostasis
de los organismos. El metabolismo de carbohidratos, proteinas, lipidos vy el
balance de liquidos y electrolitos estan influenciados por corticosteroides. En
el tejido periférico, los glucocorticoides bloquean la utilizacion de glucosay la
captacion de ésta por adipocitos, fibroflastos, timocitos y leucocitos; inducen
lipdlisis y protedlisis, o que genera aminoacidos y glicerol para la
gluconeogénesis hepatica, y a este mismo nivel, el depdsito de glucosa en
forma de glucégeno (Gomez, et al., 2007).

El sistema nervioso central es afectado indirectamente por la accién del
cortisol, el cual ayuda a mantener un apropiado estado de animo y vigilia. En
sistema hematopoyético induce la produccién de leucocitos y eritrocitos por
medio de la estimulacion indirecta de la eritropoyetina. En el sistema
inmunolégico los corticosteroides también actian reduciendo la
concentracion, distribucion y funcion de linfocitos T, la adherencia, capacidad
fagocitaria y citotoxicidad de los monocitos macréfagos y la sintesis de

prostaglandinas y leucotrienos (Guyton y Hall 2012).

4. Receptores de glucocorticoides y mineralocorticoides

Las hormonas esteroides son lipofilicas y pueden atravesar las membranas y
el citoplasma celular para llegar al nucleo, donde interaccionan con los
receptores nucleares. La teoria basica de accion de las hormonas
esteroideas establece que los receptores esteroides, son proteinas
nucleares que se unen a componentes del nicleo mediante interacciones de

baja afinidad, que son miembros de una superfamilia de receptores
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nucleares (a la que pertenecen los receptores para glucocorticodes,
mineralocorticoides, hormonas tiroideas, de los esteroides sexuales, del
acido retinoico y de la vitamina D). Estos receptores tienen una estructura
modular que incluye un dominio de activacién funcional, un dominio de unién
al DNA y un dominio de unién al ligando. Como resultado de la interaccion
del ligando con el receptor, tienen lugar cambios rapidos en la configuracion
de la proteina del receptor, que adquiere nuevas propiedades fisicas. El
esteroide unido al receptor actia como un factor transcripcional al unirse a
un sitio especifico del DNA llamado elemento regulador, estimulando asi la
transcripcion de ciertos genes (Osslor et al., 1998; Yudt y Cidlowski, 2002).
La sintesis de ciertos RNAM origina la sintesis de proteinas que alteran la
funcion celular.

En ausencia del ligando, el receptor se mantiene usualmente en el
citoplasma como un complejo multiproteico inactivo, responsable de
enmascarar la sefial de localizacion nuclear, necesaria para la subsecuente
migracion al nucleo. La figura 6 ilustra como las hormonas esteroides

provocan la respuesta de las células receptoras (Gomez, et al., 2007).
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Fig. 6. Mecanismo de accién de las hormonas esteroides (tomado de Gémez et al., 2007)
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5. Receptores de esteroides sexuales

Los receptores de esteroides sexuales al igual que los de glucocorticoides,
son de tipo nuclear y se comportan como factores de transcripcion al unirse
con el esteroide. La mayoria de los receptores esteroides se unen como
homodimeros a palindromos hexameros AGAACA separadas por tres
bases, y el receptor de estrégenos homodimero reconoce AGGTCA de la
misma manera (Brosens et al., 2004; Becerro, 2008).

El receptor de andrégenos, es una copia simple de un gen que se localiza en
el cromosoma X, es muy similar al receptor de glucocorticoides y de
progesterona (Brosens et al., 2004; Becerro, 2008).

Se han descrito dos tipos de receptores de estrégenos ERo y ERB, que son
codificados en diferentes genes. Son altamente homdlogos en el dominio de
unién al DNA, pero difieren en el dominio de union al ligando del C-terminal y
en el dominio de transactivacion del N-terminal. Aunque ambos subtipos
pueden unirse a 17p-estradiol con gran afinidad, se expresan en forma
diferente en varios tejidos y tienen distintas propiedades de transactivacion
(Brosens et al., 2004; Becerro, 2008).

En el caso de los receptores a progesterona existen dos isoformas, PR-A y
PR-B, que resultan de la utilizacion de diferentes promotores usados en un
mismo gen. Los PR-B difieren de los PR-A en que contienen 164
aminoacidos adicionales en el N-terminal. Se ha encontrado que estas
isoformas tienen diferentes actividades transcripcionales (Brosens et al.,
2004; Becerro, 2008).

6. Efecto de hormonas esteroides sobre el desarrollo de cisticercos de

T. crassiceps

Se han estudiado los roles de los esteroides sexuales sobre la reproduccion
in vitro de los cisticercos de T. crassiceps ORF y segun algunos autores que
usaron dosis farmacolégicas de estos esteroides, los estrogenos favorecen y
los androgenos inhiben la reproduccidn asexual in vitro del parasito
(Morales-Montor, 2005). En nuestro laboratorio se encontré que dosis

cercanas a los niveles fisiolégicos estimulan en ambos casos la
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incorporacion de timidina tritiada, indicando proliferacion celular de los
parasitos (Romano et al., 2008).

No solo las hormonas del hospedero pueden afectar la repuesta a la
infeccion, sino que los parasitos pueden alterar el perfil hormonal del
huésped. Se observd que los ratones Balbc/AnN machos infectados con
cisticercos de T. crassiceps ORF tenian un incremento en el estradiol sérico
y un decremento en la testosterona, conforme la infeccidén progresaba (entre
las 4 y 8 semanas de infeccion); provocando ademas cambios significativos
en la conducta sexual y estos machos se volvian estériles (Bojalil et al.,
1993; Terrazas et al., 1994; Larralde et al., 1995). Los autores sugieren que
el macho hospedero despliega un fenotipo protector contra la infeccién por
cisticercos y sélo se vuelve permisivo a la reproduccion larvaria cuando, a
causa de la infeccién, se alteran las concentraciones séricas de los

esteroides sexuales (Terrazas et al., 1994; Larralde et al., 1995).

7. Sintesis de esteroides por cisticercos y tenias in vitro.

Utilizando precursores esteroideos tritiados agregados al medio de cultivo
(que se encuentran normalmente en diferentes especies de mamiferos), se
ha demostrado que los cisticercos de T. solium y T. crassiceps son capaces
de sintetizar in vitro andrégenos y estrogenos (Romano et al., 2015). Asi
cuando los cisticercos fueron incubados en presencia de androstenediona
tritiada o de DHEA tritiada sintetizaron andrégenos y pequefias cantidades
de 17p-estradiol (Gomez et al., 2000; Romano et al., 2003; Valdéz et al.,
2006; Jiménez et al.,, 2006), lo que sugiere gue estos parasitos tienen
actividad propia de las enzimas de 17a-hidroxilasa, 17g-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17B-HSD), 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-HSD) y
aromatasa. Ademas se encontré que los cisticercos poseen receptores para
androgenos y estrogenos (Jiménez et al., 2006), y un claro efecto en el
crecimiento por la adicion de gonadotropina coriénica humana (hCG) en
cisticercos T. solium y aumento en el numero de cisticercos de T. crassiceps
por gemacioén (Diaz-Orea et al., 2007). Recientemente se demostré también

la presencia de receptores para hCG, tanto en cisticercos como en las tenias
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(Castellanos-Sanchez et al., 2009). Ademas el bloqueo de receptores para
andrégenos con flutamida, disminuyé significativamente la carga parasitaria
de ratones macho, después de 10 dias de tratamiento (Jiménez, 2006). In
vitro, la administracion de bloqueadores de receptores de androgenos
(flutamida) y de estrogenos (tamoxifen) disminuyeron la incorporacion de
timidita tritiada en los cisticercos de T. crassiceps y T. solium (Jiménez,
2006). Estos experimentos sugieren un rol de los andrégenos y estrogenos
en el desarrollo del parasito.

Los gusanos de T. crasssiceps y de T. solium son también capaces de
sintetizar esteroides in vitro a partir de DHEA. Por histoquimica se demostro
la presencia de la enzima 3B-HSD que es critica en la esteroidogénesis
(Fernandez- Presas et al., 2008). La capacidad de sintetizar andrégenos y
estrogenos por los cisticercos y las tenias podria, como sucede en
embriones de aves y mamiferos, ser necesaria para el desarrollo y/o
viabilidad de los parasitos.

En resumen, los datos del grupo de trabajo indican que los cisticercos
pueden sintetizar esteroides sexuales utilizando precursores como
progesterona, DHEA androstenediona y testosterona, lo que sugiere que
tienen la posibilidad de utilizar las rutas A4 y A5, como lo hacen las génadas
de mamiferos y aves para la sintesis de andrégenos y estrogenos.

8. Antecedentes sobre la sintesis de glucocorticoides vy

mineralocorticoides en parésitos

Valdez et al. (2012) demostraron que los cisticercos de T. crassiceps WFU
tienen la capacidad de sintetizar corticosteroides in vitro a partir de
precursores tritiados, siendo el metabolito mas abundante la 11-
deoxicorticosterona (11-DOC). La sintesis de corticosteroides fue modificada
por la presencia de metirapona (inhibidor del metabolismo de
corticosteroides).

Trabajando con gusanos de T. solium in vitro, se encontré que al cultivarse
con 3H-progesterona tienen la habilidad de transformarla a corticosteroides,

principalmente deoxicorticosterona y 11-DOC tritiada (Valdez et al., 2014)
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9. Efecto de la infeccion con paréasitos sobre aspectos reproductivos
del huésped

Las respuestas de los individuos a los parasitos son causadas por
diferencias inmunolégicas entre los sexos (dimorfismo sexual) (Schuurs y
Verheul, 2005).

Se ha encontrado que varios parasitos reducen la inversion de recursos del
huésped en su reproduccion, haciendo que éstos sean mas abundantes para
el crecimiento del parasito. Los cambios conductuales son adaptativos para
el parasito o para el huésped, por lo que es pertinente que la infeccion
induzca cambios en la conducta sexual del hospedero. Ademas cuando la
transmision del parasito esta ligada a la copulacién del huésped con su
pareja, o a la reproduccion, la manipulacién de la conducta sexual puede
beneficiar a ambos protagonistas (Thomas et al., 2005). Al evitar machos
parasitados, las hembras pueden beneficiarse directamente a través de
limitar las oportunidades de que ellas se infecten y maximizar el cuidado
parental paterno. Ademas, si la resistencia a parasitos es hereditaria,
aparearse con machos no infectados incrementara las oportunidades de
producir descendencia resistente (Dunn, 2005). Los mamiferos parecen usar
como guia el olfato para evitar aparearse con individuos parasitados. Se ha
encontrado que los machos y las hembras de raton se abstienen de copular
con individuos infectados con T. crassiceps (Gourbal y Gabrion, 2004).
Aungue los machos son mas susceptibles que las hembras a varios
pardsitos, hay parasitos para los cuales los machos son mas resistentes que
las hembras (Aguilar-Delfin et al., 2001; Larralde et al., 1995). Las causas
por las que se observan diferencias sexuales en respuesta a ciertos
parasitos no se han dilucidado, pero podrian deberse a diferencias entre las
interacciones hospedero-patbgeno que son afectadas por el sistema
endacrino (Klein, 2004).

La relacion funcional bidireccional entre los sistemas inmune y endocrino ha
sido bien demostrada, de modo que se han identificado receptores
funcionales para hormonas esteroides en tejidos y células del sistema
inmune (Cutolo et al., 1996). Las respuestas inmunoldgicas son diferentes

entre los sexos en respuesta a la infeccion parasitaria; por ejemplo, en el
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caso de Leishmania major o mexicana en el ratbn macho hay incremento de
IgG1, IgE, IL-5y TNFa, en cambio en la hembra solo se observa aumento en
el IFNy (Klein, 2004).

Ademas se han encontrado diferencias genéticas, ya que las ratonas de la
linea BALBc/AnN son mas susceptibles que los machos a la infeccion con
cisticercos de T. crassiceps ORF (Sciutto et al., 1991). Los estrogenos
favorecen la infeccion mientras que los andrégenos en la hembra inhiben la
reproduccion de los cisticercos (Terrazas et al.,, 1994). Los machos
desarrollan mayor respuesta inmunoldgicas de células Thl, elevada sintesis
de IFNy, mientras que las hembras muestran aumento de la produccién de
IL-10 durante la etapa temprana de la infeccion (Terrazas et al., 1998). Se
encontr6 que la gonadectomia equilibra la susceptibilidad entre ambos
sexos, por reducir las cargas parasitarias en hembras e incrementarlas en
machos, exponiendo claramente la relevancia de las hormonas sexuales en

el proceso de infeccién (Huerta et al., 1992).

10. Farmacos inhibidores de enzimas esteroidogénicas

Danazol

Es un anélogo sintético de la 17a-etinil testosterona y ha sido usado en el
tratamiento de endometriosis y mastopatias. Se han reportado varios efectos
farmacolégicos del danazol como: inhibicibn de la liberacién de
gonadotropinas (Franchimont y Cramilion, 1977), inhibicion competitiva de
enzimas esteroidogénicas (en ovario de hamster inhibe 17a-hidroxilasa,
17,20-liasa y 33-HSD, y en el testiculo de rata también inhibe a la 173-HSD)
(Barbieri et al., 1977) y supresion de la proliferaciébn celular en tejido
endometrial (Rose et al., 1988). El danazol puede unirse a receptores de
androgenos, receptores de progesterona y receptores de glucocorticoides,
aunqgue el danazol no se une bien a receptores de estrogenos (Barbieri et al.,
1979). Ademas se ha encontrado que el danazol inhibe competitivamente la
actividad de la P450-aromatasa, en células del estroma derivadas de

endometrio sin afectar a los niveles de RNAm ni de proteina de la enzima
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(Murakami et al., 2006). Danazol inhibe 33-HSD, 173-HSD, 17«-hidroxilasa,
17-20-liasa, 21p-hidroxilasa y 1llo-hidroxilasa en ovario y testiculo de
humano (Barbieri et al., 1977, 1981). Ademas suprime la expresion de
aromatasa en el endometrio obtenido de pacientes con endometriosis
(Ishihara et al., 2003).

Ketoconazol

Es un derivado del imidazol, utilizado como una droga antimicética para
prevenir y tratar infecciones micéticas de la piel y se sabe que inhibe a varias
enzimas de la ruta esteroidogénica en células adrenales, testiculos y
ovarios, inhibiendo a la 11g-hidroxilasa, 17«-hidroxilasa, 17-20 liasa y a la
aromatasa in vitro (Weber et al.,, 1991). Es usado para controlar
hipercortisolismo en pacientes con sindrome de Cushing (Feelders et al.,
2010). En el caso del testiculo no se encontrd inhibicién de la 33-HSD o de
la 17B8-HSD (Ayub y Levell, 1987). Se encontrd que el ketoconazol disminuye
la concentacion de testosterona sérica sin incremento significativo de LH
(Adams et al., 1998) y FSH (Amin, 2008). Kan et al., (1985) y Nagal et al.,
(1986) encontraron que el ketoconazol inhibe la esteroidogénesis, al inhibir
la actividad microsomal y mitocondrial de enzimas del citocromo P-450, en la
ruta esteroidogénica de multiples 6rganos.
El ketoconazol ha sido usado para controlar el crecimiento de parasitos
Babesia bigemina y Babesia bovis asi como de Babesia equi y Babesia
caballi (Bork et al.,, 2003 a,b). Dos derivados de imidazo, clotrimazol y
ketoconazol fueron potentes inhibidores del crecimiento in vitro de
Plasmidium falciparum, Plasmodium berghei y Trypanosoma cruzi in vivo
(Berman et al., 1984) Ketoconazol también inhibe in vitro el crecimiento y
desarrollo del parasito de peces Ichthyophonus sp. (Hontoria et al., 2009). La
adicion de ketoconazol al triclabendazol inhibe el metabolismo de esta droga
mediada por sistemas enzimaticos P450 que es un mecanismo de
resistencia al farmaco usado por el parasito Fasciola hepatica (Devine et al.,
2011). Actuando como un inhibidor del metabolismo de colesterol, el
ketoconazol inhibe la replicacion de la bacteria Coxiella burnetii (Howe and
Heintzen 2005).
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Por otra parte, el prazicuantel es uno de los medicamentos mas
frecuentemente usados para tratar la NC, Ridtitid et al., (2007) reporté que
adicionando ketoconazol al antihelmintico prazicuantel se incrementaban los
niveles séricos de éste, por lo tanto la dosis del antihelmintico podria

reducirse.

Inhibidores de P450-aromatasa

La actividad de la aromatasa estd regulada por factores como IL-1 y TNF,
acido retinoico y glucocorticoides, en células del estroma vascular de tejido
adiposo de humano (Schmidt and Loffler, 1994; Zhao et al., 1996). Ha sido
demostrado que la inhibicibn de aromatasa por fadrozol disminuye la carga
de cisticercos en ratones (Morales-Montor et al., 2002). Recientemente se
demostrd que en cisticercos de T. crassiceps WFU, la sintesis de estrégenos
se incrementa por la adicion de corticosterona o dexametasona al medio del
cultivo (Hinojosa et al., 2012).

Los inhibidores de P450-aromatasa han sido divididos en dos categorias,
inhibidores esteroidales y no esteroidales, basandose en su estructura y su
mecanismo de accion. Los inhibidores esteroidales (exemestane,
formestane) son derivados de androstenediona, que es un sustrato natural
de la aromatasa y compiten con ésta por unirse con el sitio activo. Esta unién
es irreversible causando inactivacion permanente aln después de que la
droga ha sido eliminada de la circulacion (Buzdar et al., 2002). Los efectos
negativos que pueden tener en humanos son acné y aumento de peso,
ademas de dolor, fatiga e insomnio (Folkestad et al., 2009)

Los inhibidores no esteroidales (aminoglutetimida, fadrozol, anastrazol,
letrozol) tienen un grupo funcional triazol, que interactua directamente con el
sitio activo hierro heme en el citocromo P450, formando un fuerte pero
reversible enlace covalente que inhibe a la enzima aromatasa, excluyendo
efectivamente a los ligandos enddgenos (testosterona y androstenediona) e
inhibiendo casi completamente la produccion de estrogenos (Buzdar et al.,
2002). Entre los efectos secundarios de estos inhibidores en humanos se
encuentran sofocos, cambios de humor, fatiga e incremento en la

transpiracion (Folkestad et al., 2009)
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Experimentos in vivo han demostrado que la inhibicion de la enzima P450-
aromatasa, disminuye la carga parasitaria en ratones parasitados con
cisticercos de T. crassiceps, ya que cuando se administr6 a los ratones
fadrozol, disminuy6 la carga parasitaria (Morales-Montor et al., 2002)

11. 178 hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD) una enzima clave

en la biosintesis de andrégenos

La familia de la 17B-HSD modula el potencial biolégico de estrégenos y
andrégenos por conversién en la posicion 17: ceto-formas son inactivas
mientras que las hidroxi-formas son activas (Mindnich et al., 2004) (Fig. 7).
La catalisis es dependiente de los cofactores NADPH o NADH en reacciones
reductoras, NADP+ o NAD+ en reacciones oxidativas (Persson et al., 2003),
y estos cofactores se unen en la region N-terminal de la proteina (Kallberg et
al., 2002).

OH

-
HD
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17(-HSD
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o o

androstenediona testesterana

Fig. 8. Formas activas e inactivas de andrégenos y estrégenos

A pesar de que las diferentes 17B-HSD son comunmente llamadas
isoenzimas, esto es incorrecto, ya que las 173-HSDs son codificadas por
diferentes genes no homologos con diferentes secuencias de aminoacidos
qgue revelan diferentes localizaciones subcelulares, asi como diferentes
cofactores y preferencias de sustratos. Estas enzimas pertenecen a dos
superfamilias de proteinas: dehidrogenasa/reductasa de cadena corta (SDR)
y aldo-cetoreductasa (AKR) (Penning, 2003).
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Las SDRs han sido divididas en dos grandes familias: clasicas y extendidas,
que tienen diferentes motivos de glicina en la region de union a la coenzima
y diferentes largos de la cadena (250 residuos en las clasicas y 350 en las
extendidas) (Jornvall et al., 1995). La identidad de la secuencia de
aminoacidos es baja entre los SDRs (alrededor del 15 al 30%), pero las
estructuras 3D son bastante similares, excepto por la region C-terminal, que
constituye el sitio de unién al sustrato (Kallberg et al.,, 2002). Entre las
estructuras 3D existe alta similitud en los patrones de plegamiento a/p, con
plegamiento Rossmann, que consiste de una hoja central B flanqueada por
a-hélices (Oppermann et al., 2003).

Por el momento, en mamiferos han sido descritos 14 tipos de 173-HSD, y
s6lo en 12 de ellos existen ortdlogos en humanos (Lukacik et al., 2006). Los
diferentes tipos de 17B-HSDs descritos en mamiferos tienen actividad
unidireccional (Luu-The et al.,, 2001). La conversion de DHEA a A5-
androstene-3[3,17B-diol (A5-diol o androstenediol) es catalizada por las 17-
HSDs 1 y 5, mientras que la reaccidon reversa puede ser mediada por las
17B-HSDs 2 y 4. Estas reacciones pueden tener lugar virtualmente en todos
los tejidos (Peltokeko et al., 1999).

La enzima mas importante para la produccion de testosterona a partir de A4-
androstenediona es la 173-HSD 3, que se expresa principalmente en los
testiculos (Andersson et al., 1995). La 173-HSD 3 también ha sido detectada
en tejido adiposo, células primarias osteoblasticas y el I6bulo temporal del
cerebro (Corbould et al., 1998; Stoffel-Wagner et al., 1999). La 178-HSD 5
esta involucrado en la formacion de testosterona en prostata y células del
hueso (Dufort et al., 1999). La oxidaciébn de testosterona puede ser
catalizada por la 173-HSD 2 y 8 en diferentes tejidos humanos (Andersson y
Moghrabi, 1997; Lukacik et al., 2006).

La 173—HSD tipo 3, enzima clave en la sintesis de testosterona (Geissler et
al., 1994), se localiza principalmente en los testiculos, y la enzima cataliza la
reduccion de androstenediona a testosterona. El tipo 3 también acepta
estrdgenos como sustrato; en roedores la enzima tiene una mayor afinidad
por la estrona que en humanos (Le Lain et al.,, 2001). También ha sido

demostrado que esta enzima contribuye significativamente a la formacion de
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testosterona en las adrenales, especialmente en mujeres (Nakamura et al.,
2009).

La transformacion de estrona hacia el biologicamente potente estradiol es
catalizado por las 178-HSDs 1, 7 y 12. En el caso de los humanos el gen
HSD17B1 se expresa abundantemente en la placenta y menos en el ovario
(Peltokeko et al., 1996) y el gen HSD17B7 en higado, tejido neuronal y en
menores niveles en una variedad de otros tejidos (Breitling et al., 2001);
mientras que la 17B-HSD 12 se expresa altamente en el ovario y en la
glandula mamaria (Luu-The et al.,, 2006). La oxidacion (inactivacién) de
estradiol es realizada por las 173-HSDs 2, 4, 8 y 10. Los tipos 2 y 8 se
expresan en mama y epitelio uterino, asi como en una larga serie de tejidos
periféricos humanos, mientras que los tipos 4 y 10 son ubicuos (Adamski et
al., 2001; He et al., 2001; Vihko et al., 2001).

Algunos microorganismos como bacterias, levaduras y hongos pueden tener
17B-HSDs, ya que convierten estrogenos y andrégenos entre otros
sustratos. Por ejemplo, en la bacteria Comamonas testosterone, una 3p/173-
HSD especificamente convierte testosterona en androstenediona (Marcus
and Talalay, 1965). En levaduras, la actividad de 173-HSDs fue demostrada
por su habilidad de interconvertir androstenediona y testosterona, ademas
estrona y estradiol (Rizner et al., 2001).

En el caso del gusano Caenorhabditis elegans el gen let-767 comparte alta
homologia con 17B-HSDs, y se ha demostrado que codifica enzimas
homologas a humano como 173-HSD 3 y 12, que estan involucradas en la
produccién de testosterona y estradiol, respectivamente (Desnoyers et al.,
2007). Mientras que los parasitos Schistosoma japonicum y Clonorchis
sinensis tienen una 173-HSD 12, que metaboliza estrona a estradiol (Liu et
al., 2009; Wang et al., 2011; Zhou et al., 2009), y en el abulon Haliotis
diversicolor supertexta existe un 178-HSD 11, que cataliza una reaccién
oxidativa (Zhai et al.,, 2011). Ademas de estas especies en el E.
multilocularis, han encontrado una secuencia que corresponde a una 17[-
HSD, pero aun no se han realizado pruebas de funcionalidad de la misma
(Tsai et al., 2013)

La 17B-HSD12 de los humanos fue primero caracterizada como una

3cetoacil-CoA reductasa especialmente involucrada en la sintesis de
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cadenas de acidos grasos largos y muy largos (Moon and Horton, 2003). El
primer reporte sobre su habilidad para reducir estrona a estradiol (Luu-The et
al., 2006) ha comenzado una serie de investigaciones y un debate tratando
de descifrar cual es su rol fisioldgico en humanos, en el metabolismo de
esteroides o de acidos grasos (Song et al., 2006; Day et al., 2008). En el
caso del pez cebra su genoma contiene dos copias paralogas de 173-HSD
llamadas 12A y 12B. Ambas son ampliamente expresadas en tejidos de
peces en desarrollo y adultos (Mindnich et al., 2004; Thisse and Thisse,
2004). La reduccion de estrona a estradiol fue observada para ambas
enzimas, pero los sustratos de 3 cetoacil-CoA no han sido todavia probados.
La evolucién de 173-HSD 12 es compleja, dando pie a la relacidon que tiene
con 17B-HSD 3, pero aun no se han caracterizado genes parecidos a HSD y
al zf 3.2 del pez cebra entre otros (Mindnich et al., 2004). Sin embargo dada
su alta conservacion en la secuencia de aminoéacidos, 178-HSD 12 puede
ser rastreada hasta su homologo ancestral de la levadura YBR159
(Beaudion et al., 2002; Han et al., 2002), y también puede ser identificado en
artréopodos (CG1444 in D. melanogaster) y nematodos (LET-767 in C.
elegans). LET-767 muestra capacidad de convertir esteroides cuando se
expresa in vitro (Desnoyers et al., 2007), pero parece jugar un papel
importante en el metabolismo de esteroles (Kuervers et al., 2003), asi como
en la produccion de monometil y de acidos grasos de cadena larga, cruciales
para el apropiado crecimiento y desarrollo de C. elegans (Entchev et al.,
2008).

El patrén de expresion de la en humano, incluye en corazén, esqueleto,
musculo, higado, rifién, glandula adrenal, testiculos y placenta (Sakurai et
al., 2006).
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Justificacion

Dada la capacidad de los cisticercos de T. solium y T. crassiceps WFU de
sintetizar esteroides, es importante saber si este proceso podria ser
modificado por inhibidores de las enzimas involucradas en Ila
esteroidogénesis como el danazol, ketoconazol o los inhibidores de la P450-
aromatasa (formestane).

Por otra parte no se habian identificado las enzimas del parasito
involucradas en la sintesis de testosterona, un andrégeno que los cisticercos
sintetizan en abundancia. En ninguna especie de tenia se ha caracterizado
molecular 6 funcionalmente la enzima 17p-HSD, fundamental para la
sintesis de esteroides sexuales. Por lo que en la segunda parte de esta tesis
se clond y caracteriz6 funcionalmente una 173-HSD del cisticerco de T.

solium.
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Hipotesis

Hipotesis 1
La sintesis de esteroides en los cisticercos de Taenia crassiceps WFU

es afectada por farmacos inhibidores de las enzimas esteroidogénicas

Hipotesis 2
En el cisticerco de T. solium se expresa la enzima 17R-hidroxiesteroide

deshidrogenasa que transforma el esteroide sexual androstenediona a

testosterona
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OBJETIVO

Objetivo 1
Estudiar in vitro el efecto de inhibidores de esteroides sobre la produccion

de estas hormonas en cisticercos de Taenia crassiceps WFU.

Particulares
e Estudiar el efecto de formestane sobre la sintesis de esteroides
sexuales (estradiol).
e Investigar el efecto de danazol sobre la sintesis de esteroides
sexuales.
e Estudiar el efecto de ketoconazol sobre la sintesis de esteroides

sexuales y corticosteroides.

Objetivo 2
Caracterizar molecular y funcionalmente la enzima 173-HSD del cisticerco

de T. solium.

Particulares:
e Identificar y caracterizar la enzima 17p3-HSD del cisticerco de T.
solium

e Evaluar la funcion de la enzima 173-HSD del cisticerco de T. solium.
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Material y Métodos

Obtencion de cisticercos

Los cisticercos de T. crassiceps se obtuvieron de ratones hembra de la cepa
Balb/c, infectados intraperitonealmente con cisticercos de T. crassiceps
WFU. Se sacrificaron los ratones y se obtuvieron los cisticercos de la
cavidad abdominal. Los parasitos se lavaron con solucion salina y luego con
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) estéril adicionado con
antibioticos. Se pusieron un dia en precultivo en una placa de cultivo de 24
pozos para que se adhirieran en su superficie las células residuales del
huésped y ademas eliminar detritus celulares. Después de 24 horas, los
cisticercos se cambiaron a una nueva placa y se procedid a los tratamientos
gue se describen en cada experimento a continuacion.

Los cisticercos de T. solium se obtuvieron de la carne de cerdos infectados
con el parasito, disecando cada uno de los cisticercos sin romperlos y
colocandolos en tubos Falcon. Estos fueron lavados con PBS (NaCl 137
mM, KCI 2.7 mM, NaH,PO,4 9.6 mM, KH,PO,4 1.4 mM, pH 7.4) y congelados

a -70°C para posteriormente obtener el RNA total.
Sintesis de esteroides

Se colocaron 200 ul de cisticercos de T. crassiceps WFU en viales
conteniendo 2 ml de DMEM mas antibiéticos (ampicilina) y 0.1% de BSA
(albimina sérica bovina). Se adicioné el precursor marcado con tritio (°*H-
DHEA, °H-progesterona o *H-androstenediona). Se prepararon viales que
solo llevaban el medio de incubacion y el precursor radioactivo (blancos).
Pasado el periodo de incubacion, se retir6 el sobrenadante que se vacio en
un vial nuevo y se guardd a -20 °C hasta el analisis por cromatografia en
capa fina (TLC).
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Tratamiento con los inhibidores

Cisticercos procesados como se describié anteriormente, fueron expuestos a
diferentes inhibidores de la esteroidogénesis como danazol, ketoconazol y
formestane, a diferentes concentraciones y tiempos de incubacién junto con
un control con el solvente (etanol) de cada uno de los farmacos usados. En
el dia de tratamiento se adicioné un precursor esteroideo, *H-DHEA, *H-
progesterona o H-androstenediona (100,000 cpm) por diferentes tiempos
para investigar el efecto sobre la sintesis de esteroides sexuales y
glucocorticoides, con forme a la siguiente tabla:

Tabla 2. Dosis y periodos de incubacion de los inhibidores de la esteroidogénesis

empleados
o _ Periodo de N
Inhibidor Dosis . _ Precursor utilizado
incubacion
10 nM, 100 nM, 1
24 horas
MM, 10 uM 3
Danazol H- DHEA
2,4,6,12,24
100 nM
horas
0.625 pg/ml, 1.25 24,48, 72 3
H-Progesterona
Ketoconazol | ug/ml, 2.5 ug/ml, 5 horas
Mg/mi 24 horas *H-Androstenediona
10 uM, 100 uM, 250
24 horas
MM, 500 uM 3 _
Formestane H- Androstenediona
2,4,6,12,24
100 uM
horas

Después del periodo de incubaciéon programado, se retiré el sobrenadante,

gue se coloco en viales nuevos que se conservaron a -20 C°.

Extraccion de los esteroides del medio de cultivo

Los medios de cultivo se descongelaron a temperatura ambiente. Se les

adicion6 5 ml de éter anhidro por cada ml de medio para extraer los
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esteroides. Se taparon los viales y agitaron durante 1 minuto cada uno. Se
dejaron reposar 15-20 minutos hasta que se separaron las fases, la acuosa
gueda abajo y la etérea arriba. Mientras se prepard un recipiente con hielo
seco y se le adicion6 acetona y se colocaron los viales durante 15 minutos
para que se congelara la fase acuosa. Una vez congelada, se recupero la
fase etérea colocdndola en viales nuevos. Se evaporo el éter hasta secar en

bafio Maria a 37°C. Se taparon los viales y se guardaron a 4 °C.

Cromatografia en capa fina (TLC)

Para realizar la TLC se utilizaron placas de silica gel. Se sembraron en los
primeros carriles 5 ul de los estandares (disueltos en acetona HPLC).

En los experimentos en los que se utilizo DHEA como precursor se empled
androstenediol, androstenediona, testosterona, estradiol y estrona como
estandares. En los que se utiliz6 androstenediona se empled testosterona,
estradiol y estrona como estandares. En los que se usd progesterona se
empled deoxicorticosterona, corticosterona, deoxicortisol y cortisol como
estandares.

Las muestras obtenidas se resuspendieron en 100 ul de etanol absoluto, se
agitaron durante 1 minuto en vortex y se sembraron 20 ul en los carriles
correspondientes. La placa se colocd en una camara cromatografica. La
camara contenia el sistema de solventes (benceno:metanol 9:1 6
tolueno:acetona 4:1). Pasado este tiempo, se retird la placa de la camara y
se dejaron evaporar los solventes. Los estandares se detectan en las
placas, usando luz UV y se revelan con H,SO,4 y calor. Se cuadriculd la
placa usando las regiones correspondientes de los estandares, se recortd y
se colocaron los cuadros en viales con liquido de centelleo. La radioactividad

se cuantificd en un contador de centelleo liquido.

Obtencion de RNA y RT-PCR de 17B-HSD de cisticercos de T. solium

El RNA total fue extraido a partir de 3 cisticercos de T. solium usando

TRIzol® Reagent (Invitrogen) y fue precipitado por la adicion de isopropanol.
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La sintesis de DNA complementaria (C)DNA a partir del RNA total fue
catalizada mediante el sistema SuperScript® One-Step RT-PCR con
Platinum® Taqg DNA Polymerase (Invitrogen) con los oligos especificos 5’
ATG GCT GTC TTT CTC CTT G 3 forward y 5 CTA CTG GGT CTT CTC
GTG 3’ reverse disefiados con base en la secuencia gendmicas identificada
como la mas probable para codificar a la enzima 173-HSDfueron obtenida
de la base de datos del proyecto de secuenciaciéon gendmica de T. solium
(Tsai et al., 2013).

Las condiciones de amplificaciéon fueron: un paso de desnaturalizacion a
94°C por 3 minutos; 94°C por 60 segundos, 55°C por 60 segundos y 72°C
por 60 segundos repetido 35 veces; y un paso final a 72°C por 20 minutos.

El fragmento obtenido se analizé por gel para confirmar el tamafio esperado
de 957 pb. Los fragmentos de cDNA se insertaron en el vector pcDNA3.1-
GFP-CT (Invitrogen). EI vector resultante nombrado Tsol-173HSD-
pcDNA3.1-GFP-CT fue secuenciado para verificar la integridad y estabilidad

para posteriormente transfectarlo en células HEK293-T.

Transfeccién en células HEK293-T

Las células se mantuvieron en cultivo en medio DMEM con 10% de suero
fetal bovino mas antibiotico (ampicilina), a 37°C con 5% de CO,. Para
realizar la transfeccién las células se colocaron en cajas de 6 pozos y se
dejaron replicarse hasta alcanzar un 50% de confluencia para proceder con
la transfeccion. Este procedimiento se realizé con lipofectamina LTX mas
Plus Reagent (Invitrogen), colocando 5 pg del plasmido en cada uno de los
pozos (3 pozos por experimento). Al mismo tiempo se coloc6é 1.5 ug del
vector vacio como control (3 pozos por experimento). Para identificar si la
transfeccion resultd exitosa se hicieron observaciones en microscopia de
fluorescencia a las 24 y 48 horas, encontrandose mayor fluorescencia a las
48 horas en los controles. Sin embargo, en las células transfectadas con el
plasmido con el gen Tsol-17@HSD la fluorescencia fue muy baja, por lo que
se optd por cambiar el vector por el pcDNA3.1(+) (Invitrogen), en los sitios
de restriccion Kpnl y Notl y utilizar el pcDNA3.1-GFP-CT como reportero,
realizando una cotransfeccion.
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En los tiempos de 24 y 48 horas posteriores a la transfeccion se adicionaron
los precursores tritiados a las células (*H-androstenediona y *H-estrona) y se
mantuvieron en cultivo durante 24 horas mas. Posteriormente se retiro el
medio de cultivo para realizar la extraccion de los esteroides en el extracto

total obtenido.

Andlisis filogenético

La secuencia de T. solium generada en este estudio fue alineada con las
secuencias de 17 bHSD de los siguientes organismos obtenidas de la base
de datos de GenBank:

Ts: Taenia solium (www.genedb.org/Homepage/Tsolium); Em: Echinococcus
multilocularis Em17B-HSD (EmW_000624600); Cs: Clonorchis sinensis
estradiol 17p-HSD 12 (GAA55022.1); Sj. Schistosoma japonicum estradiol
178-HSD 12 (CAX70720.1); Ce: Caenorhabtidis elegans LET 767
(Q09517.2); Ip: Ictalurus  punctatus  estradiol 178-HSD 12,
(NP_001187450.1); Xt: Xenopus tropicalis estradiol 178-HSD 12
(NP_001017234.1); NI: Nucella lapillus 17p-HSD 12 (AFV95595.1); Ss:
Salmo salar estradiol 178-HSD 12 (NP 001135118.1); Btl: Bos taurus
testosterone 173-HSD 3 (NP 001069907.1); Bt2: Bos taurus estradiol 17[3-
HSD 12 (NP_001231116.1); Ssl: Sus scrofa testosterone 17B-HSD 3
(NP_001231719.1); Ss2: Sus scrofa estradiol 17B-HSD 12 (BAI47714.1); Mf:
Macaca fascicularis testosterone 173-HSD 3 (AAY84568.1); Mm: Macaca
mulatta estradiol 178-HSD 12 (EHH22972.1); Hsl: 4333Homo sapiens
estradiol 17B-HSD 12 (NP_057226.1), Hs2: Homo sapiens testosterone 17f3-
HSD 3 (NP 000188.1). Los numeros de acceso al GenBank se muestran en
paréntesis. Todas las secuencias fueron alineadas usando el programa
MUSCLE (Edgar, 2004) en Seaview software version 4.0. (Gouy et al.,
2010). La divergencia genética entre las secuencias fue estimada con
observaciones de distancia. El arbol Neigbor-joining fue inferido con 10,000

bootstrap registrados.
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Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa Prism version 4.2003
(GraphPad Software Inc.). Los datos estan expresados como la mediazt el
error estandar (EE). Los valores de probabilidad de p>0.05 fueron
considerados significativos. Se utiliz6 una prueba de Kolmogorov Smirnov
para identificar normalidad. La prueba de Kruskal-Wallis seguida de una
comparacion multiple de Dunn, o ANOVA y la prueba t de Student no
pareada se utilizaron para analizar las diferencias estadisticas entre los
grupos de los inhibidores y los controles. La prueba de Mann-Whitney fue
usada para identificar las diferencias estadisticas entre los grupos control y
el gen Tsol-17BHSD. Los experimentos fueron repetidos tres veces y cada
uno fue realizado por triplicado. Se hizo un concentrado en el caso de las

transfecciones
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Resultados

Efecto de inhibidores enzimaticos sobre la sintesis de esteroides

sexuales por cisticercos de T. crassiceps WFU

Efecto del formestane sobre la sintesis de esteroides sexuales por el

cisticerco

La figura 8 muestra el efecto de 100 uM de formestane sobre la sintesis de
testosterona tritiada y 17p-estradiol por cisticercos incubados por diferentes
tiempos. Como se aprecia en la figura 8 el formestane disminuyo
significativamente la sintesis de 17p-estradiol a partir las 2 horas de
incubacion (Figura 8A). La sintesis de testosterona fue inhibida a las 2 y 4
horas de incubacién, pero después de seis horas comenzo una reversion de
este efecto y una acumulacion significativa del andrégeno se hizo evidente a
las 24 horas de incubacion (Figura 8B). El efecto de formestane sobre la
sintesis de 17B-estradiol fue dosis-dependiente alcanzando el efecto maximo
a 100 yM(Figura 9).
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Fig. 9. Efecto de 100 uM de formestane sobre la sintesis de esteroides por cisticercos (200
pl) de T. crassiceps WFU incubados con androstenediona tritiada como precursor. =
Control, oFormestan. A. Sintesis de 3H-173-estradiol. B. Sintesis de 3H-testosterona.

Media + EE, n = 8 por cada tiempo de cultivo. (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)
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Fig. 10. Efecto dosis-respuesta de diferentes concentraciones de formestane sobre la
sintesis de estradiol por cisticercos de T. crassiceps WFU (200 ul) incubadas en presencia
de androstenediona tritiada, después de 24 h de cultivo con formestane. Experimento
representativo. Mediax EE, n = 4 pozos por cada dosis. (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)

45



Efecto del danazol sobre la sintesis de esteroides sexuales por el cisticerco

La exposicidon de los cisticercos a 100nM de danazol por diferentes periodos
inhibié significativamente la sintesis de 17p-estradiol (Figura 10B). Por el
contrario se observo una acumulacién de androstenediol que fue significativa
después de 6 horas de incubacion (Figura 10A). Diferentes concentraciones
de danazol provocaron una inhibiciébn dosis-dependiente de la sintesis de
17p-estradiol el efecto fue significativo a partir de 100 nM con un efecto

maximo a 10 uM (Figura 11)
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Fig. 11. Curva temporal del efecto de 100 nM de danazol sobre la sintesis de esteroides
sexuales de cisticercos de T. crassiceps WFU incubados con DHEA tritiada como precursor.
mControl, oDanazol. A. Sintesis de 3H-androstenediol. B. Sintesis de 3H-173-estradiol.
Mediat+ EE, n = 8 pozos por cada tiempo de cultivo. (*P<0.05, *P<0.01, ***P<0.001)

46



12 4

10 +
c
s I
3 © 1
E *
G 6- :
E *
° 4 T
g 4
=
2 |
*kk
0
Control 10 nM 100 nM 1 uM 10 uM
Danazol
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de 3H—17B-estradio| por cisticercos de T. crassiceps WFU incubados en presencia de DHEA
tritiada por 24 h. Experimento representativo. Mediat EE, n = 4 por cada tiempo de cultivo.

(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)
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Effecto del ketoconazol sobre la sintesis de esteroides sexuales sobre el

cisticerco de T. crassiceps

Como se aprecia en la figura 12 no se encontraron cambios
estadisticamente significativos con respecto al control en la sintesis de
esteroides sexuales cuando se expusieron los cisticercos a diferentes
concentraciones de ketoconazol por 24 horas.

Sin embargo, la incubacion de cisticercos por un periodo de 24 horas en
presencia de diferentes concentraciones de ketoconazol resulté en una
inhibicién significativa de la sintesis de deoxicortisol (DOC) (figura 13A).
Como se observa en la figura 12B el efecto de diferentes dosis de
ketoconazol sobre la inhibicibn de DOC fue mas significativo a las 24 horas
de tratamiento

30 -
25 - T

2041 T
15
10 -

5_
B &l

ﬂ_j T T T T

control 0.625 1.25 2.5 5
Ketoconazol ug/mi

% de transformacion

e
e

Fig 13. Efecto de diferentes concentraciones de ketoconazol sobre la sintesis de
esteroides sexuales por cisticercos de T. crassiceps WFU cultivados en presencia de
androstenediona tritiada. Los parasitos fueron incubados por 24 h en presencia de
diferentes concentraciones de ketoconazol. Las placas de TLC se corrieron en benceno-
metanol m 173-estradiol, o Testosterona, ::170H progesterona, sandrostenediona.

Experimento representativo. Mediat EE, n = 4 por cada tiempo de cultivo.
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Fig. 14. Efecto dosis-respuesta y tiempo de respuesta del ketoconazol sobre la sintesis de
DOC por cisticercos de T. crassiceps WFU incubados en presencia de progesterona
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de 24 horas de cultivo. B, efecto del ketoconazol a diferentes tiempos y dosis sobre la
sintesis de 3H-DOC, 024 h, 48 h y m72 h. Experimento representativo. Mediat EE, n = 4 por
cada tiempo de cultivo. (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)
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Clonacion y caracterizacion de la 17p-HSD de cisticercos de T.solium

El genoma de T.solium contiene el gen 17B-HSD que codifica para una
proteina Tsol-17HSD

La secuencia genémica de la 173-HSDfue obtenida mediante un analisis in
silico del Proyecto Genoma de T.solium (Tsai et al., 2013). Después de los
andlisis de todos los cDNA relacionados y secuencias genomicas
encontradas, un gen similar al 178-HSD que se llamé Tsoll7B-HSD, fue
identificada y caracterizada en el cisticerco de T. solium.

La secuencia, obtenida de una biblioteca completa de cDNA, mostré que la
transcripcion contenia un marco abierto de lectura (ORF) de 957 pb (Figura
14). Este gen de 1027 pb mostré un intron de 70 pb (320-389 nt), que
codifica para una proteina de 319 aa (Figura 15)

™M A v F I I Y4 C v I G EF I F F
TTA TTT TGT TTC GGT TGG ATC cTA cTG AGG TAT ACC GAC ccT ATC

I F c F G w I p I R Y T D p=4 s
cGcCc GCA cTG TCG ARNN cGG CcAT GAA cTc ARNN TAC GCcT GGC GAA TGG
R A p s p- o R H B I p-o Y A G = w
ATC ATA ACC GGT TCC ACT GAC GGC ATT GGT AGG GcCcc TTc GCA GAG
x x T G s T D G T G R A ¥ A B
cTT GCcc AGT GAT GGA cTc AAT ATT TTc cTT GTC AGT cGCc AAT GCcT
I A s D G I N I F I v s R N A
ANN cTT CcCTA CAT GTG TCT CcCAG GAC cTT GAA cGT GAA TAC ANC ATT
K h I H ~ s (o] D I = R = Y N I
ACA ANG TCT T™Tc GcTT GCcT GAT TTCc ACT ARNN GGT GAT TTT TAT GAG
T p- s F ~ A D F T K G D F Y =
cTG ANDN cGC GAA GcTC GAT GCccCc cTT TCC TCG GcTC GcCcT TGT cTT ATC
I K R = v D A p s s v A (= I T
AANC GTC GGG ATG TCC CAA GTT TGC GCG GGT ccA TTG GCcT ACC TGT
N v G M s (o] v (= A G r p A T c
TTc cTG AANC ACC GAA TAC ATC CAAN cGc ATG ATT TTrc TGC ANC ACC
F p N ey = Y T (o] R ™M x ¥ c N T
TCC ACT GCcT TGT ATG ACG CcGG GTT ACA ATG ccc ANG ATG cTG TCG
s — A [« ™M T R v T ™M =4 K ™M o s
TAC GAG ANG GAC ccc ANG cAT ccAa ccT TGT GTT ATT ANC ATG TCT
Y p 4 K D P K H h=4 p=4 C v I N ™M s
GcTC TCA GCcC cTCc TTcC ccT cGC ccc TAT ANN TCC cTc TAC GCccCc GCA
Y4 s p.N I F P R h=4 Y K s I Y A p.N
ANG TCA T GTG CAG AAT TTc TCG GCG TCcT GTT GCcc GGA GAA ACA
K s F v (o] N F s A s v A G E T
GAA cTT cTG cGcc ACT cGA ATT cGA TTT cTc ACT cTc ACT ccAa GGC
= I I R — R T R ¥ I T p T b =4 G
GTC TGG ACG ccT AGC AGG GGC GAA ANG ANN GTT AAT TTT TTC GTA
v w T P s R G = K K v N ¥ ¥ v
ACT ccc GAG GTA TTT GCcc ANC TCA GCG cTG ANC ATG ATT GGC ATT
T r = v F A N s A I N ™M I G I
TCC CcAAn TGT TGT GGC T™Trc ATG ccAa cAC GAG TTA ATG TTc TTT GGT
s (o] C (=4 G F M h=4 H p 4 I ™M F F G
p 4 I I P A s F R D w I I G K F

cTT AGG GG GCG GAG GAA TCC CAA TCG CAC GAG ANG ACC CAG TAG
I R rR A = E s (o] s H E K T Q *

Fig. 15. La secuencia de aminoéacidos de la proteina hipotética Tsol-173HSD.

50

PN

AAA

GCcc

GAA

GAA

CAG

GCcT

AAC

GAA

GTA

TCC

TCC

TGC

AGG

T™Tc

ccc

GCcc

TG

GAA



319 70 638

pb bb pb
Exon Intrgn Exon
1 1 2
A Stop
5 T codon 3
) G ’

Fig. 16. Representacion grafica del fragmento genémico que contiene al gen Tsol-17HSD.
La regidn codificante esta contenida en 2 exones de 319 y 638 pb interrumpidos por un
intron de 70 pb entre las posiciones 320 a 389. Rio arriba del coddn de inicio se encuentra
una region sin traducir (UTR) de 400 pb. Rio abajo del coddon de terminacion hay otro UTR
de 283 pb.

Homologia de la proteina Tsol173-HSD

La alineacion de la secuencia de aminoacidos de Tsol-17BHSD con
secuencias homélogas de otros organismos obtenidas de bases de datos
publicas, mostré6 homologia con las 173—HSDs tipo 3 y 12 de otras especies.
La mayor homologia encontrada (84%) correspondié a una secuencia
proteica descrita en E. multilocularis (Tsai et al., 2013). Comparaciones
hechas con secuencias anotadas de 173-HSDs mostraron que la mayor
homologia de Tsol-17BHSD fue de 44% con la 17—HSD 12 del platelminto
Clonorchis sinensis, que tiene la capacidad de transformar estrogenos. Se
encontré un 35% de homologia con la 178-HSD 3 del Bos taurus y Sus
scrofa y 36% con la de humano, que son capaces de transformar
androgenos (Tabla 2). La secuencia encontrada en el cisticerco de T. solium
corresponde a una proteina de la superfamilia deshidrogenasa/reductasa de
cadena corta (SDR). Esta familia comparte varias regiones de secuencias de

aminoacidos que se encuentran también en la de Tsol-17BHSD (Figura 16).

o1



Anélsis filogenético

El &rbol NJ indicé que la secuencia de Tsol-17BHSD de T. solium tiene una

relacion cercana con secuencias de otros Platyhelminthes como E.

multilocularis, C. sinensis, S. mansoni y este grupo tiene un soporte de 100%

boostrap. Otro grupo de secuencias estd conformado por proteinas de

mamiferos, y también del nematodo C. elegans que tiene una cercana

relacion con B. taurus 17B12 y N. lapillus 17B12 HSDs. Sin embrago, estos

nodos recibieron un bajo soporte de bootstrap (Fig 19).

Tabla 3. Homologia de la proteina Tsol-17bHSD con la de otras especies cuya funcién se

ha reportado

Sp. Tipo % homologia Sustratos

C. sinensis 178 HSD12 44 Estrogenos

S. japonicum 178 HSD12 41 Estrogenos

C. elegans 178 HSD 3y 12 29 Estrégenos y andrégenos
S. salar 178 HSD12 36 Estrogenos

X. tropicalis 178 HSD12 34 Estrogenos

M. musculus 178 HSD3 32 Andrbégenos

M. musculus  17p HSD12 32 Estrégenos y androégenos
S. scrofa 178 HSD3 35 Androgenos

S. scrofa 178 HSD12 33 Estrogenos

B. taurus 178 HSD3 35 Androgenos

B. taurus 178 HSD12 32 Estrogenos

M. 178 HSD12 32 Estrogenos

fascicularis

H. sapiens 178 HSD3 36 Andrégenos

H. sapiens 178 HSD12 32 Estrogenos
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Fig. 17: Alineacion de la secuencia de aminoacidos de Tsol-17BHSD con homélogas de

diferentes especies mostrando algunos sitios conservados y porcentaje de identitidad: En

amarillo se muestran los sitios conservados de la familia SDR: TGXxXGXG, YxxxK y
PGxxxT; en azul, los miembros de la tétrada catalitica. El porcentaje de homologia de
Tsol17HSD con otras especies se muestran al final de la alineacion. El programa de

alineacion utilizado fue MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin).
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Fig. 18. Analisis filogenético. La secuencia de Tsol-17HSD de T. solium generada en este

estudio fue alineada con otras secuencias de 173-HSD (tipo 12 y 3) encontradas en

GenBank. El arbol Neighbor-joining fue deducido con 10,000 bootstraps registrados.
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Ensayo enziméatico

Cuando se incubaron con >H-androstenediona células HEK293-T
previamente transfectadas con pcDNA3.1(+)-Tsoll7B3-HSD se encontrd
sintesis de testosterona (Figura 18). La actividad de la enzima valorada por
el porcentaje de transformacion de *H-androstenediona a *H-testosterona se
incrementd significativamente después de 48 h en presencia del precursor
tritiado. Las células control no presentaron una sintesis significativa de
testosterona.

La incubacién de células transfectadas con *H-estrona no produjo diferencia
significativa de la sintesis de estradiol comparada con las células control
(Figura 19).
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Fig. 19. Produccién de testosterona por células HEK293T transfectadas con Tsol-17BHSD-
pcDNA3.1(+). Después de 24 h de transfeccion con oTsol-17BHSD-pcDNA3.1(+) ocon m
pcDNA3.1(+), las células se incubaron con ®H-androstenediona por 24 6 48 h. El porcentaje
de testosterona tritiada sintetizada fue determinada por TLC. MediazEE (n=5 experimentos
independentes). (*P<0.05)
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Fig. 20. Produccién de estradiol por células HEK293T transfectadas con Tsol-17HSD-
pcDNA3.1(+). Después de 24 h de transfeccion con oTsol-17BHSD-pcDNA3.1(+) ocon =
pcDNA3.1(+), las células fueron incubadas con ®*H-estrona por 24 0 48 h. El porcentaje de

estradiol tritiado sintetizado fue determinado por TLC. MediazEE (n=5 experimentos

independentes).
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DISCUSION

Efecto de inhibidores de la ruta esteroidogénica

Se demostré previamente que la metirapona, un inhibidor enzimético usado
en el tratamiento de hipercortisolismo en humanos y animales domésticos,
inhibe la sintesis de corticosteroides por cisticercos de T. crassiceps WFU
(Valdez et al., 2012). Con base en dicho estudio se condujo un estudio
exploratorio para evaluar la eficacia de otros inhibidores de enzimas
esteroidogénicas sobre la sintesis de esteroides sexuales de cisticercos de
T. crassiceps WFU que formé parte de esta tesis.

La importante inhibicion de la sintesis de 17p-estradiol por los cisticercos
expuestos a formestane encontrada en este estudio apoya la conclusion de
que el parasito tiene una aromatasa similar a la que sintetiza estrégenos en
los vertebrados. Los resultados muestran ademéas la acumulacion de
testosterona después de 12 horas en presencia de formestane, lo que
respalda el efecto de este inhibidor en la produccion de estrégenos desde
andrégenos, ya que al inhibir la capacidad de aromatizacion de dicho
andrégeno, éste se acumula.

Ademas se investigo el efecto de danazol, un inhibidor enzimatico que en
otros organismos bloquea no sélo la sintesis de estrégenos, sino también la
de diferentes enzimas esteroidogénicas como la 3g-HSD. El danazol inhibi6
en los cisticercos la sintesis de estradiol después de 6 horas de incubacién
cuando se utilizé a la *H-DHEA como precursor, un efecto que fue también
observado en células cultivadas de la granulosa del foliculo ovérico (Tsang
et al., 1979). Es interesante sefalar que se ha demostrado que el danazol
ademas inhibe la expresion de aromatasa en células endometriales
obtenidas de pacientes con endometriosis (Ishihara et al., 2003). La
acumulacion de °H-androstenediol observada después de 4 horas de
incubacion de los parasitos en la presencia de danazol, sugiere la inhibicién
de 33-HSD. Después de 4 horas de incubacion con danazol, la acumulacion

de testosterona sugiere un efecto sobre la aromatasa.
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Deoxicorticosterona (DOC) es un metabolito intermedio en la sintesis de
corticosterona por mamiferos y aves. Sin embargo, este esteroide es
importante por si mismo en peces donde regula el delicado metabolismo
hidroelectrolitico requerido para ajustar el medio interno a diferentes
ambientes salinos (Liilerich et al., 2011). En el presente estudio se encontro
un efecto significativo del ketoconazol sobre la sintesis de DOC, después de
la exposicion al inhibidor por 24 horas. El efecto del ketoconazol puede
deberse a la inhibicion de una o mas enzimas de la ruta esteroidogénica de
costicosteroides. Como se ha descrito, la DOC ha sido asociada a la
regulacién de la ATPasa Na+-K, y Willms et al. (2004) mostr6 la presencia
de esta enzima en los cisticercos. Por lo tanto la inhibicion de la sintesis de
DOC por un tratamiento a largo plazo con ketoconazol podria afectar la
viabilidad del parasito. Los datos sugieren que algunas de las enzimas
involucradas en la sintesis de DOC, como la 21«-hidroxilasa fue inhibida por
el ketoconazol. Aunque hay datos in vivo en la literatura indicando efectos de
ketoconazol sobre la sintesis de esteroides sexuales en ratas (Heckman et
al., 1992), los resultados obtenidos no apoyan la presencia de estos efectos

en los parasitos.

Caracterizacion molecular y funcional de la enzima 17p-HSD

La Tsol-17BHSD encontrada en el genoma de T. solium conserva los
dominios descritos en los miembros de la familia SDR, incluyendo la
secuencia TGxxxGxG (parte del plegamiento Rossmann de union del
cofactor) entre los aa 51 al 58; YxxxK (sitio activo) entre los aa 205 y 209;
PGxxxT (sitio activo C-terminal, el sitio de union al sustrato) entre los aa 238
y 243 (Mindnich et al., 2004; Luu-The et al., 2006). En los SDRs se ha
establecido una tétrada catalitica de residuos de Asn-Ser-Tyr-Lys
(Oppermann et al 2003), que también se encuentra presente en el Tsol-173
HSD en los aa 159, 192, 205 y 209 respectivamente. Todos estos dominios
encontrados en la secuencia de Tsol-17BHSD sugieren que se trata de la

enzima 17B-HSD con la misma actividad catalitica de esta familia.
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En la region N-terminal de los SDRs clasicos, existe un patron de tres
residuos de glicinas que es caracteristico de enzimas que unen NAD(P)(H)
(Kallberg et al., 2002). En la secuencia de aa de Tsol-17BHSD podemos
observar esta region entre los aa 51 al 58, lo que indica que la secuencia
obtenida es una forma reductasa de la 173-HSD

La 173-HSD 12 en los mamiferos fue caracterizada como una 3-cetoacil-
CoA reductasa involucrada en la sintesis de cadenas largas de &cidos
grasos (Moon and Horton, 2003). Esta 173-HSD 12 es homologa a la de la
levadura YBR159 (Han et al., 2002) y también se ha identificado en
artréopodos (D. melanogaster) y neméatodos (LET-767 C. elegans)
(Desnoyers et al., 2007).

En 2006 se publicd un primer reporte de este tipo de 173-HSD que reduce la
estrona transformandola en estradiol (Luu-The et al., 2006); desde entonces
han sido caracterizadas en otras especies con la misma actividad (tabla 2). A
pesar de que el tipo 12 ha sido identificado como reductor de estrona, es
comparativamente menos activa en la formacion de estradiol que los tipos 1
y 7 (Laplante et al., 2009).

En el caso del humano y el raton la 173-HSD 12 comparte alrededor del
40% de identidad con 173-HSD 3 que cataliza la transformacion de
androstenediona en testosterona (Mindnich et al., 2004). Una particularidad
de los miembros de esta familia de enzimas es que poseen estructuras
primarias muy diferentes, con sélo un 20% de identidad de aa (Oppermann
et al., 2003; Luu-The et al., 2006) y es posible que el tipo 12 pudiera ser un
ancestro del tipo 3 (Mindnich et al., 2005). Observando el porcentaje de
identidad de Tsol-17HSD con otras secuencias de 173-HSDs, la identidad
mas alta es con el tipo 12 del C.sinensis (44%) y con el S. japonicum (41%),
ambos parasitos, pero cuando se comparan con organismos vertebrados la
identidad es mayor con el tipo 3 (hasta un 36%) y con el tipo 12 es alrededor
del 32%. Con esta informacion se seleccionaron androstenediona y estrona
como precursores para los ensayos enzimaticos, considerando que éstos
son los sustratos de los tipos 3 y 12 de la mayoria de las especies

estudiadas.
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Aunque la secuencia Tsol-17HSD tiene una mayor identidad con la
secuencia de aa del tipo 12 de otras especies, la actividad mostrada por la
secuencia obtenida del cisticerco de T. solium esta relacionada con la
actividad de una 17B-HSD tipo 3 como podemos ver por la transformacion
de androstenediona a testosterona que se muestran en la figura 17 pero, no
de estradiol desde estrona (fig. 18). En el caso del raton (M. musculus)
Blanchard and Luu-The (2007) demostraron que la 173-HSD 12 puede
metabolizar androstenediona y estrona a su correspondientes metabolitos,
testosterona y estradiol. Ellos asociaron esta capacidad con un cambio por
una leucina en la posicion 234 en la enzima del ratén, mientras que en
humanos y primates esta posicion es ocupada por una fenilalanina que
impide la entrada de esteroides de 19 C (Blanchard and Luu-The; 2007).
Cuando se hizo la comparacion entre las secuencias de 17-HSD 12 del
humano, raton y T. solium, se encontr6 que en esta posicién tanto en la
secuencia del humano y el cisticerco hay una fenilalanina, lo cual indica que
en el caso del pardsito no existe un impedimento dado por la fenilalanina

para evitar la entrada de sustratos androgénicos.
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CONCLUSIONES

La primera parte de este estudio indica que las enzimas esteroidogénicas del
cisticerco de T. crassiceps WFU pueden ser inhibidas por inhibidores
enzimaticos clasicos. Como se mostr6 previamente en éste y otros
laboratorios, la sobrevivencia y desarrollo de los parasitos dependen de la
presencia de esteroides sexuales, por lo tanto la inhibicién de su sintesis es
un buen punto de partida para el desarrollo de nuevos tratamientos, o el

reemplazo de la terapia usual en infecciones parasitarias resistentes.

La segunda parte de este estudio mostr6 que el cisticerco de T. solium
posee una enzima 173-HSD que cataliza la transformacion de
androstenediona a testosterona, que pertenece a la familia de
deshidrogenasas/reductasas de cadena corta y que comparte sitios
conservados y actividad con la enzima tipo 3 de otras especies. El presente
fue el primer estudio realizado que mostré la expresion y actividad de una

enzima esteroidogénica en el cisticerco de T. solium.
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PERSPECTIVAS

La inhibicion de la sintesis de esteroides sexuales puede ser un buen
punto de partida para el desarrollo de nuevos tratamientos de la
cisticercosis, o para mejorar la terapia utilizada actualmente en la

infeccion parasitaria resistente.

Se demostré en esta tesis que el cisticerco de la T. solium tiene una
17B-HSD que transforma esteroides sexuales con menor actividad a
otros muy potentes como la testosterona. Es necesario investigar si esta
actividad es reversible como sucede en algunas especies, lo que

indicaria que el parasito tiene también otros tipos de 173-HSD.
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