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Asi, a medida que la ciencia avanza, Dios parece tener cada vez menos que hacer. Es
un gran universo, desde luego, por lo que El, Ella o Ello, podria estar ocupado
provechosamente en muchos sitios. Pero lo que evidentemente ha ocurrido es que ante
nuestros propios ojos ha ido apareciendo un Dios de los vacios; es decir, lo que no somos
capaces de explicar, se lo atribuimos a Dios. Después, pasado un tiempo, lo explicamos,
y entonces deja de pertenecer al reino de Dios. Los tedlogos lo dejan de lado y pasa a la
lista de competencias de la ciencia.

Carl Sagan: “La diversidad de la ciencia” [2007].
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Resumen

Las tenias sp son helmintos hermafroditas que gradualmente desarrollan testiculos y ovarios
en sus unidades reproductivas. La etapa larval de las tenias son llamadas cisticercos, que son una
vesicula que contiene el escélex invaginado y prolifera asexualmente en la cavidad abdominal de
los ratones. Una vez en el huésped, se evaginan, se adhieren al intestino y se convierten en un
organismo adulto, la tenia. Anteriormente hemos descrito que los cisticercos de Taenia crassiceps
ORF y Taenia solium transforman los precursores de esteroides en andrégenos y estrégenos.
Mientras que los cisticercos de Taenia crassiceps WFU pueden sintetizar corticosteroides. El
objetivo del presente trabajo es investigar la relacion entre la capacidad de sintesis de esteroides
en el cisticerco y gusano adulto de Taenia crassiceps WFU. Con este fin, se obtuvieron cisticercos
de la cavidad abdominal de ratones hembra, se separaron manualmente en parasitos invaginados
(IC) y evaginados (CE) y se preincubaron durante 24 h en medio DMEM maés
antibidtico/antimicético. El siguiente paso consistié en incubar a los cisticercos a diferentes
tiempos con androstenediona tritiada [°H]-Aa, progesterona [°H]-P4 o P4 fria segtin el experimento.
Los gusanos adultos de Taenia crassiceps WFU se obtuvieron del intestino de los hamsters
dorados que habian sido infectados por via oral con cisticercos. Los gusanos se cultivaron
previamente en DMEM mas FBS y antibidticos, y luego se incubaron sin FBS durante diferentes
tiempos, en presencia de [*H]-Aa, [*H]-P4 o P4 fria. Al final de los experimentos, los medios fueron
recuperados tanto de los cisticercos como de las tenias para ser analizados por cromatografia en
capa fina (TLC) y cromatografia liquida de ultra resolucién (UPLC/MS?). Los resultados obtenidos
por TLC mostraron que la sintesis de testosterona fue significativamente mayor en los cisticercos
evaginados y aumenté con el tiempo. Los cisticercos invaginados y evaginados también
sintetizaron pequefias cantidades de 17B-estradiol (E2) y estrona. Los cisticercos evaginados
sintetizaron dos veces mas [*H]-DOC que los pardsitos invaginados y la produccién aumentd
significativamente con el tiempo de incubacién. Los gusanos adultos de Taenia crassiceps WFU
sintetizaron cantidades significativas de [*H]-testosterona y pequefias cantidades de estrona
después de solo 3 h de cultivo en presencia de [*H]-A4. Las tenias también transformaron [°H]-P4
a [’H]-DOC y aument6 su sintesis después de 24 h de cultivo. Por otro lado, cuando fue analizado
el perfil esteroideo por UPLC/MS? se identificé la produccidn per se en los cisticercos invaginados
y evaginados, demostrandose por primera vez la produccion basal de esteroides. Los cisticercos

invaginados secretan 17 hormonas de las cuales 10 no han sido descritas hasta este momento, las
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hormonas identificadas son la progesterona (Ps), la pregnanolona (PREG), la dihidroprogesterona
(DHP), 1la allopregnanolona (AlloP), la  dihidrodeoxicorticosterona  (DH-DOC),
Allotetrahidrodesoxicorticosterona (ALLO-DOC), Androstanediona (ASN), Androsterona (AN),
Dihidrotestosterona (DHT) y Hidroxitestosterona (OHT). Por primera vez se identifica la sintesis
de andrégenos mds potentes que la testosterona como la DHT, y de neuroesteroides como AlloP,
ALLO-DOC y PREG. En el cisticerco evaginado, de forma per se, o basal, se identificaron 23
hormonas, 6 mds de las que secreta el cisticerco invaginado en esta modalidad basal. Por ejemplo
se identific la testosterona, hormona que no secretd basalmente en el cisticerco invaginado;
también se identificaron las hormonas dihidrocorticosterona (DHC), corticosterona (CNA),
deoxicortisol (DCLS), E,, Dihydroandrosterona (DHA), sin embargo el cisticerco evaginado no
secretd AlloP. Cuando se potencié el metabolismo de los cisticercos y la tenia con P4 fria, se
encontraron 24 hormonas y a diferencia de la produccion per se, los cisticercos y el gusano adulto
secretan cortisol. En resumen, nuestros datos muestran las vias que utilizan los cisticercos y la
tenia de 7. crassiceps WFU para sintetizar esteroides sexuales, corticosteroides y neuroesteroides

en ambas etapas de desarrollo, estas tltimas no descritas en el metabolismo clésico.
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Abstract

Taeniids tapeworms are hermaphroditic helminths that gradually develop testis and ovaries
in their reproductive units. The larval stage of the tapeworms named cysticercus is a vesicle that
contains the scolex and proliferates asexually in the abdominal cavity of mice. Once in the host,
they evaginate, attach to the gut and develop into an adult organism, the tapeworm. We have
previously reported reported that 7. crassiceps ORF and solium cysticerci transform steroid
precursors to androgens and estrogens. Taenia crassiceps WFU cysticerci can also synthesize
corticosteroids. The aim of the present work is to investigate the relationship between steroid
synthesis ability and the developmental stage of the parasite 7. crassiceps WFU. To this purpose,
cysticerci were obtained from the abdominal cavity of female mice, manually separated in
invaginated (IC) and evaginated parasites (EC) and preincubated for 24 h in DMEM plus
antibiotics/antimycotics. Next step consisted in incubation for different periods in the fresh media
added with tritiated androstenedione [*H]-A4 or progesterone [°H]-P4 and incubated for different
periods. Taenia crassiceps WFU tapeworms were recovered from the intestine of golden hamsters
that had been orally infected with cysticerci. The worms were pre-cultured in DMEM plus FBS
and antibiotics, and then incubated without FBS for different time periods, in the presence of [°H]-
A4 or [PH]-Ps. At the end of the experiments the media from cysticerci and tapeworms were
analyzed by thin layer chromatography. Results showed that testosterone synthesis was
significantly higher in the evaginated cysticerci and increased with time in culture. The invaginated
and evaginated cysticerci also synthesized small quantities of 178-estradiol (E2) and estrone. The
evaginated cysticerci synthesized twice more >H-deoxycorticosterone [*H]-DOC than the
invaginated parasites, the production increased significantly with time in culture. Taenia
crassiceps WFU tapeworms synthesized significant quantities of [*H]-testosterone and small
amounts of estrone after only 3 h of culture in the presence of [*H]-A4. The tapeworms also
transformed [*H]-P4 to [*H]-DOC and increased its synthesis after 24 h in culture. When the
steroidal profile was analyzed by UPLC/MS?, we identified the production per se in the
invaginated and evaginated cysticerci. We demonstrate here for the first time the basal production
of several steroids, the invaginated cysticerci secrete 17 hormones, 10 of them have not been
described until now. The hormones identified in this study were progesterone (P4), pregnanolone
(PREG), dihydroprogesterone (DHP), allopregnanolone (AlloP), dihydrodeoxycorticosterone
(DH-DOC), Allotetrahydrodeoxychorticosterone (ALLO-DOC), Androstanedione (ASN),
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Androsterone (AN), Dihydrotestosterone (DHT) and Hydroxytestosterone (OHT). To note we
have identified for the first time the synthesis of androgens more potent than testosterone such as
DHT, and neurosteroids such as AlloP, ALLO-DOC and PREG by the parasites. In the evaginated
cysticerci we have shown the production per se of 23 hormones, six more than those secreted in
basal conditions by the invaginated cysticerci, between those testosterone, a hormone not secreted
by the invaginated cysticerci, The hormones dihydrocorticosterone (DHC), corticosterone (CNA),
deoxycortisol (DCLS), E», Dihydroandrosterone (DHA) were also identified in the evaginated
cysticerci. The invaginated and evaginated cysticerci and the tapeworms incubated with P4
transformed the precursor to cortisol after 48 h in culture. In summary, our data show the pathways
that 7. crassiceps WFU cysticerci use to synthesize sexual steroids in both larval developmental
stages, and reveals the steroidogenic capacity of the tapeworms, as well as the production of

neurosteroids, hormones that were not identified until now in parasites.
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1 INTRODUCCION

La cisticercosis es una enfermedad causada por la fase larvaria de cestodos de la familia
Taenidae que afecta a una variedad de especies de mamiferos incluidos los seres humanos. La
cisticercosis provocada por Taenia solium, es un problema grave de salud publica en México,
América Central y del Sur, India y Africa subsahariana, y es endémica en muchos paises
subdesarrollados. Es también la razén principal por la que la epilepsia es dos veces mas comun en
los paises en desarrollo, en comparacion con los paises desarrollados (Sciutto et al., 2000; White
y et al., 1997). La forma mds sintomatica y grave de la enfermedad ocurre cuando los parasitos se
localizan en el sistema nervioso central, causando la neurocisticercosis (NCC). Una de las
caracteristicas de la NCC es su gran heterogeneidad a nivel clinico, radioldgico e inflamatorio (Del
Brutto y cols., 1988; Fleury y cols., 2004). Mas del 50% de los casos son asintométicos, pero en
el 50% restante puede aparecer una gama de sintomatologia como epilepsia leve o severa,
hipertensién intracraneana, déficit motor o sensitivo, sindromes extra-piramidales y hasta
trastornos psiquidtricos. Participan en esta heterogeneidad el nimero de pardsitos que alcanzan el
sistema nervioso central, la localizacion de los mismos, el estadio del parésito (Vesicular, coloidal
o calcificado) y la intensidad de la reaccion inflamatoria desarrollada. Las causas que determinan
esta heterogeneidad no estdn totalmente dilucidadas por el momento, pero se sospecha que
participan factores propios del parésito y del hospedero, asi como la intensidad de la exposicién al
pardsito. Hemos demostrado con nuestros colaboradores que la presencia de cisticercos de 7.
solium en el cerebro provoca alteraciones en los esteroides sexuales y hormonas hipofisiarias del
paciente que varian dependiendo del tipo de desarrollo de la neurocisticercosis (Cardenas et al.,
2012).

Ante la dificultad de experimentar para conocer y definir diversos factores bioldgicos en
la relacion hospedero-parasito a la cisticercosis humana, se adoptd, y ha resultado de gran utilidad
un modelo de cisticercosis experimental murina. Dos especies son usadas: Taenia crassiceps ORF,
cuyos cisticercos no poseen scolex y la causada por Taenia crassiceps WFU que tiene scolex y por

lo tanto se asemeja mucho al de Taenia solium que posee también scolex.



1.1.Taenia crassiceps WFU

1.1.1 Ciclo de vida

Taenia crassiceps WFU es un pardsito de caninos que en su forma de adulto o cestodo
comun se encuentra en el intestino del zorro rojo Europeo y norteamericano (Delvalle, 1989;
Dorais y Esch, 1969; Freeman, 1962). La etapa larvaria o el cisticerco (también conocido como
Cysticercus longicollis) se desarrolla en pequefios roedores que adquieren la infeccién por
ingestion de los huevos provenientes de las heces de los zorros. En los roedores, en la infeccion
natural, los huevos se desarrollan a cisticercos que pueden multiplicarse asexualmente (Toledo y
et al., 1997) los cuales se alojan en diversos tejidos y en la cavidad del cuerpo del roedor (Figura
1) (Toenjes y et al., 1999). Este modelo ofrece diversas ventajas, que incluyen la posibilidad de
realizar un nimero grande de experimentos, la facilidad operativa y las semejanzas en el ciclo
bioldgico, estructura, antigenicidad (Terrazas et al., 1994b). Experimentalmente puede inducirse
la infeccidn con la inyeccion intraperitoneal de los cisticercos. La reproduccion del pardsito por
gemacion produce una gran cantidad de parasitos (Huerta et al., 1992; Sapolsky et al., 2000).
Ademads, permite cultivarlo, lo que facilita los estudios in vitro (Huerta et al.,1992; Zubarian and
Willms, 2008). Dado que el cisticerco de 7. crassiceps WFU tiene scolex, es capaz de desarrollar

un gusano adulto o tenia cuando se infectan hamsters con cisticercos por via oral (Figura 2).
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Figura 1. Ciclo bioldgico del cestodo de Taenia crassiceps WFU. A) Presenta dos huéspedes, el
hospedero intermediario es un conjunto extenso de roedores y el huésped definitivo son los canidos
y felinos. B) larvas recolectadas de raton infectado con 7. crassiceps WFU de la cavidad peritoneal.



Figura 2. Desarrollo del cisticerco de Taenia crassiceps WFU. A y B). Cisticercos invaginados y
evaginados respectivamente, reproducidos en la cavidad peritoneal y extraidos de ratones BALB/c
infectados previamente. C). Tenia de Taenia crassiceps WFU desarrollado en el intestino de
hamster infectados oralmente.

1.2. Interaccion huésped-parasito

En el curso de la infeccion por el cisticerco, las interacciones huésped-pardsito afectan
profundamente la respuesta inmune del huésped (White et al., 1997). Se ha demostrado que el sexo
del huésped influye en el desarrollo de las parasitosis (Terrazas et al., 1994a; Huerta et al., 1992;
Bojalil et al., 1993). Asimismo con nuestros colaboradores hemos demostrado que la infeccién de
ratones con cisticercos de 7. crassiceps ORF tiene efectos sobre el medio ambiente hormonal
(Morales-Montor et al., 2002; Morales et al., 1996; Larralde et al., 1995).

Se ha descrito una notable susceptibilidad asociada al sexo del hospedero. Se ha descrito
que en ratones hembras de diferentes cepas son mds susceptibles a la infeccion aguda que en los
machos por el cisticerco de T. crassiceps ORF (Sciutto et al., 1991; Huerta et al., 1992). Sin
embargo, después de 4 semanas de la infeccion, la carga parasitaria aumenta masivamente en
ambos géneros de roedores para llegar a cientos de metacéstodos por hospedero. Esta reduccién
de la resistencia inicial del huésped a la infeccién masculina estd asociada con un proceso de
“feminizacion”, asociada a un aumento del estradiol (E2) 200 veces con respecto a los valores
normales, mientras que los de la testosterona (T) se reducen a 10% con respecto a los ratones
control (Figura 3) (Morales-Montor et al., 2002; Morales et al., 1996; Larralde et al., 1995).

Al mismo tiempo, los ratones macho infectados disminuyen progresivamente su
comportamiento sexual normal, la pérdida de la primera respuesta de la eyaculacion, més tarde la
respuesta a intromision y finalmente, a las 16 semanas de infeccion, la respuesta de monta se

encuentra completamente abolida (Morales et al., 1996).
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Figura 3. Susceptibilidad en el periodo de infeccion entre machos y hembras. Las hembras por el
ambiente estrogénico requieren periodos cortos para aumentar la carga parasitaria, mientras que
los machos requieren de mayor tiempo. Esto se debe por el cambio hormonal del huésped
provocada por un aumento progresivo lento de la carga parasitaria.

1.3. Biosintesis de esteroides sexuales
Las hormonas esteroideas tienen una estructura derivada de la molécula ciclopentanofenantreno,
aquellas de 18 carbonos (C18) son estranos, las de 19 carbonos (19) androstanos y las de 21
carbonos (C21) pregnanos. Para la biosintesis de esteroides el colesterol puede provenir de tres
fuentes: el colesterol circulante en la sangre en forma de lipoproteina, el que se sintetiza de novo
dentro del ovario y del testiculo a partir de acetilcoenzima A y el que se libera de los ésteres del
colesterol almacenados en las gotas lipidicas (Niswender, 2002). La fuente principal de colesterol
utilizado para la sintesis de hormonas esteroideas deriva de la captacion del colesterol presente en
las lipoproteinas de baja (LDL) y de alta densidad (HDL). En las células del ovario y del testiculo
existen receptores para las LDL y HDL, las cuales luego de unirse al receptor liberan el colesterol
hacia el interior de la célula, dentro de ella el colesterol debe llegar hasta al interior de la
mitocondria, este paso constituye el paso limitante para que se inicie la sintesis de hormonas
esteroideas. En este proceso de internalizacion interviene la proteina StAR (por sus siglas en
inglés, Steroidogenesis Acute Regulator) (Soccio y Breslow, 2003). El acarreador StAR transfiere
el colesterol al receptor mitocondrial a benzodiacepinas (MBR, mitochondrial-type
benzodiazepine receptor) ubicado en la membrana mitocondrial (Figura 4) (Papadopoulos y
Brown, 1995). Este forma un canal que dirige el colesterol a la membrana mitocondrial interna
donde se encuentra la enzima esteroidogénica, la colesterol desmolasa o citocromo P450 (CYP)
11A1 rompe la cadena lateral del colesterol y lo transforma en pregnenolona (Ps). La enzima
CYP17 (170-hidroxilasa/Ci7-20 liasa) actia de dos maneras, como 17-beta-hidroxilasa;

conviertiendo Ps a 17alfa-hidroxipregnenolona y P4 a 17alfa-progesterona, y como 17,20-liasa
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convirtiendo 17-alfa-hidroxipregnenolona a dehidroepiandrosterona (DHEA) que es sustrato de la
3B-HSD y se transforma en androstendiona (A4). A su vez, la 17alfa-hidroxiprogesterona se
transforma en A4. La androstenediona puede transformarse a diferentes esteroides: por la accién
de la 17 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD) puede convertirse en T o por la accién
de la P450-Aromatasa (CYP19A1) puede convertirse a estrona (E1). Es importante destacar que la
17B-HSD convierte E; a E» en una accién de naturaleza reversible La T puede reducirse a un
andrégeno mads potente, la dihidrotestosterona (DHT) por accién de la Sa- reductasa (Labrie et al.,

2000) (Figura 5).
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Figura 4. Mecanismo de ingreso del colesterol hacia el interior de la mitocondria. 1) La
lipoproteina de baja densidad se une a su receptor, 2) la lipoproteina de alta densidad se une a su
receptor y viaja al endosoma, 3) sintesis del colesterol almacenado en las gotas lipidicas por la
esterasa de colesterol (CE), 4) sintesis de pregnenolona en la mitocondria y 5) sintesis de
progesterona en el reticulo endopldsmico liso. (Modificado de Soccio y Breslow 2003).



Por otro lado, la enzima S5a reductasa puede convertir a la androstenediona a
androstanadiona, este dltimo sustrato de la 3 alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-HSD) para
metabolizar a la androsterona y DHT a lo que se le conoce como la puerta trasera de la T, La DHT
puede metabolizarse a 17-dihidroandrosterona por la misma enzima 5Sa reductasa. Los productos
finales de la esteroidogénenesis en cada tejido dependen de la existencia de las enzimas que los
sintetizan, como por ejemplo los citocromos P450, deshidrogenasas de esteroides y reductasas

presentes.
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Figura 5. Sintesis de esteroides sexuales en el humano. El CYP11A1 es una enzima mitocondrial, mientras que los CYP17A1 y 19A1
0 aromatasa se encuentran en el reticulo endoplasmico liso (Modificado de Monostory y Dvorak, 2011).



1.3.1.Produccion de esteroides sexuales por cisticercos y tenias de 7. solium y T.
crasicceps

El conjunto de datos mencionados arriba, hizo que nuestro laboratorio se interesara por
conocer la endocrinologia del pardsito. La produccién y el posible significado fisioldgico de las
hormonas sexuales producidas por los pardsitos mismos ha recibido escasa atencién (Romano et
al., 2003; Romano et al, 2015). En nuestro laboratorio se ha investigado la capacidad de los
cisticercos de T. crassiceps ORF para sintetizar esteroides sexuales in vitro (Gomez et al., 2000).
Se demostré que estos pardasitos pueden transformar [*H]-androstenediona a [*H]-testosterona.
Recientemente se report6 que también los cisticercos de 7. solium sintetizan in vitro andrégenos y
pequeiias cantidades de estradiol a partir de androstenediona (Valdéz et al., 2006). Estos parésitos
pueden también sintetizar andrégenos a partir de progesterona (P4) y de dehidroepiandrosterona
(DHEA), lo que significa que poseen enzimas activas de las vias esteroidogénicas A4 y A5 como
la 3 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-HSD) y 17B-HSD) (Jiménez et al., 2006). La
produccién de testosterona por los cisticercos fue ratificada por recristalizacion del esteroide
(Valdéz et al., 2006). Cuando en nuestro laboratorio agregaron diferentes dosis de testosterona al
cultivo del pardsito, que son del orden fisioldgico en el suero del huésped, este androgeno estimulé
la proliferaciéon de los pardsitos en forma dosis-dependiente (Romano et al., 2003). En
concordancia con nuestros estudios se ha demostrado que entre otros parasitos, los merozoitos de
P. falciparum aumentan el nimero de gametocitos bajo la influencia de testosterona, estradiol y
progesterona (Lingnau et al., 1993). El efecto de otro andrégeno, la dehidroepiandrosterona
también ha sido estudiado en amibas y cisticercos (Escobedo et al.,2004; Carrero et al., 2006). No
se han encontrado estudios en cisticercos con scolex como es el caso de los de Taenia crassiceps
WEFU.

Asimismo en el laboratorio se ha demostrado la presencia de enzimas esteroidogénicas en
cisticercos y taenias de Taenia solium, como es el caso de la 38-HSD, enzima clave en la
esteroidogénesis (Ferndndez Presas et al., 2008). Recientemente se clond y caracteriz6 la enzima
17B-HSD de cisticerco T. solium, que convierte androstenediona en testosterona, y se expreso en
células HEK-291 (Aceves-Ramos et al., 2014) transfectadas con la enzima clonada. Se demostré
por cromatografia en capa fina (TLC) que esta enzima del cisticerco transforma androstenediona
en testosterona, pero no estrona en estadiol por lo que se considera que es del tipo 3, de entre 14

1soformas descritas hasta el momento.



Por otra parte, existen datos en la literatura sobre los efectos de cortisol en P. falciparum y
Entamoeba histolytica en los que se encontrd que esta hormona estimula in vitro el crecimiento y la
reproduccion de los pardsitos (Maswoswe et al., 1985; Lingnau et al., 1993; Carrero et al., 20006),
mientras que estudios en Schistosoma mansoni sefialan lo contrario (Morales-Montor et al., 2001).
Un estudio de nuestro laboratorio mostré que los corticosteroides (CS) como la corticosterona y la
dexametasona, un corticoide sintético usado para tratar enfermos con neurocisticercosis, estimulan
la sintesis de estrégenos por los parésitos (Hinojosa et al., 2012). En este sentido, trabajos de nuestro
grupo y de otros, mostraron que los estrogenos estimulan la proliferacion de los cisticercos in vitro
(Romano et al., 2008), por lo que se podria pensar que este podria ser uno de los mecanismo por la

cual los CS podrian facilitar el desarrollo de los cisticercos.

1.4. Biosintesis de hormonas corticosteroides

1.4.1. Metabolismo de los corticosteroides

En los mamiferos los corticosteroides son producidos por la corteza suprarrenal. La corteza
suprarrenal estd formada histolégicamente por tres regiones que, de afuera hacia adentro son: a)
La zona glomerular: constituida por cordones celulares plegados y replegados sobre si mismos,
aparentando glomérulos, b) La zona fasciculada: en la que los cordones celulares contindan en
forma rectilinea separados unos de otros por los vasos sanguineos, dispuestos en forma radiada,
¢) La zona reticular: donde los cordones celulares forman un reticulo sobre cuyas mallas se
disponen los capilares sanguineos.

Los cordones celulares estdn formados por células epiteliales con caracteristicas
diferenciales en cada zona. El cortisol es segregado en la zona fasciculada, la aldosterona en la
zona glomerular y los androcorticoides en la zona reticular.

A partir del colesterol la corteza suprarrenal sintetiza dos clases de corticosteroides:

I) Corticosteroides de 21 dtomos de carbono: son las hormonas mds importantes y las responsables
de las funciones enddcrinas de la corteza suprarrenal. Siendo los glucocorticoides (GC),
principales el cortisol o hidrocortisona, y los mineralocorticoides como la aldosterona. II)
Corticoides de 19 dtomos de carbono son andro y estrocorticoides, principalmente la
dihidroepiandrosterona, de débil accién androgénica. Posiblemente también se produzcan

pequeiias cantidades de testosterona y estradiol, pero en proporcién muy escasa.



Sin duda los esteroides de 21 dtomos de carbono son los més importantes: el cortisol de
accion predominante en el metabolismo hidrocarbonado, proteico y lipidico, y gran actividad
antiinflamatoria; y la aldosterona cuya influencia se manifiesta en el metabolismo
hidroelectrolitico. El colesterol es el precursor obligado en la sintesis de los corticosteroides.
Aunque la corteza suprarrenal puede sintetizar el colesterol a partir del acetato, la mayor parte del
mismo, aproximadamente el 80% es de procedencia exdgena. Las reacciones enzimdticas ocurren
con la participacion de oxidasas de funcion mixta (hidroxilasas de esteroides) en las mitocondrias
y en el reticulo endopldsmico de las células de la corteza, con la participacion del citocromo P450,
oxigeno molecular y el sistema NADPH, como dador de electrones.

La serie de reacciones enzimdticas que se llevan a cabo a partir del colesterol, pueden
resumirse de la siguiente manera:

1. Supresion de la cadena lateral del colesterol por oxidacién y formacion de pregnenolona
por accion del citocromo CYP 17A1, que posteriormente por oxidacién en el C21 producira a la
progesterona que originard al mineralocorticoide 11-Dexosicorticosterona (11-DOC) y que estd
por hidroxilacién en C11 y C12 formara a la corticosterona. El agregado de un grupo aldehido en
C18 originara la aldosterona, esta serie de reacciones se presenta por accion del CYP 21, 11B1 y
11B2 respectivamente.

2. La hidroxilacion de la pregnenolona en C17, produce 17-alfa-hidroxipregnenolona, que
después por una serie de reacciones formard los glucocorticoides 11-deoxicortisol y cortisol, por
accion del CYP21 y 11B1 respectivamente (Figura 6) (Kagawa y Waterman, 1990; Monostory y
Dvorak, 2011).

Este proceso metabdlico estd regulado por la adrenocorticotrofina hipofisaria (ACTH), que
regula y mantiene la sintesis del cortisol, activando la enzima adenilatociclasa en las células
epiteliales de la zona fasciculada y reticular principalmente. E1 AMPc, cuya produccién aumenta
por la accién de la adenilatociclasa que incrementa la esteroidogénesis por varios mecanismos, no
todos ellos conocidos.

La activacion de la adenilatociclasa se produce previa estimulaciéon de un receptor
especifico de membrana para la ACTH. El AMPc formado estimula el primer paso en el proceso
biosintético, que es el rompimiento oxidativo de la cadena lateral del colesterol, activando el CYP
11A1, y la formacién de pregnenolona. Este constituye el proceso limitante de la esteroidogénesis,

ya que produce la formacion de pregnenolona, este sustrato queda disponible para la accién del
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resto de las enzimas mitocondriales que intervienen en la esteroidogénesis (Kagawa y Waterman,
1990).

La corteza suprarrenal no tiene mecanismos para el almacenamiento o depdsito de las
hormonas. Por lo tanto, el aumento de la sintesis se acompafia de un aumento de la liberacion. La
produccién y liberacién de aldosterona puede estimularse en la zona glomerular directamente por
bajas concentraciones de sodio, altas concentraciones de potasio y por la ACTH.

La angiotensina II y III son también importantes factores en la regulacién de la sintesis
aldosterona. Existen receptores especificos en las células corticosuprarrenales para la angiotensina
I y III que al estimularse incrementan la sintesis de aldosterona.

Se estima que en condiciones fisioldgicas el cortisol es liberado en una cantidad de 20 mg.
por dia, y la sintesis de aldosterona es de 0,12 mg diarios. Ademds, existe un ritmo diurno en la
secrecion de corticosteroides.

El cortisol, corticosterona y aldosterona son hormonas esenciales que se encuentran en la
mayoria de los vertebrados. Su importancia en la respuesta al estrés, la inmunidad, el metabolismo,
la reproducciéon, en la homeostasis de iones y la diferenciaciéon estd bien documentado
(Charmandari et al., 2005; Sapolsky et al., 2000). Los corticosteroides actian principalmente
mediante la unidn a receptores citosolicos, que después de unirse a su ligando se transportan al
nucleo donde actian como factores positivos y negativos de la transcripcion al unirse a los
elementos de respuesta a glucocorticoides o mineralocorticoides (MC) en el ADN. Su actividad
conduce a la expresion o represion de diversas proteinas reguladoras que contrarrestan los efectos
de los factores de estrés externos, manteniendo asi la homeostasis (Sapolsky et al., 2000).

Los receptores a glucocorticoides (GC) estan ampliamente distribuidos en la mayoria de

las células de vertebrados y se clasifican como receptores de GC tipo I y II.
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Figura 6. Sintesis de corticosteroides en el humano. La sintesis de las hormonas Los
corticosteroides se sintetizan a partir del colesterol, que mediante una serie de reacciones
enzimaticas se transforma en glucocorticoides como el cortisol, y en mineralocorticoides como la
aldosterona en los humanos, mientras que en roedores, anfibios y aves los mineralocorticoides mas
abundantes son la corticosterona y la 11dehydrocorticosterona modificado de (Sapolsky et al.,
2000).

Los GC son hormonas esteroideas sintetizadas por la zona glomerular de la corteza
suprarrenal (Stocco y Clark, 1996) o los tejidos interrenales de anfibios, reptiles y peces. Sin
embargo, la sintesis extraadrenal de los corticosteroides se ha encontrado en varios tejidos como
el cerebro y los tejidos cardiovasculares (Davies y MacKenzie, 2003). Ademas, la sintesis de
corticosteroide y enzimas androgénica y sus genes correspondientes fueron encontrados en células
epiteliales del timo y en células de pulmén en mamiferos en desarrollo (Davies y MacKenzie,

2003; Pazirandeh et al., 1999), y en los queratinocitos de piel humana (Hannen et al., 2011).
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El cortisol es el glucocorticoide mds abundante en la mayoria de los vertebrados y la
corticosterona es el principal corticosteroide en roedores, aves y anfibios, pero ademads estos
esteroides tienen actividad de mineralocorticoides. Los peces teledsteos carecen de aldosterona
pero si tienen cortisol y aparentemente puede actuar como GC y MC (Bury y Sturm, 2007),
mientras que la hormona 11-desoxicortisol es el principal corticosteroide en la lamprea, un tipo de
agnato y también puede tener acciones de GC y MC (Close et al., 2010). Estudios filogenéticos
sobre los receptores a corticosteroides y mineralocorticoides realizados por varios autores sugieren
que los receptores para mineralocorticoides evolucionaron primero, (Bridgham et al., 2006; Kumar
y Hedges, 1998; Stolte et al., 2006; Thornton, 2001). Otros estudios en peces han demostrado que
la hormona 11-desoxicorticosterona (DOC) se encuentra presente en concentraciones altas en el
suero de la trucha arco iris durante la espermiacién (Campbell et al., 1980; Milla et al., 2008) y
ademds que DOC es un agonista de los receptores a MC en este pez (Sturm et al., 2005).

Con base a estos antecedentes, donde la hormona DOC es un agonista del receptor de
MC, se ha desafiado recientemente la concepcion de que el cortisol es el unico corticosteroide

osmoregulador en las diferentes especies estudiadas hasta el momento.

1.4.2. Produccion de corticosteroides por los parasitos

Los corticosteroides tienen dos funciones principales en los vertebrados: una funcién de
glucocorticoides, que afectan el metabolismo y el crecimiento, y una funciéon de
mineralocorticoides, que regulan el movimiento de iones y agua. En muchos vertebrados estas
funciones son producto de dos hormonas distintas, cortisol (o en algunas especies corticosterona)
y aldosterona, que tienen cada uno un receptor especifico, el receptor de glucocorticoides (GR) y
el receptor de mineralocorticoides (MR) respectivamente. Sin embargo, en otras especies, como
en los peces teledsteos en general se ha propuesto que una sola hormona, el cortisol, lleva a cabo
las dos acciones, de glucocorticoides y mineralocorticoides (Mommsen et al., 1999; Wendelaar
Bonga, 1997), actuando a través de una sola clase de receptores (Chakraborti et al., 1987).

Nuestro laboratorio ha demostrado recientemente que los cisticercos de 7. crassiceps WFU
son capaces de sintetizar corticosteroides como la 11- desoxicorticosterona (DOC), 11-
desoxicortisol y corticosterona in vitro, siendo el mds abundante la 11-desoxicorticosterona

(Valdez et al., 2012). Seguin nuestro conocimiento es la primera vez que se reporta que los parasitos
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son capaces de sintetizar este tipo de esteroides que son criticos para la vida, dado su papel
relevante en el metabolismo y funcién inmunolégica en mamiferos, aves y peces. Consideramos
que serd interesante estudiar el papel de estos esteroides producidos por los mismos pardsitos.
Ademais los corticosteroides se encuentran en los huéspedes o frecuentemente se administran con
fines terapéuticos en la neurocisticercosis. Estudios recientes en peces y lampreas demostraron que
la DOC es un activo mineralocorticoide y también lo es el desoxicortisol, ambos estimulan la
expresion de la bomba Na*/K* ATPasa (Kiilerich et al., 2011; Close et al., 2010). Sabemos por la
literatura que los cisticercos de 7. solium y crassiceps ORF poseen la bomba Na*/K* ATPasa
tegumento y en las fibras (Willms et al., 2004). Estos autores demostraron que el cisticerco de 7.
solium posee la subunidad alfa de la enzima en el tegumento, células musculares y ductos
protonefridios, ya que aislaron un cDNA de la unidad alfa de la bomba Na*/K* ATPasa de una
libreria de cisticercos de T. solium y también en cisticercos de 7. crassiceps ORF. Por lo tanto, es
posible que los corticosteroides como DOC y corticosterona tengan un papel en la expresion de
esta enzima en los cisticercos de Tenia crassiceps WFU. Hasta la fecha no se encontraron datos
en la literatura sobre coémo se regulan estas bombas en los cisticercos, pero la DOC sintetizada por

los mismos cisticercos podria ser un candidato para esta importante funcion.

1.5. Tratamientos experimentales in vivo e in situ para controlar la parasitosis y sus
efectos secundarios.

En clinica humana es frecuente el uso de compuestos que bloquean el efecto de las
hormonas esteroides sexuales, sobre todo para inhibir la proliferaciéon de células cancerosas
hormono-dependientes como por ejemplo las de cdncer de seno y endometrio (Bulun ez al., 2005).
Algunas de ellas bloquean el receptor a la hormona como es el caso del tamoxifen, flutamida, y
ciproterona; esta ultima es un esteroide, no asi los otros dos farmacos. Otras inhiben la enzima que
interviene en la sintesis del esteroide como ese el caso de los farmacos que se han desarrollado
para inhibir la actividad de la aromatasa, enzima fundamental en la sintesis de estrégenos (Brodie,
2002). En este ultimo caso podemos mencionar al fadrozole y letrozole. Experimentos de nuestro
grupo mostraron que el tratamiento con fadrozole disminuyd la carga parasitaria en ratonas
infectadas con cisticercos de 7. crassiceps ORF (Morales-Montor et al., 2002). En otros
experimentos de nuestro laboratorio se demostré que el tratamiento con flutamida, un

antiandrégeno que bloquea el receptor a andréogenos y que se utiliza en clinica en humanos
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(Neumann, 2005), es capaz de disminuir la carga parasitaria en ratonas infectadas con cisticercos
de T. crassiceps ORF, y de disminuir la proliferacién por gemacién de este tipo de cisticercos
que carece de scolex (Romano et al., 2003).

Por otra parte, en clinica se utilizan los glucocorticoides en el tratamiento de la
neurocisticercosis para paliar la inflamacién en el huésped que ocasiona la presencia y también la
muerte brusca del parasito causado por los antiparasitarios (Dinkel et al., 2002). Ademas, la
presencia de la enfermedad, que ocasiona severos sintomas neurolégicos puede causar stress y
aumentar los niveles de cortisol en sangre y en SNC. Por lo tanto, es importante investigar si los
corticosteroides influyen en el desarrollo y viabilidad de los cisticercos. Asimismo, es bien sabido
que en medicina humana se utilizan fArmacos que bloquean enzimas que intervienen en la sintesis
de corticosteroides para el tratamiento de sindromes en los que se presentan niveles patologicos
de cortisol, por ejemplo la metirapona, trilostano, aminoglutetimida, mitotane y fluconazol
(Fassnacht y et al., 2000; Brown y Fishman, 2000; Aceves-Ramos et al., 2013). Al respecto, el
trabajo de Aceves y cols (2013) demostro recientemente que inhibidores enzimaticos de uso clinico
en humanos como metirapona y ketoconazol bloquean la sintesis de corticosteroides in vitro en
cisticercos de T. crassiceps WFU (Aceves-Ramos et al., 2013). Sin embargo, no se conocen los
efectos positivos o negativos que estos inhibidores tienen sobre el desarrollo y la supervivencia de

los cisticercos.

1.6. Los neuroesteroides

Dentro del metabolismo de hormonas sexuales y corticosteroides, se pueden generar
metabolitos llamados neuroesteroides. Las hormonas esteroides periféricas atraviesan las barreras
hematoencefalicas y actian sobre las células cerebrales a través de mecanismos mediados por
receptores intracelulares que regulan varias funciones neuronales importantes del cerebro. Por lo
tanto, el cerebro tradicionalmente se ha considerado como 6rgano blanco de hormonas esteroides
periféricas. En contraste con este concepto cldsico, los nuevos hallazgos en las tltimas dos décadas
han demostrado que el cerebro mismo sintetiza esteroides de novo a partir del colesterol a través
de mecanismos al menos en parte independientes de las glandulas esteroidogénicas
periféricas. Tales esteroides sintetizados de novo en el cerebro y otros sistemas nerviosos se
denominan "neuroesteroides (NS)". Baulieu y sus colegas han abierto la puerta a un nuevo campo

de investigacion de "neuroesteroides" a partir de sus estudios con roedores. Baulieu fue el primero
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en acuilar el término neuroesteroide, el describe al SNC como un tejido esteroidogénico, demostrd
que esteroides como la pregnenolona (Ps) y DHEA y sus formas sulfatadas P4S y DHEAS, se
encuentran en mayores concentraciones en el cerebro que en la circulacion periférica de roedores.
Se ha demostrado que el sistema nervioso central (SNC) expresa la mayoria de las enzimas que
sintetizan o modifican esteroides. Se ha documentado la presencia de todas las enzimas que
participan en la sintesis de esteroides en el cerebro de rata y en regiones del cerebro humano
(Mellon & Deschepper 1993; Gémez-Sénchez et al., 2005; Yu et al., 2002). Los oligodendrocitos,
astrocitos y neuronas presentan capacidad esteroidogénica, pero es importante resaltar que entre
las neuronas y células gliales existen diferencias en cuanto a la presencia y actividad de estas
enzimas (Zwain & Yen, 1999).

Los neuroesteroides por definicidn, son esteroides que se acumulan en el cerebro en
ausencia de glandulas esteroidogénicas, y son sintetizadas en este 6rgano a partir de precursores

enddgenos y enzimas presentes in sifu (Baulieu y Robel 1990).

1.6.1. Biosintesis de neuroesteroides en vertebrados

Baulieu demostré que las concentraciones de los esteroides como la pregnenolona, la
DHEA vy sus formas sulfatadas (PregS y DHEAS, respectivamente, permanecian inalterada en el
cerebro de roedores 15 dias después de la extirpacion de las glandulas periféricas responsables de
la esteroidogénesis (génadas y corteza adrenal), sugiriendo que la biosintesis de estos esteroides
se podria dar en el cerebro (Baulieu, 1998 y Corpechot et al, 1993). Ademads, diversos estudios han
demostrado la presencia de enzimas responsables de la esteroidogénesis en el sistema nervioso.
Estas enzimas son capaces de sintetizar esteroides a partir del colesterol y de metabolizar los
esteroides periféricos que alcanzan el sistema nervioso a través del torrente sanguineo. Las
principales células esteroidogénicas en el sistema nervioso son las neuronas y las células gliales,
en el sistema nervioso periférico son las células de Schwann, y en el SNC, los oligondendrocitos
y astrocitos (Tsutsui, 2000). También se ha demostrado que algunas estructuras del cerebro de los
mamiferos poseen las enzimas CYP P450 (Hu et al., 1987; Le Goascogne et al., 1987; Jung-Testas
y et al., 1989; Iwahashi et al., 1990; Papadopoulos et al., 1992; Mellon y Deschepper, 1993; Ukena
y et al., 1998). Otros estudios han demostrado que el ARN mensajero (ARNm) de las enzimas del
CYP 450 se expresan en el cerebro de la rata (Jung-Testas et al., 1989; Baulieu y Robel, 1990;
Baulieu, 1991; Mellon y Deschepper, 1993; Compagnone et al., 1998; Kohchi et al., 1998; Ukena
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et al., 1998). Por lo tanto, la formacién de pregnenolona y su éster a partir del colesterol es un
proceso bien establecido en el cerebro de los mamiferos. Datos obtenidos en estudios post mortem
mediante la técnica de radioinmunoensayo mostraron que la pregnenolona es el neuroesteroide
mads abundante en el cerebro humano, seguido de la DHEA (Lanthier y Patwardhan, 1986). Los
primeros estudios llevados a cabo con las técnicas de cromatografia de gases y espectrometria de
masas para la cuantificacion de los niveles de neuroesteroides en el cerebro humano han
proporcionado valores de referencia y estdn de acuerdo con estudios previos adonde se utilizaba
la técnica de radioinmunoensayo, en determinar que la pregnenolona es el neuroesteroide mas
abundante en diferentes regiones del cerebro. Los niveles mds altos de esteroides encontrados en
diferentes regiones cerebrales (hipocampo, amigdala, cortex frontal, estriado, hipotdlamo y
cerebelo) en orden decreciente son los siguientes: pregnenolona > DHEA > progesterona) > PregS
> DHEAS > allopregnanolona (AlloP) (Weill-Engerer et al, 2002). Ciertas regiones cerebrales,
como el cortex, el hipocampo, los ganglios basales y el cerebelo, contienen altos niveles de
enzimas esteroidogénicas (Griffin y Mellon, 1999). De todas formas, es necesario tener en cuenta
que los niveles de neuroesteroides no son estdticos y estdn sujetos a cambios dindmicos, por
ejemplo, durante el estrés, el ciclo menstrual, los tltimos meses del embarazo o en respuesta a la
ingestion de agentes psicoactivos incluyendo el alcohol (Baulieu, 1998; Morrow et al., 2001;
Reddy et al., 2001). En humanos, la mayoria de estudios se han basado en los niveles de DHEA y
DHEAS, que son los dos neuroesteroides mds abundantes en el plasma y en el liquido
cefalorraquideo (Orentreich et al., 1992; Guazzo et al., 1996). Los niveles circulantes de estos
neuroesteroides disminuyen marcadamente con la edad, alcanzando a los 80 afios de edad niveles
que representan el 20% de los observados a los 20 afios (Orentreich et al., 1992; Moffat 2002). La
fluctuacion de los niveles corticales de AlloP a lo largo de la edad puede constituir un importante
factor relacionado con el estrés, la memoria, la ansiedad y la conducta sexual, funciones
tipicamente alteradas en edades avanzadas, y se puede corresponder con una variedad de

enfermedades afectivas observadas en la vejez (Bernardi et al., 1998).

En contraste, otros estudios realizados en otros vertebrados como las aves, excelentes
modelos animales para comprender las acciones de los esteroides periféricos en el cerebro y el
comportamiento, han demostrado que a partir del colesterol en el cerebro de la codorniz
japonesa Coturnix japoénica se producen neuroesteroides, ya que posee las enzimas del citocromo

P450, 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A’ -A*-isomerasa (3B-HSD), 5B-reductasa, citocromo
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P450 17a-hidroxilasa/c17,20-liasa (P450 17a, liasa), 178-HSD. El cerebro de estas aves produce
pregnenolona, progesterona, 5p-dihidroprogesterona (5p-DHP), 3B, 5B-tetrahidroprogesterona
(3B, 5B-THP), androstenediona, testosterona y estradiol a partir del colesterol (Tsutsui y
Yamazaki, 1995 ; Usui et al., 1995) . Schlinger y sus colegas también realizaron estudios similares
en el pinzén cebra Taeniopygia guttata (Vanson et al., 1996 ; Schlinger et al., 1999 ; Freking et
al., 2000 ; Soma et al., 2004 ). Por lo tanto, en el cerebro de las aves ocurre la formacién y el

metabolismo de varios neuroesteroides a partir del colesterol.

Ademais de los mamiferos y las aves, la formacién y el metabolismo de los neuroesteroides
a partir del colesterol ahora estd bien documentado en los anfibios (Mensah-Nyagan et
al., 1994, 1999; Beaujean et al., 1999; Takase et al., 1999, 2002; Inai et al., 2003; Matsunaga et
al.,2004; Do-Rego et al.,2007; Bruzzone et al., 2010) y peces (Sakamoto et al., 2001). En
consecuencia, la neurosteroidogénesis de novo a partir de colesterol, se considera una propiedad
conservada de los vertebrados. Sin embargo, las vias biosintéticas de los neuroesteroides en las

aves, asi como en otros vertebrados, alin no estdn completamente mapeadas.

A diferencia de los vertebrados, al menos de acuerdo a nuestra bisqueda, no se sabe nada

sobre la neuroesteroidogénesis de novo e in vivo en invertebrados y parasitos.

1.6.2. Metabolismo de los neuroesteroides

La biosintesis de todos los neuroesteroides empieza con la conversion enzimdtica del
colesterol a pregnenolona (Figura 7). La etapa limitante en la esteroidogénesis es el transporte del
colesterol a la membrana mitocondrial interna donde se encuentra la primera enzima
esteroidogénica citocromo P450 (P450scc, CYPI11A1l), que transforma el colesterol en
pregnenolona. Hay dos proteinas que median la translocacion del colesterol citoplasmético a la
membrana interna mitocondrial: la proteina StAR (por sus siglas en inglés, Steroidogenic Acute
Regulatory Protein) y el receptor mitocondrial de benzodiacepinas (MBR, por sus siglas en inglés,
mitochondrial-type benzodiazepine receptor). El receptor MBR forma un poro a través del cual
transita el colesterol (Papadopoulos, 1993). Los moduladores de este receptor pueden modificar la
neuroesteroidogénesis favoreciendo o bloqueando la apertura de este canal (Papadopoulos et al,
1992; Papadopoulos y Brown 1995). Por ejemplo, el ligando endégeno de este receptor inhibidor

de la unién del diacepam y ligandos exdgenos tales como el 4-clorodiacepam o el FGIN-1-27,
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tienen la propiedad de estimular la esteroidogénesis mitocondrial de la pregnenolona (Hall, 1995;
Papadopoulos et al, 1991). La proteina StAR parece interactuar con el receptor MBR para facilitar
el transporte de colesterol a través de la membrana mitocondrial (Belelli y Lambert, 2005). Se ha
propuesto que esta proteina capta el colesterol de la membrana mitocondrial externa y lo transfiere
al MBR, que formaria el canal de colesterol y lo dirigiria a la membrana mitocondrial interna para

usarse como sustrato del enzima P450scc (Sierra, 2004).
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Figura 7. Biosintesis de los neuroesteroides moduladores del receptor GABA en mamiferos. Se
muestra la ruta de sintesis de la AlloP (3a, Sa-THP) desde el colesterol. La proteina de regulacion
aguda de la esteroidogénesis (StAR) podria interactuar con el receptor periférico de
benzodiacepinas (MBR) para facilitar el transporte del colesterol a través de la membrana
mitocondrial. P450scc: citocromo P450 side chine cleavage; 3o o 3B-HSD: 3a o 3f-
hidroxiesteroide deshidrogenasa; Sa-DHP: Sa-dihidroprogesterona. Adaptado de Belelli y
Lambert, 2005.

1.6.3. Mecanismo de accion de los neuroesteroides

El principal mecanismo de accién de los neuroesteroides en el SNC es la modulacion
alostérica de receptores ionotropicos (Rupprecht y Holsboer 1999). Casi la totalidad de los
receptores ionotrépicos conocidos modifican su funcién por efecto de los neuroesteroides
(Rupprecht y Holsboer 1999; Rupprecht, 2003). La modulacién alostérica de los receptores
GABAA es la que més extensamente se ha estudiado (Akunne et al., 2001, Reddy y Kulkarni,
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1998; Reddy et al., 1998, Smith et al., 1998, Smith, 2002). También se ha descrito la modulacién
alostérica por neuroesteroides de otros receptores para neurotransmisores ionotropicos, como son
los de serotonina (5-HT3) (Wetzel, 1998), NMDA (Park-Chung, 1994), AMPA, kainico (Wu et
al., 1991) y nicotinico (Valera et al., 1992). En la Tabla I se presentan los efectos moduladores de

los neuroesteroides sobre los diferentes tipos de receptores.

1.6.3.1. Receptor GABAA

Ciertos neuroesteroides, y en particular los derivados 3a de la progesterona, se comportan
como moduladores alostéricos positivos de los receptores GABAAa. Se ha demostrado que la accion
de la allopregnanolona (AlloP), uno de estos neuroesteroides, es 20 veces mdas potente que la
accion de las benzodiacepinas y 200 veces mds potente que la accion de los barbitiricos sobre la
activacion del receptor GABAA (Harrison, 1984). Estudios de tipo electrofisiolégico en neuronas
hipocampales han confirmado que los derivados 3a de la progesterona actian sobre el receptor
GABAA por una parte como los barbituricos, es decir, aumentando la duracion de apertura del
canal de CI', y por otra parte como las benzodiacepinas, aumentando su frecuencia de apertura
(Lambert et al., 1995). Se ha observado que los receptores GABAA que son insensibles a las
benzodiacepinas, en cambio son sensibles a los barbitiricos y atin més sensibles a los
neuroesteroides como la AlloP (Whiting et al., 1997). Los efectos de la AlloP sobre los receptores
GABAA dependen en parte de las subunidades que lo forman. Asi, aunque la AlloP modula todos
los tipos de composiciones de subunidades del receptor GABA 4 analizadas hasta el momento (Puia
et al., 1993), se ha descrito que aquellas que contienen la subunidad 6 (en lugar de la habitual )
son especialmente sensibles (Stell et al., 2003). Por tanto, bajo ciertas condiciones fisioldgicas o
psicopatoldgicas, los neuroesteroides GABA positivos pueden alcanzar niveles suficientes para
producir un aumento en la funcién del receptor que posee mayores propiedades inhibidoras en el
cerebro. El receptor GABAA es una diana terapéutica importante donde actian diversos
compuestos, incluyendo benzodiacepinas y agentes anestésicos generales como el isofluorano o el
tiopental (Belelli et al., 1999). Al igual que estos agentes, los neuroesteroides también exhiben
propiedades ansioliticas, anticonvulsionantes, analgésicas y sedativas (Lambert et al., 1995),
caracteristicas acordes con la presencia especifica de un sitio de unién en el receptor GABA A

(Lambert et al., 2001). Otros neuroesteroides como la DHEA o el PregS actian como moduladores
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alostéricos negativos del receptor GABA 4, inhibiendo la entrada de CI” y reduciendo la frecuencia
de apertura del canal de Cl™ sin modificar la duracion (Gee, 1988; Mienville y Vicini, 1989). Esta
accion sobre la frecuencia de apertura del canal es similar a la producida por los agonistas inversos
de los receptores de las benzodiacepinas (Akwa y Baulieu, 1999). La modulacién negativa del
receptor GABAA por parte de los neuroesteroides parece implicar especificamente a los
neuroesteroides sulfatados. Asi, la presencia o ausencia del grupo sulfato parece modificar la
interaccion del neuroesteroide con el receptor GABAA. La pregnenolona se comporta como un
agonista del receptor GABAA4, ofreciendo una accién opuesta a la que presenta su derivado
sulfatado (Hawkinson et al., 1996). Los neuroesteroides que actian como moduladores negativos
sobre el receptor GABAa presentan perfil proconvulsionante (Williamson et al., 2004), facilitador
de la memoria (Darnaudery et al., 2002; Mayo et al., 1993; Pallarés et al., 1998) y ansiogénico
(Melchior y Ritzmann, 1994).

1.6.3.2. Receptor NMDA

Los neuroesteroides como el PregS, la DHEA y el DHEAS son moduladores alostéricos
positivos del receptor NMDA (Park-Chung et al., 1994; Wu et al., 1991; Bowlby, 1993;
Compagnone y Mellon, 1998). Los efectos conductuales de la modulacién positiva del NMDA por
los neuroesteroides se han investigado ampliamente. La mejora de la memoria inducida por la
DHEAS se ha relacionado con la actividad del receptor NMDA (Bergeron et al., 1996; Mathis et
al., 1996). El PregS actda como modulador alostérico positivo del receptor NMDA aumentando la
entrada de Ca** provocada por el glutamato, tal como se ha descrito en preparaciones de neuronas
hipocampales (Paul y Purdy, 1992). Esta modulacion del receptor NMDA se da aumentando la
frecuencia y la duracién de apertura del canal de Ca*™* (Mellon, 1994). Se sabe que en el
funcionamiento del receptor NMDA es muy importante la accion de la glicina y que la PregS
también puede interactuar con el receptor de la glicina. En este sentido, se ha demostrado que la
potenciacion de la respuesta del NMDA por parte de este neuroesteroide no implica una accién
sobre el sitio modulador de la glicina (Wu et al., 1991; Park-Chung et al., 1997). Ciertos
neuroesteroides inhiben la accién del receptor NMDA actuando como antagonistas no
competitivos. El sulfato de AlloP actia como modulador alostérico negativo del receptor NMDA,

mientras que las formas no sulfatadas son muy poco o nada activas (Park-Chung et al., 1994).
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Tabla 2. Resumen de los efectos moduladores de los neuroesteroides en los diferentes tipos
de receptores (adaptado de Dubrovsky, 2005)

Neuroesteroide Receptor Tipo de Neuroesteroide Receptor Tipo de
modulaciéon modulacion
- GABA, Positiva . GABA, Negativa
o | 5HT Negativa CH; 01 \mpa Positiva
i nAChR Negativa CH; —\ | otipol Positiva
CH; >
g Na'
-0;507
HO ™S 050
All ! Sulfato de
3 (})lPéegngr;o ona 20 dihidroepiandrosterona
O-hidroxi->a-pregnan-~u- 3B-hidroxiandrost-5-en-17-
one . one sulfato
30,50 tetrahidroprogesterona DHEAS
30,50-TH PROG
H,C GABA4 Positiva GABA, Negativa
CH; 0 NMDA Positiva
CHy [~ >
l]()"(\
H
Pregnanolona Dihidroepiandrosterona
3q-hidroxi-5p-pregnan-20- 3p-hidroxiandrost-5-en-17-
one one
30,5p tetrahidroprogesterona DHEA
30,58-TH PROG
GABAA Positiva CH; 0 NMDA Negagva
Kainato Positiva
5-HT; Negativa
O
Di0x~icorti~coster0na Estradiol
2} -hidroxipregn-4-ene-3,20- 1,3,5(10)-estratiene-3,
dione 17p-diol
CH GABA, Positiva 5-HT; Negativa
) “_OH 5-HT; Negativa CH, QH
0O HO
Testosterona 17a-estradiol
17B-hidroxiandrost-4-en  3- 1,3,5(10)-estratiene-3,
E)Fne 170-diol 17a-E
I l_g( v GABA, Negativa H:C GABA, Positiva
CH () NMDA Positiva CH =0 Kainato Positiva
3 AMPA Negativa Glicina Negativa
Kainato Negativa 5-HT; Negativa
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Na' 5-HT3 Sin efecto
-0:50Y ~ o tipo | Negativa
Sulfgto de_ pregnenolona nAChR Negativa Progesterona
3B-hidroxipregn-5-en-20-one Pregn-4-en-3, 20-one
sulfato PROG
PregS
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1.7 Justificacion

La neurocisticercosis causada por la presencia de los cisticercos de 7. solium es una
enfermedad grave que puede causar epilepsia, hipertension intracraneana, y la muerte de los
pacientes por lo que es necesario continuar investigando la biologia del pardsito. Las herramientas
terapéuticas actuales no siempre son capaces de controlar el desarrollo del parasito por lo que es
unecesario profundizar en el conocimiento de la biologia del pardsito que ayude a encontrar
terapias alternativas y/o coadyuvantes para eliminar el cisticerco con el menor dafio posible del
huésped.

El modelo experimental de cisticercosis por 7. crassiceps WFU ha resultado ser una
excelente herramienta para investigar al cisticerco y el gusano de T. solium ya que comparte varias
caracteristicas con esta especie.

Es importante saber si la sintesis de esteroides sexuales y corticosteroides depende del
estadio de desarrollo del pardsito. También es necesario estudiar la capacidad de sintesis de
esteroides del cisticerco y de la tenia con herramientas de gran sensibilidad y especificidad para

detectar la sintesis de otras moléculas, como los neuroesteroides.

1.8 Hipétesis
¢ El perfil de sintesis de hormonas corticosteroides y sexuales del helminto Taenia

crassiceps WFU dependerd de la etapa de desarrollo del paréasito.

1.9 Objetivo general
s Evaluar el perfil metabdlico de hormonas corticosteroides, esteroides sexuales, en

cisticercos invaginado, evaginado y en la tenia de Taenia crassiceps WFU.

1.9.1 Objetivos especificos

K/

» Investigar si la sintesis de corticosteroides y esteroides sexuales depende de la etapa de

desarrollo del cisticerco de Taenia crassiceps WFU, invaginados y evaginados.
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% Investigar el perfil metabdlico de corticosteroides y esteroides sexuales en el gusano de
Taenia crassiceps WFU.

% Desarrollar y adaptar un método de cromatografia liquida de ultra rendimiento con detector
de masas (UPLC/MS?) para la deteccién de hormonas corticosteroides y esteroides

sexuales en los cisticercos invaginados y evaginados y en el gusano de Taenia crassiceps

WEFU.
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2 MATERIAL Y METODOS
2.1 Estrategia experimental

Para el desarrollo de este proyecto se siguid la siguiente estrategia experimental:

-
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vt . [ Seleccion de \
1 Seleccion de cisticercos : Ratones BALB/c) Hamster dorado 1 cisticercos (8 a 10) 1
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Figura 8. Estrategia experimental para el desarrollo del presente proyecto. Infeccién y desarrollo
de los pardsitos y del gusano adulto de Taenia crassiceps WFU en la cavidad peritoneal y en el
intestino de hamster dorado y cultivados a diferentes tiempos con hormona tritiada o fria y
extraccion de los analitos para ser identificados por cromatografia en capa fina y cromatografia
liquida de ultra resolucién acoplado a masas (UPLC-MS?).

2.2 Origen de los reactivos
Los reactivos y disolventes para este proyecto se obtuvieron de las siguientes marcas comerciales:
Progesterona (P4), 17-hidroxiprogesterona (17-OHP4), Androstenediona (Ag),
Allotetradeoxicorticosterona (ALLO-DOC), Allopregnanolona (ALLOP), Cortisol (CLS),
Corticosterona (CNA), Deoxicortisol (DCLYS), Dihidrocorticosterona (DHC),
Dehidroepiandrosterona (DHEA), Dihidroprogesterona (DHP), Dihidrotestosterona (DHT),
Deoxicorticosterona  (DOC),  Estriol  (E3),  Hidroxiprogesterona =~ (HIDROPROG),
Hidroxitestosterona (OHT), Testosterona (T), Aldosterona (ALDQO), Androstenediol (ADIOL),
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Estradiol (E), Estrona (E;), Dihidroandrosterona (DHA), Dihidrodeoxicoticosterona (DH-DOC),
Androstanediona (ASN), Androsterona (AN) y Pregnanolona (PREG), fueron obtenidos de
Steraloids Inc. (Newport, RI, USA) y Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA).

El metanol (MeOH), el agua, la acetona y el acetonitrilo grado HPLC y masas se compraron de
Honeywell Burdick and Jackson (Muskegon, MI, USA) y de Mallinckrodt Baker Inc.
(Phillipsburg, USA).

El éter etilico se compr6 de J. B. Baker (Xalostoc, Edo. de México, México).

2.3 Método de infeccion para el desarrollo de los cisticercos

Los cisticercos de Taenia crassiceps WFU, que tienen la ventaja de ser similares al
cisticerco de 7. solium ya que ambos tienen scolex; la cepa WFU se obtuvo de un ratén silvestre
en 1999 en Michigan, E.U.A. y fue donada por el Dr. Raymond Kuhn de Wake Forest University.
Esta especie tiene la facilidad de mantener el estado larvario y reproducirse por gemacion. Los
cisticercos se seleccionaron considerando que tenian un didmetro vesicular de alrededor de 2 mm
que no presenten gemas y que sean transparentes. Las ratonas Balb/cJ de 6-8 semanas de edad se
infectaron mediante la inyeccién intraperitoneal de 10 cisticercos usando jeringas con agujas

calibre 27 o 21.

2.3.1 Extraccion de los cisticercos

Después del tiempo de infeccion (3-4 meses), las ratonas se sacrificaron por decapitacion
o dislocacién craneal y se extrajeron los pardsitos. Una vez que se extrajeron los pardsitos, se
lavaron 10 veces con PBS estéril y finalmente se precultivaron por 24 horas en medio de cultivo
estéril DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium) que contenia 0.1 % de Albimina Sérica
Bovina (BSA), HEPES 25 mM y 1 % de antibidtico-antimic6tico (penicilina G soddica,
anfoterocina y sulfato de estreptomicina B), con un pH de 7.8. El volumen del medio DMEM
utilizado en la preincubacion fue de 1:1 (v/v), es decir, por cada 10 ml de cisticercos se le agregaron
10 ml de medio para que a las 24 horas de preincubacién algunos cisticercos invaginados pudieran
evaginar por cambio de pH del medio por actividad metabolica de los parésitos. Después terminado

el tiempo de preincubacion, los cisticercos fueron clasificados en invaginados y evaginados y se
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cultivaron en placas multipozos, a cada pozo, se agregaron 200 a 400 ul de la suspensién de los
cisticercos dependiendo del experimento, y 1 ml de medio de cultivo estéril DMEM. El medio se
esterilizd por filtraciéon con un filtro Millipore de poro de 0.22 micrémetros. Los pardsitos se
mantuvieron a 37 °C bajo una atmosfera de COz al 5% y 95 % de humedad relativa (Valdéz y cols.,
2006).

2.4 Cultivo de cisticercos con hormonas tritiadas y fria

Los parasitos fueron clasificados segtn el desarrollo del cisticerco (invaginados y evaginados)
para investigar si la capacidad de sintetizar costicosteroides y hormonas sexuales varia de acuerdo
a la etapa de desarrollo del cisticerco. Los pardsitos previamente preincubados y terminado el
tiempo se les extrajo el medio de cultivo y fueron incubados de nuevo con medio DMEM vy
adicionado con 50,000 cpm de *H-progesterona [°’H]-P4 y *H-androstenediona [°H]-A4 u hormona
fria a una concentracion de 20 uM de P4 con tiempos de incubacion de 6, 12, 24 y 43 horas y
terminado el tiempo se recuperé el medio para su posterior extraccion de hormonas con éter. Se
incubd simultidneamente medio de cultivo sin pardsitos al que solo se le agrego el precursor
radioactivo u hormona fria como blancos o bien pardsitos incubados a los mismos tiempos sin

hormona para evaluar el perfil esteroideo basal en los estadios de desarrollo.

2.5 Método de infeccion para el desarrollo de las tenias y extraccion

Las tenias adultas de 7. crasssiceps WFU se recuperaron del intestino de hdamsters dorados
(Mesocricetus auratus) inoculados 25-45 dias antes mediante la administracion oral de 8-10
cisticercos obtenidos previamente de la cavidad peritoneal de ratonas Balb/c] infectados con
cisticercos de T. crassiceps WFU. Los hamsters fueron pretratados durante cinco dias con 40
mg/kg de albendazol (Zentel, suspension oral, Smith, Kline, Beecham, México) y se les inyecto 2
mg de acetato de metil-prednisolona (Depomedrol, Upjohn, México) el dia de la infeccién y cada
dos semanas durante la duracién de los experimentos. Después del tiempo de infeccion los
animales se sacrificaron mediante la inyeccion de barbital de sodio (Anestesal, Cat. Q-0001-065
para uso veterinario, Pfizer, México) y se extrajo el intestino delgado para extraer las tenias, el
intestino se abrié longitudinalmente para recuperar el gusano adulto (Willms et al., 2003,

Fernandez Presas et al., 2008). Las tenias extraidas fueron lavadas 10 veces con PBS estéril y
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finalmente se precultivaron por 24 horas en medio de cultivo estéril DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Médium) que contenia 0.1 % BSA, HEPES 25 mM y 1 % de antibiético-antimicético
(penicilina G sédica, anfoterocina y sulfato de estreptomicina B) y suero bovino fetal al 10% por

48h, con un pH de 7.8.

2.6 Cultivo de las tenias con hormona tritiada y fria
Las tenias preincubadas previamente fueron nuevamente lavadas con PBS estéril para eliminar el
suero bovino fetal, en breve fueron colocadas de forma individual en cajas Petri para incubarlas
de nuevo con medio DMEM, se le colocaron 50,000 cpm de precursor radioactivo de [*H]-P4 y
[*H]-A4 u hormona fria (20 uM) de P4 segiin el experimento a realizar, los tiempos de incubacién
fueron de 6, 12, 24 y 43 horas y terminado el tiempo se recuperd el medio para su posterior

extraccion de hormonas con éter.

2.7 Extraccion de las hormonas

2.7.1 Procedimiento

El perfil esteroideo se evalu6 mediante cromatografia en capa delgada (TLC) como se
reporto previamente para cisticercos de 7. solium, T. crassiceps ORF y WFU (Gémez y cols, 2000,
Valdez y cols, 2006, Hinojosa y cols. 2011, Valdez y cols., 2012) y por UPLC-MS?. Se utilizé *H-
progesterona como precursor para la sintesis de corticosteroides y *H-androstenediona para la
sintesis de androgenos y estrégenos. Por otro lado, otras muestras tratadas con P4 fria se utilizaron
para evaluar el perfil esteroideo de estrégenos, andrégenos y corticosteroides por UPLC-MS?>.
Después de cultivar los cisticercos y las tenias en presencia de los tratamientos correspondientes,
el medio DMEM recuperado se le agregé éter para la extraccion de las hormonas en una proporcion
de 1:5 v/v (por cada 1 ml de medio se le agregaron 5 ml de éter). Después de la adicion del éter el
vial fue mezclado en vortex durante un minuto y se esperd hasta que se separ6 la fase etérea y
acuosa. Posteriormente el vial fue congelado en acetona fria mas hielo seco para congelar la fase
acuosa y en breve se recuperd la fase etérea en un nuevo vial, el éter fue evaporado a sequedad.
Los esteroides se solubilizaron en etanol grado HPLC y se sembrardn para su andlisis por
cromatografia de capa fina (TLC) o se reconstituyé con metanol grado HPLC masas para su

andlisis e identificacién de las hormonas por UPLC/MS?2.
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2.8 Identificacion de las hormonas por Cromatografia de capa fina (TLC)
2.8.1 Principio

La cromatografia es un método de separacién y andlisis basado en el empleo de una fase
estacionaria y una mévil. Los componentes de una muestra se hacen pasar por una fase estacionaria
mediante el flujo de una fase mévil de manera que las sustancias se distribuyen entre las dos fases.
Aquellos solutos cuya relacion de distribucidn sea favorable a la fase estacionaria quedan retenidos
por ésta, mientras que los solutos que se encuentran preferentemente en la fase moévil serdn los
primeros en eluir. De esta forma los analitos son separados en orden creciente a sus coeficientes

de particién entre las dos fases (Jeffery y col., 1989).

Para la cromatografia en capa fina se preparé la placa de silica gel (20 x 20 kieselgel 60
F2s4) rayandola verticalmente con una separacion de 1.5 cm de separacion, a cada columna
generada del rayado se le depositaron 3 pl de los estdndares a cuantificar, disueltos previamente
en acetona grado HPLC, después de aplicar los estdndares, se sembraron 20 pl de las muestras
problemas solubilizadas en 60 ul de etanol, se utilizé nitrégeno gaseoso para secar el punto de la
aplicacion. Las placas se corrieron utilizando un sistema de solvente de Benceno-MeOH (9:1 v/v)
para hormonas sexuales y de Tolueno-Acetona-MeOH (78:20:2 v/v) para glucocorticoides. Una
vez que las muestras eluyeron sobre la placa, se retiré de la cdmara y se dejaron evaporar los
solventes a temperatura ambiente. Posteriormente, los estdndares se identificaron en las placas por
medio de luz U.V. y laregion correspondiente a los mismos se recorto. Los estandares se revelaron
con acido sulfirico (H2SO4) al 10 % seguido de la aplicacion de calor a 120 °C, posteriormente se
recortaron las placas teniendo en cuenta los estdndares auténticos sembrados simultdneamente y
se colocaron en viales con liquido de centelleo. La radioactividad se midié en un contador de
centelleo liquido. Se calculd el porcentaje de transformacion del precursor a los metabolitos

esperados segun el precursor utilizado.
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2.9 Anadlisis de estrégenos y sus metabolitos por cromatografia liquida de ultra-
resolucion (UPLC-MS?)

2.9.1 Condiciones cromatograficas
La determinacién de los corticosteroides, andrégenos, estrogenos y sus metabolitos se realizé por
UPLC-HESI-MS/MS, usando un equipo Waters Acquity UPLC (Waters, Milford, MA, USA),
equipado con un inyector automadtico refrigerado y mantenido a 10 °C, el que estd conectado a un
detector de matriz de fotodiodos (PDA) y acoplado a un sistema de espectrometria de masas LTQ-
Orbitrap XL (Thermo Finnigan, San José, CA, EE. UU.). El aparato estd equipado con una fuente
de ionizacién por electro-spray calentada (HESI) en modo positivo con las siguientes condiciones:
temperatura del vaporizador ajustada a 300 °C; temperatura del capilar establecida a 275 °C; 4.0
kV para la fuente; 9.0 V para el capilar; y 100 V para la lente del tubo; a una velocidad del flujo
del gas nitrégeno establecida en 35.00 arb. Para la separacion de los analitos se utilizé una columna
Acquity BEH Cis (50 x 2,1 mm con tamafio de particula de 1,7 um) (Waters, Milford, MA, USA)
equipada con una precolumna. Los disolventes del sistema consistieron de un gradiente de agua
y acetonitrilo (ACN) (a ambos solventes se les adicion6 0.1% de dcido férmico). El proceso
consistio de 5 etapas con un tiempo de duracion de 10 min a un flujo de 0.6 ml/min. El analisis y
procesamiento de los datos se hizo con el software Thermo Xcalibur version 2.2 (ThermoFisher
Scientific, San José, CA, EE. UU.) (Tabla 2, Figura 9). Esta parte del proyecto se realizd en
colaboracion con el Dr. Mario Alberto Figueroa Saldivar, Laboratorio 125, Conjunto E,

Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, UNAM.

Tabla 2. Programa de solventes para el andlisis de los corticosteroides, andrégenos, estrégenos y
sus metabolitos.

Tiemp() Flu J 0 PI‘Oporcmn ( % )

Etapas (min) (ml/min)
Agua ACN
0.1 % AF) (0.1 % AF)
1 0 0.6 15 85
2 4 0.6 0 100
3 4.45 0.6 0 100
4 5 0.6 15 85
5 10 0.6 15 85
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Figura 9. Diagrama del gradiente de solventes usados para el andlisis de los corticosteroides,
andrégenos, estrogenos y sus metabolitos.

2.10 Analisis estadistico

El anélisis descriptivo de las variables analizadas se realiz6 con la medida de tendencia
central, la media aritmética y se utiliz6 la desviacion estdndar como medida de dispersion. La
diferencia entre las concentraciones de hormonas entre los periodos de infeccion de los diferentes
estadios de desarrollo del cisticerco se evalué mediante #-student o un andlisis de varianza
(ANOVA) seguido de una prueba post hoc, segtn el caso. La significancia estadistica se establecid
a un valor de p<0.05. El andlisis estadistico se realizara utilizando el programa GraphPad Prism 8.

Se realizaron tres experimentos de forma independiente con una n=6 para cada grupo diferente.
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3 RESULTADOS

3.1 Metabolismo de corticosteroides en cisticercos invaginados y evaginados de
Taenia crassiceps WFU

Los parésitos de Taenia crassiceps WFU obtenidos de la cavidad abdominal de ratones
hembras Balb/c se clasificaron en invaginados y evaginados. En ambos grupos se determiné el
metabolismo de corticosteroides en tres tiempos diferentes. La figura 10 presenta el porcentaje de
transformacion de los pardsitos invaginados y evaginados incubados con el precursor [*H]-P4 por
12 horas. Ambos grupos transformaron la progesterona a diferentes metabolitos como se observa
en la figura 10; en ambos grupos predominé el metabolito 11-desoxicorticosterona (DOC), pero

fue significativamente mayor en el grupo de los pardsitos evaginados.
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Figura 10. Metabolismo de corticosteroides por cisticercos de Taenia crassiceps WFU. Los
resultados se expresan como el porcentaje de transformacion del sustrato después de 12 horas de
incubacién con el precursor [*H]-Ps en dos grupos de pardsitos, de acuerdo a su desarrollo
(Invaginados y Evaginados). Cada valor representa la media + DE con una n=6 pozos por estadio
de los pardsitos. El sistema de solventes empleado en la TLC fue Tolueno:Acetona:MeOH
(78:20:2), t-student * p < 0.05.
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Por otro lado, cuando los cisticercos invaginados y evaginados se incubaron por tiempos
més prolongados con el precursor [°H]-Ps (24 horas), nuevamente se observé que los cisticercos
evaginados producian cantidades significativamente mayores de DOC y también de desoxicortisol.
Ademads, a este tiempo de incubacién se observé biotransformacion de [*H]-P4 a corticosterona,

metabolito que no se encontrd a las 12 horas de incubacién (Figura 11).
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Figura 11. Metabolismo de corticosteroides por cisticercos de Taenia crassiceps WFU.
Metabolitos producidos a partir del precursor *H-P4 durante 24 horas de incubacién y expresados
como el porcentaje de trasformacién, en dos grupos de pardsitos de acuerdo a su desarrollo
(Invaginados y Evaginados). Cada valor representa la media + DE con una n=6 pozos por estadio
de los parésitos. El sistema de solventes empleado en la TLC fue Tolueno:Acetona:MeOH
(78:20:2), t-student * p < 0.05.

Al incubar con el precursor [°H]-P4 por 43 horas, la biotransformacién se mantuvo
constante en los dos grupos de desarrollo de los cisticercos, y aparecié otro metabolito, el cortisol
(Figura 12). En cuanto a la producciéon de DOC se encontrdé que los cisticercos evaginados

contindan sintetizando mas cantidad de este metabolito. La sintesis de DOC en los cisticercos
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evaginados es tiempo-dependiente, mientras que en los cisticercos invaginados no difirié de la

encontrada a las 24 h de incubacion con el precursor, pero aument6 a las 43 h. (Tabla 3).
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Figura 12. Metabolismo de corticosteroides por cisticercos de Taenia crassiceps WFU. Porcentaje
de transformacién del sustrato a partir del precursor [*H]-P4 durante 43 horas de incubacién en dos
grupos de pardsitos de acuerdo a su desarrollo (Invaginados y Evaginados). Cada valor representa
la media + DE con una n=6. El sistema de solventes empleado en la TLC fue
Tolueno: Acetona:MeOH (78:20:2), t-student * p < 0.05.

Tabla 3. Sintesis de *H-DOC tiempo-dependiente a partir del precursor [*H]-Pa.

Porcentaje de transformacion evaluado en dos

PRECURSOR estadios de desarrollo del cisticercos de Taenia
METABOLITO ,
crassiceps WFU
PROGESTERONA/DOCH# Cisticercos invaginados  Cisticercos evaginados
12 horas 18.1+2.6 30.1+34
24 horas 18.1+6.5 39.1 +3.4**
43 horas 39.5+6.4 50.0 + 3.6**
PROGESTERONA/DESOXYCORTISOL
12 horas 1.6+0.71 26+1.0
24 horas 0 6.8 +2.07*
43 horas 4,68 +2.41 6.88 +1.57

"Desoxycorticosterona (DOC).
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3.2 Metabolismo de esteroides sexuales en cisticercos invaginados y evaginados de
Taenia crassiceps WFU

La incubacién de pardsitos invaginados y evaginados con el precursor [*H]-P4 mostr6 que
los dos grupos de cisticercos metabolizan hacia esteroides sexuales. La sintesis de testosterona fue
la mas abundante a las 6 horas de incubacidn en los cisticercos evaginados y fue significativamente
mayor comparada con la de los parasitos invaginados (Figura 13). Sin embargo, el porcentaje de
transformacion a estrona (E;) a partir del mismo precursor fue significativamente mayor en los

pardsitos invaginados, pero sin ser estadisticamente significativo para estradiol (E2).
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Figura 13. Metabolismo de esteroides sexuales en cisticercos de Taenia crassiceps WFU. Los
resultados se expresan como el porcentaje de transformacion de sustrato después de 6 horas de
incubacion con el precursor [°H]-Psen dos etapas de desarrollo los cisticercos de Taenia crassiceps
WFU, (invaginados y evaginados). Cada valor representa la media + DE de 6 pozos. ~Indica la
diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos de cisticercos. t-Student, p<0.001.

Se incubaron los cisticercos con el precursor [°H]-As para evaluar la existencia de la via A
4 en los cisticercos. El tiempo de incubacién con el precursor [*H]-A4 fue de 6,24 o 43 h. Se
observo un notorio incremento en la sintesis de T comparando las 6 y 48 h de incubacién en ambos
grupos Tabla 4). A las 6 h de incubacidn la sintesis de este androgeno fue significativamente mayor
en los ultimos. Después de este periodo no se observaron diferencias entre grupos en las sintesis
de esta hormona. No se encontraron diferencias en la sintesis de 17p-estradiol que se mantuvo
constante en ambos grupos. Por otro lado, la produccién de estrona fue indetectable a las 24 y 48

h de incubacién. (Tabla 4).
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Tabla 4. Evolucion temporal de la sintesis de esteroides por dos etapas de desarrollo del cisticerco
de Taenia crassiceps WFU. Sintesis de [*H]-T, [°H]-Ez y [*H]-E: a partir del precursor [*H]-Aa4.

PRECURSOR Porcentaje de transformacion evaluado en dos estadios de
METABOLITO desarrollo del cisticercos de Taenia crassiceps WFU
[*H]-A4/T* Cisticercos invaginados Cisticercos evaginados

6 horas 9.6 £2.1 22.9 + 1.9%%*
24 horas 71.4+£7.6 75.5+4.5
43 horas 75.0+4.7 74.1+£5.3

[PH]-A4/Ex*

6 horas 7.7+£2.7 53+3.3
24 horas 47127 3.8+423
43 horas 3.1+£25 0

[*H]-A4/E1*

6 horas 10.1 £ 2.5%* 0
24 horas 0 0
43 horas 0 0

#Testosterona (T), “Estradiol (E2) y ‘Estrona (E»).

Para comparar la sintesis de esteroides sexuales por la ruta A5-esteroidogénica, los
parasitos de Taenia crassiceps WFU invaginados y evaginados también se incubaron durante 6 h
con [*H]-DHEA como precursor (Figura 14). Los resultados mostraron que en ambas etapas de
desarrollo los pardsitos sintetizaron los andrégenos androstendiol, androstendiona vy
testosterona. La sintesis de androstendiol predominé después de 6 h de exposicién a [°’H]-DHEA,
y la sintesis de androstendiona y testosterona fue significativamente mayor en los parasitos
evaginados. También se detectaron estrégenos, pero no se encontraron diferencias significativas

entre los cisticercos invaginados y evaginados.
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Figura 14. Metabolismo de esteroides sexuales por la ruta A5-esteroidogénica. Los resultados se
expresan como el porcentaje de transformacion de sustrato después de 6 horas de incubacién con
el precursor [*H]-DHEA. Cada valor representa la media + DE con una n=6. t-Student, *p<0.05
para Az y ** p<0.001 para testosterona.

3.3 Sintesis de esteroides sexuales por el gusano de Taenia crassiceps WFU

La figura 15 muestra la sintesis de testosterona y estrégenos por el gusano de Taenia
crasiceps WFU. Después de 3 h de incubacion con el precursor *H-A4, se encontré abundante
produccion de testosterona y pequefias cantidades de estrégenos, con predominio de estradiol.

La incubacién de las tenias con *H-Ps por 24 h mostré que ademds de testosterona, estos

parasitos también producen pequefias cantidades de androstenediol y 17-OH-P4 (Figura 16).
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Figura 15. Sintesis de esteroides sexuales a partir de [*H]-A4 por gusanos de T. crassiceps WFU,
Las tenias se incubaron por 3 h en presencia del precursor. Media + DE, n = 6 tenias cultivadas
por separado. ANOVA seguida de Dunnett ** p<0.001.

307 x ,
: T
0
& 20-
£
} .
.g * %
[
S 10- 1
-
2
oL |

6\0\ A S ~§ b v,b(
\«O

Metabolitos

Figura 16. Sintesis de esteroides sexuales por gusanos de 7. crassiceps WFU. Las tenias se
incubaron por 24 h en presencia del precursor [°H]-Ps. Experimento representativo de tres. Media
+ DE, n = 6 tenias cultivadas por separado. ANOVA seguida de Dunnett ** p<0.001.
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3.4 Sintesis de corticosteroides por gusanos de Taenia crassiceps WFU

La incubacién de las tenias por 12, 24 0 48 h con [*H]-P4 demostré que son capaces de
sintetizar diferentes corticosteroides como DOC y pueden transformar en menor cantidad 11-
deoxicortisol (11-DCSL). También se pudieron apreciar otros corticosteroides como cortisol

(CSL) y costicosterona (CNA) (Figura 17).
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Figura 17. Curso temporal del metabolismo de [*H]-P4 por gusanos de 7. crassiceps WFU.
Transformacién del precursor a corticosteroides por tenias incubadas por 12, 24 o 48 h.
Experimento representativo de 3 experimentos individuales. Los valores representan la media +
DE, n = 6 cultivadas por separado. ~"Indica la diferencia estadisticamente significativa ANOVA
seguida de Dunnett, **p<0.001.
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3.5 Evaluacion de hormonas corticosteroides y hormonas sexuales por cromatografia
liquida de ultra-resolucién (UPLC-MS?)

Después de obtener los resultados antes mencionados en los cisticercos invaginados,
evaginados y las tenias de Taenia crassiceps WFU utilizando la TLC, nos dimos a la tarea de
investigar qué otras hormonas pudiera sintetizar el pardsito mediante el uso de un método analitico
de cromatografia liquida de ultra-resolucién acopado a un detector de masas (UPLC-MS?). Como
primer paso de esta segunda etapa, se establecieron las condiciones cromatograficas para la
deteccion e identificacion de los corticosteroides, hormonas sexuales y sus metabolitos en los
medios de cultivo. Se incubaron cajas Petri con medio de cultivo méas P4 fria que conformaron el
grupo llamado blanco; en otras cajas Petri fueron colocados cisticercos invaginados y evaginados
mas medio de cultivo, sin hormona, que conformaron al grupo control para evaluar el metabolismo
per se. Por otro lado, en otras cajas Petri se colocaron los cisticercos invaginados, evaginados y
tenias mas medio de cultivo y 20 uM de P4 fria incubandolos por 43 horas, los que conformaron

el grupo tratado.

En la figura 18 y 18.1 y en la tabla 5 se presentan los patrones de ionizacién en modo
positivo de cada uno de los estdndares evaluados, mientras que en la figura 19 y 19.1 se presentan
los cromatogramas tipicos de los estdndares obtenidos con el método propuesto y adaptado al
analisis de hormonas esteroides en los diferentes estadios de 7. crassicpes WFU (Paguigan et al.,
2017). Se analizaron 26 analitos o compuestos para evaluar las hormonas precursoras e
intermediaros, asi como sus productos finales de la ruta A4 y A5-esteroidogénica, ademds de las
hormonas de la ruta de los corticosteroides. De los 26 analitos evaluados, 24 estandares
presentaron una buena resolucion, mientras que los analitos 17-hidroxyprogesterona (17-OHPs) y
la deoxicorticosterona (DOC) eluyen al mismo tiempo de retencion (#.;) que fue de 4.42 y 4.42
respectivamente. El primer compuesto que eluye es el E3 con un #..; de 2.82 min y el dltimo es la
allopregnanolona con un tret de 5.97 min. El tiempo total para la elucién de todos los compuestos
fue de 10 min. A partir de corridas individuales de cada uno de los estandares se determinaron los
tret UV, trer de la molécula protonada (m/z) del ion y de la carga masa del ion molecular protonado
(m/z [M+H]") de todos los analitos, mismos que sirvieron para construir una biblioteca digital para

comprobar la identidad de los picos de cada una de las muestras (Tabla 5).
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Con este método, y después de someter los medios de incubacién a la extraccién con éter y
evaporacion con sequedad, nuevamente se identificaron a los mismos metabolitos previamente
reportados mediante el uso de la técnica de TLC en los tres estadios de desarrollo del cisticerco de
Taenia crassiceps WFU. Pero ademads, es importante destacar que con la nueva técnica se
encontraron 13 metabolitos mas que hasta estos momentos no han sido reportados en cisticercos
de Taenia crassicps WFU ni en el parasito adulto. Su identificacion se hizo por medio del #.; UV,
trer de la molécula protonada (m/z) del ion y de la carga masa del ion molecular protonado (m/z

[M+H]") (Tabla 6).
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Figura 18. Patrones de fragmentacion de los estandares de corticosteroides y hormonas sexuales.
Se muestra el dato denominado la abundancia relativa por HESI de las hormonas progesterona
(P4), 17-hidroxiprogesterona (17-OHP4), Androstenediona (As), Allotetradeoxicorticosterona
(ALLO-DOC), Allopregnanolona (ALLOP), Cortisol (CLS), Corticosterona (CNA),
Deoxicortisol (DCLS), Dihidrocorticosterona (DHC), Dehidroepiandrosterona (DHEA),
Dihidroprogesterona (DHP), Dihidrotestosterona (DHT), Deoxicorticosterona (DOC) y Estriol
(E3). Ionizacion positiva (+). Relacion carga/masa (m/z). Continda en figura 18.1.
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Figura 18.1 Patrones de fragmentacion de los estandares de corticosteroides y hormonas sexuales.
Se muestra el dato denominado abundancia relativa por HESI, de las hormonas
Hidroxiprogesterona (HIDROPROG), Hidroxitestosterona (OHT), Testosterona (T), Aldosterona
(ALDO), Androstenediol (ADIOL), Estradiol (E2), Estrona (E1), Dihidroandrosterona (DHA),
Dihidrodeoxicoticosterona (DH-DOC), Androstanediona (ASN), Androsterona (AN) vy
Pregnanolona (PREG). Ionizacién positiva (+). Relacion carga/masa (m/z).
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Figura 19. Cromatogramas individuales de los estdndares analizados por UPLC-MS?. La secuencia
de cada uno de las cromatogramas corresponde al orden de elucién en los 10 minutos de corrida
del método analitico. Se presenta buena resolucion en 24 de los 26 analitos analizados, mientras
que la hormona DOC y 17-OHP4 eluyen en el mismo tiempo de 4.42 min. Continda en figura 19.1.
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Figura 19.1 Cromatogramas individuales de los estdndares analizados por UPLC-MS? La
secuencia de cada uno de las cromatogramas corresponde al orden de elucion en los 10 minutos
de corrida del método analitico. Presentan buena resolucién en 24 de los 26 analitos analizados.

Por otro lado, es la primera vez que se reporta el metabolismo basal de cisticercos
invaginados y evaginados, refiriéndose como produccién basal lo que de forma per se secreta el
cisticerco en los dos estadios larvarios sin que medie la administracion de un precursor exégeno.
El cisticerco invaginado secreta por si mismo 17 hormonas (Figura 20A), de las cuales 10 se
identifican por primera vez (Tabla 7), mientras que los cisticercos evaginados producen por si
solos 23 hormonas de las cuales 13 analitos producidos per se se describen por primera (Figura

20B) (Tabla 6 y 7).

45



Tabla 5. Tiempos de retencidn e ion molecular de los corticosteroides y hormonas sexuales.

) ) ) Peso Molécula b Lret
Numero Estandar Abreviatura Molecular protonada m/z (min) UY
m/z [M+H]+ (min)

1 Estriol Es 288.38 289.1803 291 2.82
2 Aldosterona ALDO 360.44 361.2008 2.97 2.96
3 Cortisol CLS 362.42 363.2159 3.28 3.22
4 Hidroxitestosterona OHT 304.42 305.2105 3.54 3.47
5 Dihdrocorticosterona DHC 344.44 345.2054 3.69 3.63
6 Corticosterona CNA 346.46 347.2212 3.80 3.74
7 Deoxicortisol DCLS 346.46 347.2211 3.87 3.82
8 Hidroxiprogesterona OHP 330.46 331.2261 4.16 4.04
9 Androstenediol ADIOL 290.44 291.2317 4.16 4.13
10 Estradiol Ex 272.38 273.1847 4.25 4.17
11 Testosterona T 288.42 289.2156 4.36 4.29
12 17-hidroxiprogesterona 17-OHP4 330.46 331.2260 4.46 4.42
13 Deoxicorticosterona DOC 330.46 331.2263 4.48 4.42
14 Estrona E 270.37 271.1692 4.59 4.54
15 Dehidroepiandrosterona DHEA 288.42 289.2154 4.62 4.56
16 Androstenediona A4 288.42 287.1999 4.66 4.57
17 Dihidroandrosterona DHA 292.46 293.2464 4.86 4.78
18 Dihidrotestosterona DHT 290.44 291.2310 4.92 4.84
19  Allotetradeoxicorticosterona ALLO-DOC  334.50 3;31572217761_ 5.04 4.95
20  Dihidrodeoxicoticosterona DH-DOC 332.48 333.2425 5.01 4.97
21 Dihidroprogesterona DHP 312.45 313.2154 5.11 5.04
22 Androstanediona ASN 288.42 289.2159 5.15 5.14
23 Androsterona AN 290.44 291.2311 5.30 5.21
24 Pregnanolona PREG 316.4 317.2471 5.32 5.27
25 Progesterona Py 314.46 315.2314 5.56 5.49
26 Allopregnanolona ALLOP 318.5 319.2626 6.03 5.97
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Figura 20. Cromatogramas de extractos de medios de cultivo con o sin cisticercos de Taenia
crassiceps WFU y del parésito adulto. A) Extracto de medio de cultivo de 43 horas de incubacion
de cisticercos invaginados (Control). B) Extracto de medio de cultivo de 43 horas de incubacién
de cisticercos evaginados (Control). C) Extracto de medio de cultivo de cisticercos invaginados
incubados con 20 uM de hormona fria (P4) durante 43 horas. D) Extracto de medio de cultivo de
cisticercos evaginados incubados con 20 uM de hormona fria (P4) durante 43 horas. E) Extracto
de medio de cultivo del parésito adulto de Taenia crassiceps WFU incubados con 20 uM de
hormona fria (Ps) durante 43 horas. Progesterona (P4), 17-hidroxiprogesterona (17-OHP4),
Androstenediona (A4), Allotetradeoxicorticosterona (ALLO-DOC), Allopregnanolona (ALLOP),
Cortisol (CLS), Corticosterona (CNA), Deoxicortisol (DCLS), Dihidrocorticosterona (DHC),
Dehidroepiandrosterona (DHEA), Dihidroprogesterona (DHP), Dihidrotestosterona (DHT),
Deoxicorticosterona  (DOC), Hidroxiprogesterona (OHP), Hidroxitestosterona (OHT),
Testosterona (T), Aldosterona (ALDO), Androstenediol (ADIOL), Estradiol (E2), Estrona (E1),
Dihidroandrosterona (DHA), Dihidrodeoxicoticosterona (DH-DOC), Androstanediona (ASN),
Androsterona (AN) y Pregnanolona (PREG).
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Tabla 6. Comparacién del perfil metabdlico en cisticercos invaginados y evaginados sin
estimulacion con P4, vs cisticercos estimulados con P4 durante 43 horas y el pardsito adulto de
Taenia crassiceps WFU durante el mismo tiempo.

Cisticercos Cisticercos Cisticercos Cisticercos Taenia

# Estandar Abreviatura invaginados evaginados invaginados evaginados crassiceps
(control) (control) (Pa) (Pa) WFU (Pa)

1 Estriol E; -—-- -—-- -—-- -—-- -—--

2 Aldosterona ALDO st St St St

3 Cortisol CLS St St St

4 Hidroxitestosterona OHT Si Si Si Si Si

5 Dihidrocorticosterona DHC Si Si Si Si

6 Corticosterona CNA st si Si Si

7 Deoxicortisol DCLS Si Si Si St

8 Hidroxiprogesterona OHP si si si si si

9 Androstenediol ADIOL St St S N St

10 Estradiol E; st St St St

11 Testosterona T Si Si Si Si

12 17-hidroxiprogesterona 17-OHP;4 si Si si si Si

13 Deoxicorticosterona DOC Si Si Si Si Si

14 Estrona E st st st st st

15 Dehidroepiandrosterona DHEA Si Si Si Si Si

16 Androstenediona Ay Si Si si Si Si

17 Dihidroandrosterona DHA Si Si Si Si

18 Dihidrotestosterona DHT st st St St St

19 Allotetradeoxicorticosterona ~ALLO-DOC Si Si Si Si Si

20 Dihidrodeoxicoticosterona ~ DH-DOC St St St St St

21 Dihidroprogesterona DHP si si si si si

22 Androstanediona ASN St St St St St

23 Androsterona AN Si Si Si Si Si

24 Pregnanolona PREG st st st st St

25 Progesterona | si si Hormona fria Hog?;na Hog?;)na

26 Allopregnanolona ALLOP si st st Si
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Tabla 7. Metabolitos nuevos secretados de forma per se por los cisticercos de Taenia crassiceps
WEFU. Ambos estadios larvarios del cisticerco secretan hormonas de forma basal, de las cuales
algunas no han sido reportadas hasta estos momentos.

Cisticercos invaginados Cisticercos evaginados
1.- Progesterona 1.- Progesterona
2.- Pregnanolona 2.- Pregnanolona
3.- Dihidroprogesterona 3.- Dihidroprogesterona
4.- Allopregnanolona 4.- Dihidrocorticosterona
5.- Dihidrodeoxicorticosterona 5.- Dihidrodeoxicorticosterona
6.- Allotetrahidrodesoxicorticosterona 6.- Allotetrahidrodesoxicorticosterona
7.- Androstanediona 7.- Androstanediona
8.- Androsterona 8.- Androsterona
9.- Dihidrotestosterona 9.- Dihidrotestosterona
10.-Hidroxitestosterona 10.- Hidroxitestosterona

11.- Dihidroandrosterona
12.- Dihidrocorticosterona
13.- Aldosterona

Otro dato importante a destacar, es que de forma per se, los cisticercos invaginados
sintetizan testosterona (T) y el andrégeno mads potente la dihidrotestosterona (DHT) que no habia
sido reportado previamente, mientras que en los cisticercos evaginados no se encontrd a la
Testosterona, pero si de DHT; esta diferencia en el metabolismo basal no ha sido descrita

previamente.

Por otro lado, cuando los cisticercos invaginados, evaginados y las tenias fueron incubados
con P4 fria, para potenciar el metabolismo, los parasitos produjeron 24 hormonas, y de la misma
manera que sucedié en el metabolismo per se, se detectaron hormonas pertenecientes al grupo de
los mineralocorticoides como 11-deoxicorticosterona (DOC) y corticosterona (CNA) que ya
habifamos reportado previamente por TLC en la sintesis hormonal de los cisticercos y gusano
adulto de la Taenia crassiceps WFU. Pero ahora fueron identificadas otras hormonas producto del
metabolismo de DOC y de la CNA como dihidrodeoxicorticosterona (DH-DOC),
allotetrahidrodesoxicorticosterona (ALLO-DOC), dihidrocorticosterona (DHC) y Aldosterona
(ALDO), hormonas que no habian sido descritas en el metabolismo de las tenias y cisticercos.
Observamos que potenciando el metabolismo con P4 fria, por la via de sintesis de glucocorticoides,
en los cisticercos invaginados, evaginados y en la tenia producen 17a-OH-progesterone, 11-
deoxicortisol y cortisol, que reportamos previamente usando TLC. Por la via clasica A4 y después

de potenciar el metabolismo con P4 fria los cisticercos invaginados, evaginados y los gusanos
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produjeron androstenediona (A4) y testosterona (T), asi como metabolitos producto del
metabolismo de estas hormonas. Por parte de la As, se encontré androstanediona (ASN),
androsterona (AN) y el estrégeno Estrona (E1), y por el lado de la T, los metabolitos identificados
a partir de ella fueron dihidrotestosterona (DHT), 17-dihidroandrosterona (DHA), 11 —
hidroxitestosterona (OHT) y el estrégeno estradiol (E2). Mientras que por la via cldsica AS, y
después de incubar con Py fria los cisticercos invaginados, evaginados y los gusanos sintetizaron
dehidroepiandrosterone (DHEA) y androstenediol (ADIOL). Por otro lado, la P4 fue metabolizada
a otras hormonas no descritas hasta estos momentos en pardsitos, las hormonas se clasifican como
neuroesteroides, como dihidroprogesterone (DHP), Pregnanolona (PREG) y Allopregnanolona

(ALLOP) (Figura 20 y Tabla 6).
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4 DISCUSION

Taenia crassiceps WFU es un modelo bioldgico interesante porque permite estudiar las
caracteristicas de los diferentes estadios de desarrollo del parasito. Se pueden obtener abundantes
metacestodos invaginados que tienen la capacidad de reproducirse por gemacién en la cavidad
abdominal de ratonas infectadas. Estos cisticercos tienen un escolex invaginado que puede
evaginar bajo ciertas condiciones de cultivo y al ser administrados a hamsters pueden dar lugar a
gusanos adultos (Zubarian and Willms, 2008). Nuestro laboratorio ha investigado la capacidad de
esteroidogénesis de los cisticercos (Romano et al., 2015), pero no se habian realizado estudios

comparando la evolucidn de estas caracteristicas en diversos estadios de desarrollo.

Se ha demostrado ampliamente en mamiferos y aves que la sintesis de esteroides por
gonadas y suprarrenales estd relacionada al estadio de desarrollo de los organismos; estas
hormonas son fundamentales y se conoce bien que regulan las fases del desarrollo reproductivo.
Sin embargo, se sabe poco sobre la sintesis y el impacto en el desarrollo de los invertebrados
(Lafon, 2000), principalmente se ha estudiado en insectos (Swevers et al., 1991; De Loof et al.,

2000).

Varios estudios enfatizan la importancia de los esteroides sexuales sobre el desarrollo de
invertebrados. El papel de los estrogenos en el desarrollo del gusano de seda fue revisado por Das
en el 2016. Se conoce también que el estradiol incrementa el nimero de células germinales en
Caenorhabditis elegans (hoshi et al., 2003) y que los esteroides sexuales influyen sobre la
fertilidad del Schistosoma mansoni (Morrison et al., 1986) al igual que la progesterona. Mientras
que la progesterona, makisterona y ecdisoma incrementan el largo del pardsito Ascaris suum y la
primera estimula la evaginacion de los cisticercos de 7. solium (Fleming, 1985; Escobedo et al.,
2010). También se ha demostrado que Ps, estradiol y testosterona aumenta el numero de
gametocitos de Plasmodium falciparum (Lingnau et al., 1993) y que el agregado de testosterona
al medio de cultivo aumenta la proliferacion de cisticercos de T. crassiceps ORF (Romano et al.,

2003).

Se ha demostrado que la secreciéon de androgenos por el testiculo fetal humano esta
relacionada con la diferenciacion sexual de los ductos, asi como de los genitales externos (Wilson

and Davies, 2007). En el presente trabajo encontramos que los cisticercos evaginados de T.
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crassiceps WFU sintetizan principalmente cantidades de testosterona lo que podria ser importante
para el desarrollo de los 6rganos sexuales de la tenia. Asimismo, encontramos que el gusano
sintetiza también abundante testosterona y sugiere que podria tener un papel relevante en el
desarrollo de los 6rganos sexuales de las proglétidos. En este sentido, en Caenorhabditis elegans
se demostré que aumenta la actividad de la enzima 17B3-HSD, involucrada en la sintesis de
esteroides sexuales, y una disminucién de esta enzima reduce el crecimiento de la forma juvenil
de esta especie (Desnoyers et al., 2007). Por otro lado, los ensayos realizados en el laboratorio con
timidina tritiada en presencia de diferentes dosis de flutamida, un antagonista del receptor de
andrégenos, afectd significativamente la incorporacién de *H-timidina a cisticercos de T.
crassiceps ORF, lo que sugiere que necesitan de los androgenos para la proliferacion celular y su

desarrollo (Romano et al., 2003).

La abundante sintesis de testosterona a partir de [°’H]-A4 que se encontrd en los cisticercos
evaginados podria explicarse por la diferenciacion de células madre localizadas en el escélex lo
que llevaria a un aumento de las células que expresan enzimas esteroidogénicas. Las células madre
se han descrito en el escolex de cisticercos evaginados y en tenias (Merchant et al., 1997; Willms
et al, 2001), asimismo se han descrito células madre en el escolex de otro pardsito, Echinococcus
multiocularis y E. granulosus (Reuter and Kreshchenko, 2004). Las células derivadas del cuello
de cisticercos evaginados y tenias de 7. solium proliferan continuamente, se diferencian y migran
al tegumento donde dan origen a diferentes tipos celulares (Merchant et al., 1997). Por otra parte,
Guftaffson en 1990 demostré que algunas células madre de Diphyllobothium dendriticum se

diferencia a células gonadales y otras a células somaticas.

Se ha encontrado ademads, que el estado “on/off” de algunos genes regula diferentes
funciones durante el desarrollo de parésitos, como es el caso en Echinococcus donde algunos
receptores que son producto de genes de receptores nucleares, estdn abundantemente expresados

solo en el estadio de metacestode (Brehm and Kosiol, 2014).

En este trabajo se observd que el estadio evolutivo influye en la sintesis de
corticosteroides por los cisticercos y gusanos de 7. crassiceps WFU. Los resultados del presente
estudio muestran que la sintesis de DOC a las 24 h de incubacién con P4 por cisticercos evaginados
duplica a la que producen en el estadio invaginado. Las tenias también producen abundantes

cantidades de DOC. Se ha reportado que en vertebrados la DOC es un potente mineralocorticoide
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que también funciona como glucocorticoide (Brookes et al, 2012). Se conoce que los cisticercos
son altamente dependientes de glucosa, por lo que la DOC podria aumentar la disponibilidad de
glucosa a través de la induccién de la gluconeogénesis por el mineralocorticoide. Por otra parte,
se sabe que los cisticercos de T. solium expresan Na*/K* ATPasa (Willms y cols, 2004) y nosotros
encontramos que los cisticercos de T. crassiceps WFU también la expresan (Patricio et al., 2014,
Congreso 27" Conference of European Comparative Endocrinologists)!. Se conoce que 11-
Deoxicosticosterona modula a la Na*/K* ATPasa en mamiferos y peces y por tanto este
mineralocorticoide podria contribuir a la osmoregulacion en los diferentes estadios de desarrollo

del parésito.

Los resultados de este proyecto muestran que los cisticercos de Taenia crassiceps WFU
evaginados son metabdlicamente mas activos que los invaginados en cuanto a la capacidad de
transformar el precursor [°H]-P4+ a glucocorticoides y mineralocorticoides tales como 11-
desoxicortisol, DOC y corticosterona. Este trabajo muestra por primera vez que la etapa en el
desarrollo del cisticerco de Taenia crassiceps WFU influye en la sintesis de los corticosteroides.

A pesar de que se conoce en profundidad la funcién de los MC en mamiferos y aves, la
informacién disponible es mds escasa en peces e inexistente en invertebrados. La endocrinologia
clasica sefiala que los corticosteroides como el cortisol y la aldosterona ejercen una amplia gama
de funciones fisiologicas en el metabolismo, el estrés, la osmoregulacién y la funcién inmune, a
través de dos receptores, para glucocorticoides (GR1 y GR2) y mineralocorticoides (MR). La
funcion general osmoregulatoria del cortisol y la aldosterona estd bien establecida en los teledsteos
y en células renales, respectivamente (McCormick et al., 2008). Sin embargo, la funcién de la
DOC es en gran parte desconocida. La alta homologia estructural y molecular con la hormona
aldosterona en mamiferos, inmediatamente sugiere que tendria una funcién de mineralocorticoide

en peces y posiblemente también en los cisticercos de Taenia crassiceps WFU.

Ademds, el metabolismo de [°H]-A4 hacia la sintesis de hormonas sexuales muestra que a
las 6 horas de incubacién con el precursor tritiado los cisticiercos invaginados sintetizan mas
estradiol y estrona, y se observé una tendencia a la disminucién del porcentaje de produccion

conforme pasa el tiempo, alcanzando los niveles mds bajos en la sintesis de estrona a las 43 horas

127th Conference of European Comparative Endocrinologists. Rennes (France) August 25-29, 2014. Memorias:
Campus de Beaulieu of the University of Rennes. 195 p.
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en ambos grupos. Este aumento en la produccidn de estrégenos en las primeras horas de cultivo se
puede deber a que el cisticerco necesita modular el microambiente para la proliferacién, con
abundancia de estrogénos, ya que se ha propuesto por Larralde y col (1995), que la susceptibilidad
a la infeccion por Taenia crassiceps ORF en ratones se asocia a alteraciones en la produccién de
los esteroides sexuales. En dichos experimentos y los de otros autores se observé que las hembras
se infectan masivamente en periodos cortos y los machos requieren de periodos mds largos. La
colonizacién masiva tardia de ratones macho por el cisticerco, sugiere que hubo cambios en las
hormonas sexuales del huésped, inducidos por el pardsito. En dicho trabajo se especulé que el
incremento lento en el nimero de parasitos en machos se asocia con un aumento en los niveles de
estrogenos en la sangre del huésped y un decremento de la testosterona. El hecho de que los
cisticercos invaginados fueran los que producen al inicio de incubacién los niveles mds altos de
hormonas estrogénicas podria relacionarse con la necesidad de un ambiente rico en estrogenos

para su desarrollo como el que se encuentra en la hembra.

Por otro lado, a las 6 h de incubacién con el precursor [*H]-Au4 se sintetiza mayoritariamente
testosterona en los cisticercos evaginados, y existe una clara evidencia que conforme transcurre el
tiempo de incubacién aumenta considerablemente la produccién de este andrégeno en ambos
grupos. Este hecho podria deberse a lo que ocurre en varios organismos que necesitan de
androgenos para el crecimiento y diferenciacion durante el desarrollo fetal, y asimismo puede
explicar porque en los parasitos aumenta la testosterona a las 24 y 43 horas de incubacion con el
precursor, ya que se encuentran en un estado de transicién de desarrollo pasando de invaginados a
evaginados, donde el escélex empieza a evaginar. Ademds, en nuestro grupo se observd que los
cisticercos de Taenia crassiceps ORF que carecen de escOlex también sintetizan testosterona a
partir del precursor [°H]-As (Gémez et al., 2000), aunque a diferencia del presente estudio,
nosotros utilizamos ahora cisticercos WFU que si cuentan con escolex lo que permite clasificarlos
de acuerdo a su desarrollo. Por otro lado, Romano y col., 2003, especularon que la testosterona
podria estar involucrada en el desarrollo y/o diferenciacion de las génadas de Taenia crassiceps,
ya que es bien sabido que la testosterona estd involucrada en el desarrollo de las génadas de
mamiferos y aves. Por otro lado, los ensayos con timidina tritiada en presencia de diferentes dosis
de flutamida que es un antagonista del receptor de andrégenos, afectd significativamente la
incorporacién de *H-timidina en los pardsitos y a su vez el crecimiento del pardsito, lo que sugiere

que necesitan de los andrégenos para su desarrollo (Romano et al., 2003).
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Por otro lado, la gran variedad de hormonas sintetizadas por los cisticercos y tenias hasta
ahora no descritas en el metabolismo de los cisticercos nos da una clara idea de que tienen enzimas
que metabolizan las diferentes hormonas como son la 5B-reductasa implicada en el metabolismo
de la progesterona que forma productos como la dihidroprogesterona metabolito encontrado e
identificado por UPLC-MS? en los cisticercos y en la tenia. Otra de las enzimas que pueden
expresar es la 3a-HSD que estd implicada en la transformaciéon de la dihidroprogesterona a
neuroesteroides como pregnanolona, allopregnanolona, y allotetrahidrodesoxicorticosterona a
partir de su precursor dihidrodeoxicorticosterona, y en la transformacion de dihidrotestosterona a
17-dihidroandrosterona, y de androstanediona a su metabolito androsterona, neuroesteroide que
parece tener un papel importante en el estrés en humanos (Servatius et al., 2016). Uno de los
hallazgos interesantes de nuestro trabajo es la produccién per se de allopregnanolona en los
cisticercos invaginados, que no se observé en los cisticercos evaginados. Es importante destacar
que cuando se potencia el metabolismo por la adicion de 20 uM de P4 fria, también los cisticercos
evaginados y gusanos son capaces de sintetizar allopregnanolona. Estos resultados plantean la
necesidad de investigar cudl es la funcién de dicha hormona en el parasito, en la relacién huésped-
parésito, e incluso el papel que podria tener en la neurocisticercosis. Hasta estos momentos no
hemos encontrado otro reporte sobre la produccidon de neuroesteroides en invertebrados, ni de la
funciéon que pudieran tener en estos organismos si se los incubara con estos esteroides. Se ha
descrito la producciéon de estas hormonas en el sistema nervioso central de vertebrados,
principalmente en mamiferos, anfibios, aves y peces, donde este esteroide actia como un
modulador positivo endogeno del receptor GABAA (Hosie et al., 2006; Guennoum et al., 2015)
alterando las emociones y participa en la etiologia de algunos desdrdenes efectivos como la

depresion y la ansiedad (Majewska, 1992).

Otra de las enzimas que puede tener el cisticerco y el gusano adulto es la Sa-reductasa que
participa en la conversion de la deoxicorticosterona, que fue el metabolito mayoritario evaluado
por TLC, hacia dihidrodeoxicorticosterona. Esta enzima también transforma corticosterona hacia
dihidrocorticosterona, y participa en la transformacion de la testosterona y androstenediona hacia
dihidrotestosterona (DHT) y androstanediona respectivamente lo que sugiere su presencia activa
en los parésitos de este estudio. Con base a estos hallazgos se sugiere la existencia de la siguiente

via de trasformacion en los cisticercos y el gusano de Taenia crassiceps WFU (Figura 21).

55



16a-Hyvdroxvilasa 16a-Hvdroxylasa

I:I Hormonas sexuales descritas en T. crassiceps WFU
na Estradiol

I:I Corticosteroides descritas en T. crassiceps WFU

17B-HSD
Neuroesteroides no descritos hasta ahora en T. crassiceps WFU *u
A g 17-Dihydroandrosterona g
D Esteroides nuevos no descritos hasta ahora en T. crassiceps WFU 23 as
! Ifggf}liﬁ;’m = % 30-HSD 30-HSD cE
No evaluados 3 25
. —-0
| 11-Deoxycortisol s | Androstanediona | | Dihydrotestosterona 3
21-Hvdroxylasa Sa-reductasa Se-reductasa
(CYP21) )

Progesterona — 170-OH Progesterona | Androstenediona | Testosterona A
17a-Hydroxylasa 17, 20 liase 174-HSD @ =~
(CYP17A1) 3B-HSD 3B-HSD 3B-HSD =%
3B-HSD % g
Colesterol Pregnenolona ’ ‘ 17a-OH Pregnenolona I— Dehidroepiandrosteronaﬁ HSDAndrostenediol Bé
P450scc ) B 5%
17a-Hydroxylasa 17 20 liasa = 8
(CYPIIAD (CYP17A1) CYP17A1 Ch

3p-HSD ( ) | 11p -Hydroxytestosterona ™

Progesterona 11-Deoxycorticosterona | Dihydrodeoxycorticosterona I_. Allotetrahydrodesoxycorticosterona
21-Hydroxyasa Sa-reduct 3a-HSD
{(~3YP2~1) 11p-Hydroxylasa geredictas *
(CYP11B1/ CYP11B2)
Sp-reductasa Sa-reductasa
. So-reductasa . .
1 Corticosterona Dihydrocorticosterona
| 5p-DihydroProgesterona | | Sa-DihydroProgesterona | 18-Hydroxylasa (CYP11)
| 18-OH Corticosterona
30-HSD 3a-HSD

Aldosterona-sintasa (CYP11B2)

Allopregnanolona

Figura 21. Resumen que propone las vias esteroidogénicas de 7. crassiceps WFU. Se muestran los 5 grupos de hormonas secretados por
los cisticercos y gusanos. El grupo de hormonas corticosteroides (mineralocorticoides y glucocorticoides) estd indicado con la letra o
recuadro azul, mientras que las hormonas sexuales estdn indicadas con la letra o recuadro rojo, y los neuroesteroides con el recuadro
rosa. Los esteroides nuevos descritos en este trabajo estdn anotados con la letra o recuadro violeta, mientras que las hormonas no

evaluadas estdn en recuadro y letra marron.

56



El descubrimiento de una llamada "puerta trasera" en la sintesis de esteroides (Kamrath et
al., 2012), que de acuerdo a nuestros resultados estd presente en los cisticercos y gusanos 7.
crassiceps WFU, sugiere que en estos organismos los andrégenos también podrian sintetizarse a
partir de corticosteroides, lo que aumentaria las vias dedicadas a sintetizar hormonas, que en tltima
instancia servirian para el desarrollo del cisticerco, o bien podrian modificar la relacién huésped-
parésito y también participar en procesos patolégicos como la neurocisticercosis. La participacion
de una ruta alternativa a la "cldsica" en la sintesis de hormonas esteroideas que permite sintetizar
andrégenos desde la via de los corticosteroides (Kamrath et al., 2012; Pretorius et al., 2017), sugiere
que los productos de Sa-reductasa serian posibles precursores de andrégenos o estrégenos, ya sea
a través de los derivados de progesterona, o de la misma testosterona, un ejemplo de esto es la
androstanodiona (Kamrath et al., 2012; Ishikawa et al., 2016). Las hormonas detectadas por
UPLC/MS2 nos dan una clara idea de que el parasito puede sintetizar DHEA a partir de P4 en una
via alterna a la clésica, por lo que se propone que estas puertas traseras estdn presentes en el

cisticerco y en el gusano de Taenia crassiceps WFU (Figura 22).
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Figura 22. Puertas traseras de la sintesis de DHT y DHEA en el cisticerco de Taenia crassiceps WFU. La ruta alternativa a la "clasica"
en la sintesis de hormonas esteroideas sugiere que desde la via de los corticosteroides se pueden sintetizar el potente andrégeno DHT
sin pasar por la testosterona, y que a partir de Progesterona puede formarse DHEA por accion de la POR (Citocromo P450 6xido

reductasa).
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S CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran por primera vez que el estadio de desarrollo de los
cisticercos presenta perfiles esteroideos distintos.

Se demuestra por primera que el gusano de Taenia crassiceps WFU puede sintetizar
esteroides sexuales a partir de precursores tritiados.

Los resultados sugieren que los cisticercos invaginados y evaginados, asi como el gusano
de Taenia crassiceps WFU tienen enzimas que involucran las vias de biosintesis A 4 y A
5.

Se describe por primera vez que los cisticercos invaginados, evaginados y el gusano de
Taenia crassiceps WFU sintetizan andrégenos mas activos que la misma testosterona,
como dihidrotestosterona (DHT), lo que sugiere la posibilidad de que el pardasito tenga la
enzima Sa-reductasa.

Mediante el uso de técnicas analiticas como el UPLC/MS? se describe por primera vez la
capacidad que tienen los cisticercos invaginados, evaginados y el gusano, de
biotransformacién per se, es decir sin aporte de precursores exdgenos.

Mediante el uso de técnicas analiticas como UPLC/MS? se describe por primera vez la
capacidad que tienen los cisticercos invaginados, evaginados y el gusano de Taenia
crassiceps WFU de sintetizar neuroesteroides como: dihidroandrosterona (DHA),
allopregnanolona (ALLOP) y allotetradeoxicorticosterona (ALLO-DOC) a partir de P4
fria, lo que ademas sugiere la posibilidad de que el parasito tenga la enzima 3a-HSD.

Se demuestra por primera vez que los cisticercos y el gusano de Taenia crassiceps WFU

tienen una puerta trasera de sintesis de andrégenos a partir de corticoides y de progesterona.
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6 PERSPECTIVAS

Validar el método de UPLC/MS? para determinar los limites de deteccién y de
cuantificacion, asi como la reproducibilidad, exactitud y precision.

Cuantificar las concentraciones de produccién de las hormonas detectadas por UPLC/MS?
en los tres estadios de desarrollo de Taenia crassiceps WFU.

Caracterizar y clonar las enzimas que participan en la biotransformacién de esteroides
sexuales, corticosteroides y neuroesteroides descritos.

Mediante inmunohistoquimica localizar in sifu en cisticercos y tenias las enzimas que
participan en la biotransformacion de esteroides.

Comprobar y detectar en 7. solium las mismas hormonas descritas en Taenia crassiceps
WEFU.

Estudiar la funcién de las nuevas hormonas en los diferentes estadios de desarrollo en
Taenia Crassiceps WFU y T. solium.

Estudiar la funcién de las nuevas hormonas en la relacion huésped-parasito en Taenia
Crassiceps WFU y T. solium.

Estudiar la funcién de las nuevas hormonas en la neurocisticercos por Taenia solium.
Probar inhibidores de las enzimas So-reductasa, 3a-HSD y de los citocromos sobre la

viabilidad y desarrollo de Taenia crassiceps WFU en busca de blancos terapéuticos.
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Taeniids tapeworms are hermaphroditic helminths that gradually develop testis and ovaries in their
reproductive units. The larval stage of the tapeworms named cysticercus is a vesicle that contains the sco-
lex and proliferates asexually in the abdominal cavity of mice. Once in the host, they evaginate, attach to
the gut and develop into an adult organism, the tapeworm. We have previously reported reported that T.
crassiceps ORF and solium cysticerci transform steroid precursors to androgens and estrogens. Taenia cras-
siceps WFU cysticerci can also synthesize corticosteroids. The aim of the present work is to investigate the

Key Vv.ordS" ; relationship between steroid synthesis ability and the developmental stage of the parasite T. crassiceps
Taenia crassiceps WFU . . . . . . .

Cysticerci WEU. To this purpose, cysticerci were obtained from the abdominal cavity of female mice, manually sep-
Tapeworms arated in invaginated (IC) and evaginated parasites (EC) and preincubated for 24 h in DMEM plus antibi-

otics/antimycotics. Next step consisted in incubation for different periods in the fresh media added with
tritiated androstenedione (°*H-A,) or progesterone (*H-P4) and incubated for different periods. Taenia
crassiceps WFU tapeworms were recovered from the intestine of golden hamsters that had been orally
infected with cysticerci. The worms were pre-cultured in DMEM plus FBS and antibiotics, and then
incubated without FBS for different time periods, in the presence of 3H-A4 or *H-P,. At the end of the
experiments the media from cysticerci and tapeworms were analyzed by thin layer chromatography.
Results showed that testosterone synthesis was significantly higher in the evaginated cysticerci and
increased with time in culture. The invaginated and evaginated cysticerci also synthesized small
quantities of 17R-estradiol (E;) and estrone. The evaginated cysticerci synthesized twice more 3H-
deoxycorticosterone (*H-DOC) than the invaginated parasites, the production increased significantly with
time in culture. Taenia crassiceps WFU tapeworms synthesized significant quantities of H-testosterone
and small amounts of estrone after only 3 h of culture in the presence of >H-A,. The tapeworms also
transformed *H-P, to *H-DOC and increased its synthesis after 24 h in culture. In summary, our data show
the pathways that T. crassiceps WFU cysticerci use to synthesize sexual steroids in both larval
developmental stages and reveals the steroidogenic capacity of the tapeworms.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

Developmental stages
Steroid synthesis

1. Introduction

Human and porcine cysticercosis is caused by the larval stage of
the Taenia solium (Cestoda) tapeworm. Parasite localization in
human brain, known as neurocysticercosis, is the most common
parasite disease of the central nervous system worldwide (Garcia
et al., 2007). During the last two decades considerable advances
in the understanding of cysticercosis have been achieved using a
murine model for cysticercosis, which is based on Taenia crassiceps
WEFU (T. crassiceps WFU). This cestode naturally infects arctic and

* Corresponding author at: Dpto. de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias,
CINVESTAV del L.P.N., México City, Mexico.
E-mail address: mromano@fisio.cinvestav.mx (M.C. Romano).

https://doi.org/10.1016/j.ygcen.2017.11.018
0016-6480/© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

red foxes, wolves and dogs as definitive hosts, and small rodents
including mice as intermediate hosts (Willms and Zurabian,
2010). The metacestode stage of this parasite, called cysticerci,
develops in the peritoneal cavity of mice and asexually reproduces
by budding. The WFU T. crassiceps cysticercus is a vesicle that con-
tains an invaginated scolex at the early developmental stage,
which become more prominent during longer intraperitoneal rear-
ing in mice (Zurabian et al., 2008). The inverted scolex-neck from
which the tapeworms develop, evaginates after special stimulus;
evagination was linked to the cysticerci capacity to develop a
tapeworm.

In the laboratory, the tapeworms can be obtained from the
hamster gut previously infected with T.crassiceps WFU cysticerci.
Once ingested by the host, the invaginated cysticerci (IC) evaginate
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from the bladder scolex, attachs to the gut of the definitive host
and develops into the adult organism, a tapeworm. Taeniid tape-
worms are hermaphroditic helminths that gradually develop testis
and ovaries within each reproductive units.

Human infections by T. crassiceps have been reported, involving
both immunocompromised and immunocompetent patients has
been reported in France and other European countries, especially
Germany and Norway, as well as in North America and Eastern
and Northern Asia (Francois et al., 1998; Stien et al., 2010).

The maintenance of normal reproductive development, func-
tion, and bodily homeostasis is dependent on steroid hormones.
Although the steroid hormones are diverse, they are synthesized
from a common precursor substrate, cholesterol, which can be
derived from a number of sources, i.e., de novo synthesized cellular
cholesterol, lipoprotein-derived cholesteryl esters, and hydrolysis
of cholesterol esters stored in lipid droplets (Azhar and Reaven,
2002; Kraemer et al., 2004; Manna et al., 2009). Moreover, the con-
version of cholesterol esters into free cholesterol, is as a crucial
step in controlling cholesterol availability for steroidogenesis.

Steroid hormones are essential for life. They are essential for
homeostasis of key physiological functions and regulate critical
phases of development (Tremblay, 2015). Progesterone, androgens
and estrogens have critical roles in the vertebrate reproduction and
metabolism, but the influence and occurrence of steroid hormones
in invertebrates had received less attention. The exception is insect
endocrinology that has been extensively studied (Swevers et al.,
1991, De Loof et al., 2013). On the other hand, the interplay
between parasite and the host defines the intensity of infections
and disease. In many cases, the parasite’s infection, changes the
host endocrine equilibrium due to the activation of the immune
system response, which affects the endocrine system through the
influence of cytokines and growth factors released by the immune
cells. It is now widely accepted that corticosteroids and sex-related
hormones influence the immune response (Craig et al., 2001;
Coutinho and Chapman, 2011, Reyes et al., 2013). Thereafter, any
endocrine related changes initiated by an infection, will change
the neuroendocrine equilibrium (Romano et al., 2015). These hor-
monal changes resulting from spontaneous or experimental infec-
tion, affect the parasitic charge, the course of the infection and the
parasite’s survival (Barthelemy et al., 2004).

Corticosteroid hormones are critical for metabolism, growth,
reproduction, immunity, and ion homeostasis in vertebrates, and
are an important part of the coping mechanisms in stress
responses (Charmandari et al., 2005). Corticosteroids primarily
act by binding to cytosolic receptors, which are then transported
to the nucleus, where they act as positive and negative transcrip-
tion factors. Their activity leads to the expression or repression
of various regulatory proteins that counteract the effects of exter-
nal stressors, thus maintaining homeostasis (Sapolsky et al., 2000).

We have previously shown that T. solium cysticerci transform
steroid precursors to androgens and estrogens and have cloned
an active 17p-hydroxysteroid dehydrogenase (Valdez et al., 2006;
Aceves-Ramos et al., 2014). Using the laboratory model of T. crassi-
ceps WFU cysticerci, we have reported that these parasites trans-
formed various tritiated precursors to sex steroids and *H-P, to
corticosteroids, being 11-deoxycorticosterone (DOC) the most
abundant metabolite (Jimenez et al., 2006; Valdez et al., 2012).
Transformation of *H-DHEA to androstenediol suggested the pres-
ence of an enzyme of the A5 steroidogenic pathway in T. crassiceps
WFU worms (Fernandez-Presas et al., 2008). However, neither the
sex steroid synthesis in the 4A pathway nor the corticosteroid syn-
thesis capacity of T. crassiceps WFU worms, had been investigated.

Our laboratory has been interested in the capacity of cysticerci
and tapeworms to synthesize corticosteroids and sex steroids.
Besides their probable role in the parasite’s development, steroids
may be involved in the host-parasite relationship as well. It is well

known that corticosteroids and sex steroids participate in differen-
tiation, protein synthesis, in essential metabolic pathways and in
the immune system function of vertebrates and invertebrates.
However, the influence of the developmental stage on the steroido-
genic capacities of T. crassiceps WFU cysticerci had not been inves-
tigated. Moreover, there are no information on the capacity of T.
crassiceps worms to synthesize corticosteroids. To the best of our
knowledge there is little information on the relationship of steroid
synthesis and the helminth developmental stages.

2. Material and methods
2.1. T. Crassiceps WFU cysticerci

Cysticerci from the WFU strain of Taenia crassiceps were col-
lected from the peritoneal cavity of female Balb/c mice 4-6 months
postinfection and rinsed five times in phosphate-buffered-saline,
pH 7.2 (PBS). Cysticerci were pre-incubated for 24 h at 37 °C in
an atmosphere of 5% CO, and air, in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM; GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA), plus 0.1%
bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Louis,
MO, USA), 25 mM of N-[2-hidroxyethyl] piperazine-N‘-[2-ethane
sulfonic acid] (HEPES; Sigma) and 1% antibiotic-antimycotic solu-
tion (penicillin at 10,000 U/ml, plus streptomycin at 10,000 pg/ml,
amphotericin 25 pg/ml; GIBCO) (Valdez et al., 2006).

Following the pre-incubation period, the parasites were manu-
ally separated in invaginated cysticerci (IC) and evaginated cys-
ticerci (EC), were washed with DMEM and 250 pL cysticerci
corresponding to 28.8 + 1.6 cysticerci were transferred to each well
in a multiwall plate. After 24 h of incubation in culture, freshly
media containing 0.1 pCi of *H-Progesterone (1, 2, 6, 7->H proges-
terone 93.0 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech, U.S.A.), or >H-
androstenedione (*H-A4) (1, 2, 6, 7->H androstenedione, 98.1 Ci/
mmol, Perkin Elmer, Boston MA, U.S.A.) was added and the para-
sites incubated for 12, 24 or 43 h.

Blanks containing the culture media plus the tritiated precur-
sors were simultaneously incubated. Culture media were recov-
ered, mixed with 5ml of anhydrous ethyl ether (Merck,
Darmstadt, Germany) and immediately frozen. The organic phase
was transferred to new vials and evaporated to dryness (Valdez
et al., 2006,2012). The samples were reconstituted in 100 uL of
absolute ethanol and analysed by thin layer chromatography.

2.2. Viability of cysticerci

Two criteria were used to define cysticerci viability after treat-
ments: a) assessment of metacestode morphology and movements
and evagination of the scolex using a stereoscopic microscope
(Nikon SMZ-2B, Japan), and b) incubation with 1% Trypan blue
for 10 min, an exclusion colorant that stains dead parasites.
Metacestodes were considered viable if they exhibited characteris-
tic movements of the cyst, an intact wall, a semitransparent mem-
brane, active movements of the neck and scolex within the vesicle,
transparent cyst fluid and complete or incomplete evagination of
the scolex.

2.3. Thin layer chromatography

Thin layer chromatography (TLC) was carried out using Silica
gel 60 F,54 pre-coated sheet plates (Merck, Darmstadt, Germany)
as described previously (Valdez et al., 2006,2012). Aliquots of 20
ul of the ethanolic samples were supplemented with standard ster-
oids (progesterone, 17a-hydroxyprogesterone, 11-deoxycortisol,
deoxycorticosterone, cortisol, corticosterone, DHEA, androstene-
diol, androstenedione, testosterone, estradiol, estrone, from
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Erlr)l]eeclourse of the steroid synthesis by two developmental stages of Taenia crassiceps WFU cysticerci. *H-androstenedione was used as the precursor.
RADIOACTIVE
PRECURSOR TRANSFORMATION RATE EVALUATED IN TWO DEVELOPMENTAL STAGES OF
Taenia crassiceps WFU CYSTICERCI
METABOLITES

*H-A4+/ TESTOSTERONE Invaginated cysticerci Evaginated cysticerci
6h 9.6+2.1 22.9 & 1.9%*
24 h 71.4+£7.6 75.5+4.5
43h 75.0£4.7 74.1+53

*H-A+/ ESTRADIOL
6h 7.7+£2.7 53+£33
24 h 47+2.7 3.8+43
43h 3.1+£25 0.1+0.5
3H-A4/ ESTRONE

6h 10.1 £ 2.5%* 08+1.1
24h 0.2+0.8 0.1+0.5
43h nd nd

Steraloids, Wilton, NH, USA) and further separated in a TLC system.
The TLC plates were developed in two different solvent systems
bencene:methanol 9:1 v/v for sex steroids and toluene:acetone:
methanol 78:20:2 v/v for corticosteroids (Solvents were purchased
in Merck, Darmstadt, Germany). Steroids were detected by UV
absorption after plates were exposed to 10% H,SO,4 followed by
heating at 120 °C. Regions corresponding to authentic standards
were cut and placed in vials containing scintillation liquid and
radioactivity was counted in a liquid scintillation spectrometer
(Beckman LS 6000 TA). The recovered radioactivity was estimated
by comparing the difference between initial and final cpm. Results
were expressed as the percentage of substrate transformation for
each metabolite, after the corresponding incubation periods in
the presence of the precursor. Since the recovery of the radioactiv-
ity of each precursor was higher than 85%, no corrections were
made.

2.4. Growth of tapeworms in hamster’s intestine

Adult T. crasssiceps WFU tapeworms were recovered from the
intestine of golden hamsters (Mesocricetus auratus) inoculated
25-45 days before by oral administration of 8-10 cysticerci
obtained from the peritoneal cavity of BALB/c mice infected with
the WFU strain of T. crassiceps. Hamsters were pretreated for five
days with 40 mg/kg of albendazole (Zentel Smith Kline, Beecham,
Mexico)) and injected with 2 mg/kg of methyl-prednisolone acet-
ate (Depomedrol, Upjohn, Mexico) on the day of infection and
every two weeks for the duration of the experiments. Animals
were kept on commercial food pellets and water under controlled
conditions and killed by injection of sodium barbital (Anestesal,
Pfizer, Mexico) The small intestine was opened longitudinally to
recover complete strobilae of T. crassiceps WFU from the duodenal
cavity of infected hamsters (Willms et al., 2003, Fernandez Presas
et al., 2005).

2.5. Steroid synthesis by tapeworms
The tapeworms were thoroughly rinsed in PBS, and then

washed with culture media as mentioned in Valdez et al. (2006).
The worms were then transferred to new wells and pre-

incubated with the same media plus 10% fetal bovine serum
(FBS) for 24 h in an atmosphere of 5% CO, and air. Thereafter, the
worms were incubated for 12, 24 or 48 h in DMEM without FBS
in the presence of 3H-P4 or >H-A,. After incubation, the parasites
were removed and steroids were extracted with 2 volumes of cold
anhydrous ether. The organic phase was transferred to new vials
and evaporated in a nitrogen atmosphere at 37 °C. The samples
were reconstituted in 100 uL of absolute ethanol. Metabolites syn-
thesized from the precursors were identified by TLC as described
above.

2.6. Statistics

Statistical analysis was performed using Prism version 4. 2003
(GraphPad Software Inc.). Data were presented as means * SD.
Probability values of p <.05 were considered as statistically signif-
icant. Normality was investigated using the Kolmogorov Smirnov
test. Kruskal-Wallis followed by Dunn’s multiple comparison
post-test, or ANOVA and unpaired Student’s t-test, were used to
investigate statistical differences between groups. The cysticerci
experiments were performed each time with six wells per group
and repeated at least three times.

3. Results

3.1. Sex steroid synthesis from evaginated and non-evaginated
cysticerci

Table 1 shows the IC and EC steroid transformation of *H-A4
after different periods in culture. The incubation of IC or EC para-
sites with 2H-A, for 6 h resulted in the synthesis of testosterone
and estrogens. Interestingly EC cysticerci doubled the synthesis
of testosterone compared to the IC parasites. Likewise, the estrone
synthesis was significantly higher for the EP after 6 h of culture but
rapidly decayed to non-detectable levels, while 17p-estradiol syn-
thesis, although in a small percentage, was present till the end of
the study. Both developmental stages significantly increased
testosterone synthesis over time and reached a plateau after 43 h
of culture.
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Fig. 1. Metabolism of sexual steroids from 3H-P, by invaginated and evaginated
cysticerci. The results express percent transformation of the tritiated steroid
precursor after 6 h of incubation. Representative experiment repeated 3 times. Each
value indicates media + SD of 6 wells. t-Student, P <.0069.
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Fig. 2. Metabolism of sexual steroids from H-DHEA by invaginated and evaginated
cysticerci. The results express percent transformation of the tritiated steroid
precursor after 6 h of incubation. Representative experiment repeated 3 times. Each
value indicates media + SD of 6 wells. P <.05 for A4 and 0.001 for testosterone.
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Invaginated and evaginated cysticerci exposed to *H-P,4 for 6 h
synthesized essentially androstenedione and testosterone. Trans-
formation of tritiated progesterone to testosterone was statistically
higher in the evaginated parasites (Fig. 1).

To compare the synthesis of sex steroids by the A5-
steroidogenic pathway, IC and EC parasites were also incubated
for 6 h with 3H-DHEA as the precursor (Fig. 2). Results showed that
in both developmental stages the parasites synthesized the andro-
gens androstendiol, androstendione and testosterone. Androsten-
diol synthesis predominated after 6 h of exposition to tritiated
DHEA, and androstendione and testosterone synthesis was signifi-
cantly higher in the EC. Estrogens were also detected, but no signif-
icant differences were found between developmental stages Fig. 3.

3.2. Corticosteroid synthesis from evaginated and non-evaginated
cysticerci

Table 2 shows the time course transformation of *H-P, to corti-
costeroids by IC and EC. DOC was the main metabolite in both
developmental stages and increased with time in culture. Interest-
ingly, EC doubled the synthesis of DOC at 12 and 24 h as compared
to IC. Furthermore, at 24 h of culture EC synthesized more 11-
deoxycortisol than IC (Table 2).

Each value indicates media = SD of 6 wells. t-Student, p <.001.
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Fig. 3. *H-Androstenedione metabolism by Taenia crassiceps WFU tapeworms. The
worms were incubated for 3 h with *H-A,. Each value represents the mean + SD n =
6 tapeworms individually cultured. Testosterone was the most abundant metabo-
lite synthesized by the worms.

3.3. Synthesis of sexual steroids by T. Crassiceps tapeworms

Fig. 3 shows the synthesis of testosterone and estrogens by the
adult parasite. The production of tritiated testosterone and 17beta-
estradiol is appreciated after 3 h of incubation in the presence of
3H-A,. The worms synthesize greater quantities of testosterone
after only 3 h of incubation compared to cysticerci.

Taenia crassiceps WFU tapeworms also synthesized tritiated
testosterone, small amounts of androstendiol (Adiol), as well as
17-hydroxy progesterone (17-OH-P,) when the parasites were
incubated with tritiated progesterone for 24 h (Fig. 4).

3.4. Synthesis of corticosteroids by T. Crassiceps tapeworms

The incubation of T. crassiceps tapeworms for 24 h in the pres-
ence of >H-P, yielded significant quantities of DOC and lesser
amounts of 11-deoxycortisol (11-DCSL). Reduced transformation
rates to cortisol and corticosterone were also evident (Fig. 5).

4. Discussion

Taenia crassiceps WFU is a good biological model to study the
development of the parasite due to the availability of at least three
of the parasite developmental stages. Using in vivo rodent systems,
metacestodes with an invaginated, or else well developed, evagi-
nated scolex, and also adult cestodes can be obtained and, main-
tained in vitro for further studies.

Previous to this study, a comprehensive information about ster-
oid hormone synthesis comparing three different stages of T. cras-
siceps WFU, was lacking.

As stated in the Introduction, steroid hormones are essential for
life because they regulate critical phases of development and are
essential for homeostasis of key physiological functions in mam-
mals (Tremblay, 2015; Bondesson et al., 2015). It has been exten-
sively shown that in mammals the steroid synthesis is related to
the determined stage of development. However, few is known
about general invertebrate endocrinology and development related
to the steroid synthesis (LaFon, 2000). Nevertheless, the function of
steroid hormones in the development of invertebrates is an impor-
tant matter that had been widely investigated in insects (Swevers
et al., 1991; De Loof et al., 2013). However, further studies are nec-
essary to clarify their function and the pathways involved in ster-
oid synthesis in other invertebrate species.
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Table 2

Corticosteroid synthesis by invaginated and evaginated cysticerci. The cysticerci were incubated in the presence of 3H-P, for different periods. Data compare the influence of
developmental stage on this process. Evaginated parasites doubled the synthesis of this steroid at 12 and 24 h when compared to IC.

RADIOACTIVE
PRECURSOR TRANSFORMATION RATE EVALUATED IN TWO DEVELOPMENT
METABOLITES STAGES OF Taenia crassiceps WFU
SH-P+/ DOC Invaginated cysticerci Evaginated cysticerci
6h 0.6+0.1 3.0+ 0.8%*
12h 18.1+2.6 30.1 £3.4**
24 h 18.1+£6.5 39.1 £3.4%*
43 h 39.5+6.4 50.0 £ 3.6%*
3H-P4/ 11-DEOXYCORTISOL
6h 0.25+0.07 0.01+0.2
12h 1.7+0.7 26+1.0
24 h 1.5+2.1 5.0+2.4%*
43 h 4.7+24 69+1.6
3H-P4+/ CORTICOSTERONE
6h 0.1+0.09 0.03 £0.06
12h 0.7+£04 0.6+04
24 h 0.8+0.6 25+3.6
43 h 0.5+£0.6 0.6+0.7
3H-P4/ 17-OHP4
6h 03+0.2 1.5+0.8*
12h 1.4+0.5 20+1.2
24 h 1.8+0.9 22+04
43 h 1.4+0.3 2.1+£0.7
3H-P4/ CORTISOL
6h 0.03+£0.03 0.18£0.16
12h 0.1+0.2 05+0.2
24 h 0.1+0.7 02+09
43 h 1.1+£1.0 1.7+£1.1

The role of estrogens on the development of silkworm has been
reviewed by Das (2016). In Caenorhabditis elegans, E, increases the
number of germ cells (Hoshi et al., 2003). It has been shown that
sex steroid hormones influence the fertility of Schistosoma mansoni
in vitro and can be prevented by steroid synthesis inhibitors
(Morrison et al., 1986). Also, that progesterone, makisterone and
ecdysone increase the length of the swine parasite Ascaris suum
(Fleming, 1985) and, progesterone stimulates the evagination in
T. solium cysticerci (Escobedo et al., 2010). It was also shown that
progesterone, 17beta-estradiol and testosterone enhanced the
number of Plasmodium falciparum gametocytes (Lingnau et al.,
1993) and, the addition of testosterone to the culture media
enhanced the proliferation of T. crassiceps ORF cysticerci (Romano
et al., 2003). These data show the importance of sex steroid hor-
mones on invertebrate development, and the increased sex steroid
production by EC may be necessary to facilitate the larval-adult
tapeworm development.

In mammals, androgens seems to be required for the matura-
tional acquisition of steroidogenic enzymes in the later steps of

the Leydig cell lineage (Chamindrani Mendis-Handagama and
Siril Ariyaratne, 2001) and testosterone is the principal androgen
synthesized by the mammalian fetal testis at the time of sexual dif-
ferentiation and closely correlated to this process (Siiteri and
Wilson, 1974). In addition, it has been shown that androgen secre-
tion by the fetal testis is directly involved in sexual differentiation
of the genital ducts and external genitalia (Jost, 1970; Wilson and
Davies, 2007).

Thereafter, the increase in the amount of testosterone synthe-
sized by EC, could be an important factor for differentiation of
worm testis. In addition, androgens as precursors in the estrogen
synthesis are important for further development, transiting from
IC of T.crassiceps WFU toward EC and then, growing into the tape-
worms. After 43 h of culture, the transformation was similar in
both cysticerci developmental stages, probably due to the evagina-
tion of some metacestodes in the IC group.

In support of the possibility that tapeworm steroids can play a
critical role for gonad maturation, it is demonstrated that
Caenorhabditis elegans can reduce the growth of the juvenile size
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Fig. 4. H-progesterone (*H-P,) metabolism by Taenia crassiceps WFU tapeworms.
Transformation of *H-Progesterone to sexual steroids by tapeworms incubated for
24 h in the presence of the precursor. Representative experiment repeated 3 times.
Each value represents the mean + SD. n = 6 tapeworms individually cultured.
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Fig. 5. Synthesis of corticosteroids by Taenia crassiceps WFU tapeworms. Transfor-
mation rate evaluated in Taenia crassiceps WFU tapeworms incubated with >H-P,
for 12, 24 or 48 h. Representative experiment repeated 3 times. Data shows mean +
SD (n = 6 tapeworms) *P <.05 of one representative experiment repeated 3 times.

due to mutations in the homologue let-767 and modifications in
the steroidogenic enzyme 17 beta-hydoxisteroid dehydrogenase
(17B-HSD) (Desnoyers et al., 2007).

The significant high production of testosterone found in the EC
incubated with 3H-A4 could be the result of differentiation of stem
cells located in the scolex, leading to an increased quantity of cells
expressing steroidogenic enzymes. Similarly can explained results
obtained from EC incubation in the presence of tritiated proges-
terone. Stem cells have been described in the scolex of T. solium
evaginated cysticerci and in adult worms by Merchant et al.
(1997), Willms et al. (2001), and, in the scolex of Echinococcus
(for a review on stem cells in flatworms see Reuter and
Kreshchenko, 2004). In T. solium evaginated cysticerci and in tape-
worms, the neck-derived stem cells proliferate continuously, dif-
ferentiate and migrate to the tegument and give rise to various
cell types (Merchant et al., 1997). Gustaffson (1990) had shown
that seven stem cells of Diphyllobothium dendriticum differentiate
into somatic cells and only one to the gonad cells.

Different functions regulated by the on/off gen stages could be
found during the parasite development. For example, in taennid
parasite Echinococcus some receptors derived from nuclear
hormone receptors genes are highly expressed only in the

metacestode and not in all other developmental stages (for a
review see Brehm and Kosiol, 2014).

The progressive increase in testosterone production by EC can
be explained in part by an increase in the activity of enzymes that
synthesize testosterone, and a decrease in the activity of an
enzyme that metabolizes testosterone and its precursors, as
described by Shan et al., (1993) for the rat testis.

We have previously shown that the addition of corticosteroids
to the culture media enhanced estrogen synthesis by T.crassiceps
WEU cysticerci (Hinojosa et al., 2011). Our current data indicates
that EC almost double the DOC synthesis as compared to the
invaginated parasites, and that the tapeworms synthesize even
more DOC than EC. Reported in the literature referred DOC as a
potent mineralocorticoid and also as a glucocorticoid present in
mammals and other vertebrates (Brookes et al., 2012). Cysticerci
are highly dependent on glucose availability; therefore the greater
synthesis of this steroid in EC and adult worms could be important
for the parasite development. In addition, DOC modulates the ion
exchange through Na*/K' ATPase in mammals and fishes, and
therefore can fulfill requirements in the worm osmoregulation.
As shown by Willms et al. (2004) T. solium cysticerci do express a
Na*/K* ATPase. The glucocorticoid activity of DOC could be also
useful to control the host immune response and, therefore facili-
tate the survival of parasites in the host tissues (Romano et al.,
2015).

The present study describes for the first time the capacity of T.
crassiceps WFU worms to synthesize sex steroids. Results of this
study using tritiated progesterone and androstenedione as precur-
sors, strongly suggest that the parasite has the enzymes involved in
the A4 and A5 biosynthetic pathways from the progesterone to
androgens, as well as an aromatizing enzyme similar to that of
the vertebrates. Results presented here also show for the first time
that T.crassiceps WFU tapeworms synthesize corticosteroids when
incubated in the presence of tritiated progesterone and use the
A4 steroidogenic pathway to synthesize sex steroids. The more
abundant corticosteroid found in the three development stages
was DOC, a steroid that could have mineralocorticoid and gluco-
corticoid functions in the parasites.
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