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RESUMEN

La infeccion en el modelo murino con el cisticerco de Taenia crassiceps WFU (T. crassiceps
WFU) es ampliamente utilizado como modelo experimental para comprender mejor la
cisticercosis humana producida por Taenia solium. Varios reportes indican que el ambiente
hormonal del huésped determina la susceptibilidad y la gravedad de muchas infecciones
parasitarias. Las hembras son méas susceptibles a la infeccidn con cisticercos de T. crassiceps,
lo que sugiere que un ambiente rico en estrogenos facilita su reproduccion. Los andrdgenos y
estrégenos en el ovario son sintetizados por las enzimas P450-aromatasa y 17a-
hidroxilasa/17, 20 liasa (P450c17). El objetivo de este estudio fue determinar utilizando
ratones como modelo, efecto de la infeccion cronica intraperitoneal con cisticercos de T.
crassiceps WFU en el desarrollo folicular ovérico asi como los cuerpos lateos como
indicadores de ovulacion, la expresion en el ovario de las enzimas P450c17 y la P450-
aromatasa, enzimas clave en la esteroidogénesis ovarica y la concentracion de 17p-estradiol y
androstenediona en suero. Para realizar este estudio, los ovarios y el suero se obtuvieron de
ratonas infectadas con cisticercos de T. crassiceps con dos, cuatro y seis meses post-
infeccion, y fueron comparados con los de animales sanos. Los ovarios fueron fijados y
procesados para histologia o lisados con amortiguador RIPA para Western blot, utilizando
anticuerpos especificos para P450c17 y P450-aromatasa. La medicion de la concentracion en
suero de 17B-estradiol y androstenediona se realizo por ELISA. Los resultados mostraron que
la infeccion con cisticercos de T. crassiceps WFU redujo significativamente el nimero de
foliculos primordiales y primarios después de 2 meses de infeccion. Durante el curso de la
infeccion, disminuy6 el nimero de cuerpos luteos, mientras que los foliculos en atresia
aumentaron. La expresion en el ovario de P450cl7 y P450-aromatasa asi como la
concentracion de estradiol y androstenediona sérica aumenté significativamente en el grupo
de infeccion comparado con el control. Estos resultados muestran que la infeccién cronica

con T. crassiceps WFU altera la funcion reproductiva de las hembras.



ABSTRACT

The murine infection with Taenia crassiceps WFU (T. crassiceps WFU) cysticerci has been
widely used as an experimental model to better understand human cysticercosis. Several
reports have established that the host hormonal environment determines the susceptibility and
severity of many parasite infections. Female mice are more susceptible to infection with T.
crassiceps cysticerci suggesting that a rich estrogen environment facilitates their
reproduction. Ovarian androgens and estrogens are synthesized by key enzymes as P450-
aromatase and 17a-hydroxilase/17, 20 lyase (P450ci7). The aim of this study was to
determine the effect of chronic intraperitoneal infection of T. crassiceps WFU cysticerci on
mice ovarian follicular development, ovulation, the expression of ovarian P450-aromatase
and P450c17, and serum 17-estradiol, key enzymes of the ovarian steroidogenic pathway. To
perform this study ovaries and serum were obtained at two, four and six months from T.
crassiceps WFU cysticerci infected mice, and compared to those of healthy animals. The
ovaries were fixed and processed for histology or lysed in RIPA buffer for Western blot using
specific antibodies for P450ci7 and P450-aromatase. 17p-estradiol and androstenedione
serum concentration, was measured by ELISA. The results showed that the infection with T.
crassiceps WFU cysticerci significantly reduced the number of primordial and primary
follicles after two months of infection. Through the course of the study, the corpus luteum
number began to decrease, whereas atretic follicles increased. The expression of ovarian
P450c17 and P450-aromatase as well as serum estradiol and androstenedione concentration
were significantly increased in the infected group compared to control. These findings show
that chronic infection with T. crassiceps WFU may alter the reproductive functions of the

female mice host.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cisticercosis
Cisticercosis es una enfermedad causada por la etapa larval de cestodos de la familia

Taenidae que afecta varios huespedes incluyendo el humano. La cisticercosis causada por
Taenia solium (T.solium) es un importante problema de salud pablica especialmente en
México, Centroamérica y Sudamérica, y es endémica en muchos de los paises
subdesarrollados, en donde el saneamiento ambiental es deficiente, debido a que los parasitos
se reproducen facilmente produciendo miles de huevos que son infectivos en humanos y en el
cerdo (principal huésped intermediario) (Willms, 2008). La Neurocisticercosis (NCC),
definida como la infeccién inflamatoria crénica del sistema nervioso central, causada por la
larva del parasito T.solium (Valdéz et al., 2006).

La teniasis es una infeccion intestinal provocada por la Taenia adulta. EI agente causal de la
cisticercosis humana y porcina es el metacestodo o cisticerco de la T.solium. Las infecciones
humanas mas importantes por cestodos Taenia son las causadas por Ts (Taenia del cerdo) y
Taenia saginata (Taenia del vacuno) siendo esta ultima de menor repercusion en el ser
humano. Las personas que ingieren carne de cerdo mal cocida desarrollan una teniasis

intestinal y se convierten en huéspedes definitivos.

1.1.2 Biologia del parésito
El cisticerco es una forma intermediaria o larvaria en el desarrollo del parasito, la que sigue al

embrion hexacanto (con seis ganchos), antes de convertirse en el gusano adulto. El estadio
larvario de T.solium es una vesicula translucida llena de liquido, que llega a medir de 0.5 a
2.0 cm de diametro (Figura 1), contiene un escolex invaginado, que posee 4 ventosas y un
rostelo con dos filas de ganchos. En cultivo In vitro los cisticercos viables presentan
continuos movimientos lentos de contraccion y relajacion, debido a la doble capa de fibras
musculares, situadas debajo de la superficie del tegumento. La superficie de la larva es un
tegumento sincitial cubierto con proyecciones digitiformes Ilamadas microtricas que son
utilizadas por el parasito para tomar los nutrientes del tejido intersticial del huésped (Willms,
2008).



Figura 1. Cisticercos de T. solium de un cerdo infectado (Willms 2008)

En su forma adulta, T.solium como otras especies del género Taenia (familia tenidae orden
Cyclophyllidea, clase Cestoda) son gusanos aplanados. En condiciones naturales la T.solium
habita Gnicamente en el intestino delgado del ser humano, esta constituida por un escolex o
cabeza, que en su parte inferior se adelgaza para formar un cuello, a partir del cual se
producen los proglétidos o segmentos, la T.solium normalmente mide entre 1.5 y 5 m de
longitud; el escolex posee cuatro ventosas y un rostelo coronado por dos hileras de ganchos
(Figura 2), el nimero de ganchos rostelares puede variar entre 22 y 32. Tanto las ventosas
como el réstelo son estructuras de fijacion que capacitan a la Taenia para mantenerse anclada
en la pared del yeyuno. El proceso de estrobilacién (produccién de proglétidos) ocurre en la
region distal del cuello. Los proglétidos son segmentos independientes pero unidos entre si;
estan recubiertos por un tegumento con microtricas en su superficie exterior, constituyendo

un tejido sincitial con funciones de secrecion y absorcion (Larralde & Aluja 2007).

Figura 2. Escélex de la T. solium. C: cuello, R: rostelo, V: ventosas (Larralde & Aluja 2007).



Los proglotidos méas cercanos al cuello son los méas jovenes e indiferenciados; a su vez, los
mas distantes estan totalmente diferenciados y contienen un gran namero de huevecillos
(aproximadamente 50 000 cada uno), nombrados gravidos (Larralde & Aluja 2007). Los
proglotidos gréavidos, desprendidos espontaneamente por el gusano adulto (en promedio de
cuatro o cinco por dia), son evacuados hacia el exterior en las heces del huésped. Cada
proglétido maduro puede considerarse como una unidad reproductora independiente, puesto
que posee Organos genitales masculinos y femeninos.

Los genitales masculinos se desarrollan primero y estan constituidos por un gran nimero de
testiculos (275 a 575) que confluyen en un ducto genital que a su vez desemboca por un
costado del proglétido en el atrio (Willms & Robert 2007).

Los genitales femeninos estan constituidos por un ovario trilobulado situado en la base del
utero en el extremo posterior del proglétido. El ovario desemboca a traves de la vagina en el
atrio genital. El utero de los proglotidos gravidos muestra de siete a 15 ramas laterales llenas
de huevecillos. Cada una de las ramas puede presentar subramificaciones.

Los huevecillos de la T.solium son esféricos y miden 20-40 um, son morfoldégicamente
similares a los de otras especies de tenidos, poseen varias envolturas que posibilitan la
supervivencia de la oncosfera en el medio. La envoltura méas externa es el vitelo o capsula,
constituida por un grupo de células formando un sincicio. La siguiente envoltura es el
embridéforo, formado por pequefios bloques proteicos unidos entre si. Esta envoltura, ademas
de ser la mas importante en la proteccion de la oncosfera, confiere a los huevecillos su
apariencia estriada caracteristica. A su vez, el embrioforo es producido por una envoltura
celular mas profunda llamada célula embrioforal. Finalmente, la membrana oncosferal rodea

directamente al embrion hexacanto (Larralde & Aluja 2007).

1.1.3 Mecanismos de infeccion
La cisticercosis se adquiere por la ingestion de huevos de la T.solium, es propiciada por

deficiente higiene personal, de alimentos y domiciliaria en el manejo de las excretas humanas
y en particular por la convivencia con un portador del gusano adulto. Una vez en el tubo
digestivo del huésped intermediario, las enzimas proteoliticas y sales biliares proveen la sefial

para la activacion del embrion hexacanto. Los embriones activados penetran la pared
3



intestinal del huésped hasta alcanzar capilares linfaticos y sanguineos que los distribuyen a
una gran variedad de érganos y tejidos.

El ciclo se completa cuando el ser humano ingiere cisticercos vivos presentes en la carne
cruda o insuficientemente cocida proveniente de un cerdo cisticercoso. Las enzimas gastricas
e intestinales asi como las sales biliares del huésped, nuevamente participan en la activacion,
ahora del cisticerco, induciendo la evaginacion del escélex y su fijacion en la pared intestinal.
Una vez anclado, el parésito crece y se diferencia hasta convertirse en una Taenia adulta
productora de proglotidos gravidos (Figura 3) (Larralde & Aluja 2007). El gusano adulto se
fija fuertemente a la mucosa de la pared intestinal, causando poca inflamacion en el sitio de
implantacién sin causar dafio al intestino. La teniasis se caracteriza porque el individuo
presenta sintomas como dolor abdominal, distension, diarrea, y nauseas; sin embargo no se
atribuyen solamente a la infeccion con T.solium ya que frecuentemente cursa
asintomaticamente. El tiempo de vida del gusano adulto de T.solium se estima de 20-25 afios
(Garcia et al., 2003).

' '
A Las oncoesferas se desarrollan
en cisticeros en el misculo
@ Las personas se infectan ingiriendo
Las oncoesferas salidas del huevo ’ came infectada cruda 0 poco cocinada
penelran por la pared intestinal

y se desplazan a la

musculatuva

El ganado vacuno (T. saginata) y los cerdos (T. solium)
se infectan por la ingestion de vegetacion contaminada
con huevos o proglétides gravidos

T. saginata T, solium

T saginata T, solum 0

Adultos en el intestino delgado

A= Estadio infeccioso
A= Estadio diagnstico

Los huevos o progbndes gravidos
enlas heces pasan al ambiente

© CDC/Alexander J. da Silva, PhD/Melanie Moser

Figura 3.Ciclo de vida Ts. FUENTE: Centro de control y prevencién de enfermedades CDC.



1.2 Epidemiologia de la cisticercosis
NCC es la principal causa de la aparicion de crisis epilépticas en personas mayores de 25

afios en paises donde T.solium es endémica, y también es una causa importante de
convulsiones en grupos de edad pediatrica. La NCC se estima que causa al menos 50 000
muertes anualmente. La enfermedad es endémica en Sudamérica, Brasil, China, indonesia,
México y centro América (Figura 4) (OMS, 2010; Roman et al. 2000).

/

—— Alta prevalencia
Prevalencia moderada
Baja prevalencia
Sin informacioén disponible

Figura 4. Mapa de las areas donde la cisticercosis es endémica. Paises que representan las zonas donde se
han reportado casos de cisticercosis (OMS, 2010).

En México, la cisticercosis humana se convirtié en una enfermedad notificable en 1990. En
1993, 681 casos fueron notificados. La distribucidn por edad de los grupos con cisticercosis
fue: entre 25-44 afios (286 casos), 45-64 afos (139 casos), y 15-24 afios (110 casos); se
notificaron 99 casos (15%) en nifios menores de 15 afios (Roman et al., 2000).

En 13 estados de la republica (40%) existe un registro de cisticercosis, por arriba de la
incidencia nacional la cual es de 0.29 por cada 100 000 habitantes, los estados mas afectados
son: Jalisco, Hidalgo, Sinaloa, Colima, Zacatecas, Chiapas, Nuevo Ledn, Durango, Baja
California, Coahuila, Michoacan, Distrito Federal y Guanajuato. (Figura 5), aunque otros
como Guerrero, Veracruz y Oaxaca también presentan casos reportados (Sistema unico de

informacidn para la vigilancia epidemioldgica, 2005).
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Figura 5. Incidencia de Cisticercosis en México en el 2005. FUENTE: sistema unico de Informacidn para la
Vigilancia Epidemioldgica/Direccién General de Epidemiologia.

La epilepsia causada por NCC consecuentemente representa gasto para el desarrollo del pais
en términos de sufrimiento humano, baja produccion, el costo de anticonvulsivos y la
utilizacion de recursos médicos. La NCC también causa hidrocefalia, pérdida de la vision,

demencia y otros problemas neuroldgicos (Roman et al., 2000).

1.2.1 Factores de riesgo
La cisticercosis debida a T.solium es una enfermedad en la que a pesar que la mayoria de los

libros de parasitologia se muestra el ciclo de vida, que incluye al ser humano como hospedero
definitivo y el cerdo como hospedero intermediario, s6lo en la ultima década, se identificd

con precision al principal factor de riesgo para adquirir la cisticercosis, que es el portador de
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T.solium en casa o el ambiente cercano. Los factores de riesgo identificados son: la historia
de liberacion de proglétidos de tenia, consumo de carne de cerdo infectada, mala higiene
personal, historia de crisis convulsivas de inicio tardio y fecalismo a ras de suelo (Larralde &
Aluja 2007).

1.3 Taenia Crassiceps
Taenia crassiceps (T.crassiceps) es un parasito cuyo principales huéspedes son los zorros,

lobos y perros. Se ha encontrado infeccion de T.crassiceps en el topo campesino, la marmota,
asi como en ratones de campo. En los animales infectados se ha encontrado el parasito en el
tejido subcutaneo, el peritoneo y en la cavidad pleural.

Se ha reportado que T.crassiceps tiene una alta capacidad reproductiva, el ciclo de vida de
este pardsito comienza cuando un zorro o perro alberga el gusano adulto en el intestino
delgado, de donde se liberan los huevos infectivos en las heces y cuando son ingeridos por
roedores silvestres, las oncosferas atraviesan el epitelio intestinal de los mismos y se alojan
en los tejidos diferenciandose en una larva o cisticerco (Figura 6). Estos cisticercos pueden
ser obtenidos de la cavidad peritoneal de estos animales. Los cisticercos asi obtenidos se
pueden inyectar en la cavidad peritoneal de ratones de laboratorio en donde se reproducen por
gemacion y asi mantenerse indefinidamente por sub-inoculacion serial (Willms & Zurabian
2010).



Figura 6. Ciclo de vida de Taenia crassiceps. (A) Huésped definitivo; (B) Gusano adulto de T.crassiceps; (C)
Huevecillos infectivos liberados en las heces; (D) Ingestion de huevecillos por huésped intermediario; (E)
Desarrollo de la larva en el huésped intermediario, que si es ingerido por el huésped definitivo de desarrolla en
gusano adulto en el duodeno del mismo. (Willms & Zurabian 2010).

Es de particular interés para la investigacion en la biologia de los ténidos, la capacidad que
tiene el estadio larval de T.crassiceps de multiplicarse asexualmente por gemacion en el
hospedero intermediario. Aproximadamente 11 de 45 especies de ténidos presentan
reproduccion asexual en el estadio metacestodo, y por lo tanto es un modelo experimental de
gran utilidad en el laboratorio. La cepa ORF no presenta escolex, mientras que la cepa WFU
lo tiene invaginado como sucede en la cisticercosis de T. solium.

Los cisticercos de la cepa T. crassiceps WFU, asi como las tenias adultas son ampliamente
utilizados como modelos experimentales para investigar caracteristicas relacionadas con la
cisticercosis porcina y humana debido a que la parasitosis con este cisticerco comparte
propiedades inmunol6gicas y morfoldgicas con la parasitosis con T.solium (Willms &
Zurabian 2010).

Diferentes vias metabolicas asi como complejos enzimaticos se han estudiado en
T.crassiceps WFU en modelos in vivo asi como in vitro y son Utiles para conocer la biologia
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del parésito y sobre todo en la caracterizacion de la relacion huésped-parésito. De igual
manera, los disefios experimentales que utilizan este modelo contribuyen a entender mejor las

enfermedades causadas por los céstodos (Willms & Zurabian 2010).

1.4 Efectos en la reproduccion por la infeccion con parasitos intestinales
La helmintiasis es una enfermedad frecuente en mujeres que viven en paises en desarrollo.

Las infecciones por paréasitos intestinales, en especial las producidas por gusanos helmintos y
por schistosomas, destacan por su efecto negativo en la salud reproductiva (Hotez and
Whitham 2014). Se ha observado que la tasa de infeccion y la de reproduccion de los
parasitos dependen del sexo del huésped y del tipo de parésito. Estas diferencias en las
infecciones parasitarias son un fendmeno biolégico de gran importancia en la salud y
enfermedad del huésped asi como el de la evolucion de las especies y éstas se han atribuido
principalmente al ambiente hormonal del huésped.

En humanos, algunos helmintos pueden afectar directamente dérganos reproductores, por
ejemplo Wuchereria bancrofti puede causar elefantiasis en los genitales. En estudios en
animales y en humanos se ha observado que la infeccion con parésitos puede tener una
influencia negativa en la reproduccién del huésped, como ejemplo, inducen alteraciones en el
comportamiento sexual, asi como menor tamafo de las crias o de la camada, disminucién en
la tasa de embarazo y pérdida del embarazo. En la mayoria de los casos, el parasitismo reduce
la reproduccién del huésped o compromete 6rganos reproductivos, debido a cambios
inmunoldgicos, que pueden alterar la susceptibilidad del hospedero (Blackwell et al., 2015).
En un estudio realizado en 1990, se evalud el efecto que tiene la infeccidn por el parésito
(Taenia taeniaeformis) en las funciones reproductivas de la rata hembra y macho: se
determind el ciclo estral por citologia vaginal, el porcentaje de apareamiento exitoso y el
namero de sitios de implantacion en el embarazo, asi como las concentraciones de
testosterona en suero Yy testiculo, respectivamente. Los resultados obtenidos demostraron que
después de 5 meses de infeccion los parametros se redujeron significativamente, sugiriendo
un efecto adverso en la fertilidad tanto de machos como en hembras, el mecanismo por el
cual ocurren estas alteraciones no estd descrito, sin embargo se puede especular que el
parasito puede influir en el perfil endécrino del hospedero de manera directa o indirecta (Lin
etal., 1990).



1.4.1 Efectos en la reproduccion por la infeccion con T.crassiceps
Se ha observado que en machos infectados con cisticercos de T.crassiceps ORF los niveles

de 17p-estradiol en suero aumentan significativamente, mientras la testosterona y la
dihidrotestosterona disminuyen aproximadamente el 90% (Larralde et al., 1995).

Se ha observado en hembras infectadas con cisticercos de T.crassiceps ORF una relacion
entre el aumento de la carga parasitaria con respecto al tiempo de infeccion y una
disminucion en el peso del Utero. Asi mismo se observo atrofia en tejido uterino, asi como
una interrupcion del ciclo estral a partir de las 12 semanas de infeccion; ademas conforme
avanza la infeccion se observo una disminucion en el comportamiento sexual (Arteaga Silva
et al., 2009). Se ha descrito que ratones hembras infectadas con cisticercos de T.crassiceps
OREF por 45 dias, presentan un incremento en la tasa de atresia folicular (degeneracion de los
foliculos ovaricos) predominantemente en el estadio antral del desarrollo, y un gran nimero
de ovocitos degenerados (Solano et al., 2013). Por lo tanto, es posible que las alteraciones
antes mencionadas, causadas por la infeccion de T.crassiceps ORF tengan una importante

repercusion en la capacidad reproductiva.

1.5 Sintesis de esteroides por paréasitos
La interaccion entre el huésped y el parésito es clave para entender la supervivencia del

mismo y permite investigar la forma de controlar las infecciones que causan enfermedad en el
huésped.

Los parasitos secretan sustancias que causan cambios en los tejidos circunvecinos del
hospedero e incluso pueden llegar a la circulacion del huésped. Por otro lado el sistema
inmune y hormonal del huésped afecta el desarrollo del parasito. Interesantemente, los
parasitos pueden regular la respuesta inmune del huésped a través de los productos que
secretan en su ambiente; en muchos casos, la presencia de parasitos en el huésped altera el
equilibrio endocrino (Romano et al., 2015). En la infeccidn con T.crassiceps ORF se observa
un aumento de la concentracion de IL-6, una citocina que es capaz de estimular la actividad
de la P450-aromatasa aumentando asi la aromatizacion de andrégenos a estrogenos. Se
sugiere que la IL-6 puede estar relacionada con el mecanismo inmunoendocrino utilizado por

el parasito para mantener un ambiente permisivo que facilita el rapido crecimiento en el
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huésped, ya que se ha demostrado que los estrogenos favorecen la reproduccion del parésito
(Larralde et al., 1995).

Se ha demostrado que los cisticercos de T.crassiceps ORF y WFU tienen la capacidad de
sintetizar esteroides sexuales in vitro cuando son cultivados con precursores marcados con
tritio.

Se ha reportado que cisticercos de T.solium incubados in vitro con [H®] androstenediona
tienen la capacidad de sintetizar androgenos y estrogenos. EI medio de cultivo de los
parasitos asi como del blanco (medio de cultivo con el precursor tritiado sin parasitos) se
extrajo y fue analizado por cromatografia de capa fina (TLC) en dos sistemas de solventes
diferentes. Los resultados muestran que cisticercos de Ts transforman [H®] androstenediona a
[H?] testosterona de manera dependiente del tiempo de incubacion asi como a [H?] estrona y
[H?] estradiol en menores cantidades (Valdéz et al., 2006, Jimenez et al, 2006).

Se ha observado la presencia de la enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD) en
tejidos del cisticerco y del gusano adulto de T.solium y T.crassiceps WFU utilizando una
técnica histoquimica que detecta la actividad enzimatica por la presencia de productos de azul
de nitro tetrazolio después de ser incubados con el precursor, dehidroepiandrosterona,
androstenediol o pregnenolona. Los productos son liberados al medio de cultivo e
identificados por TLC. Se observé que los cisticercos y los gusanos adultos tienen la
capacidad de sintetizar androstenediol, testosterona y 17p-estradiol. Estos resultados sugieren
fuertemente la actividad de la enzima 3B-HSD en los parasitos, necesaria para la sintesis de
estrogenos y androgenos. (Fernandez Presas et al., 2008). Asimismo, Valdéz y colaboradores
mostraron que los gusanos de Ts sintetizan hormonas esteroides in vitro (\VValdez et al, 2014)
y Patricio et al, (2017) mostré que la sintesis de esteroides sexuales y corticosteroides
depende de la etapa de desarrollo del T.crassiceps WFU.

También se ha demostrado la importancia de los andrégenos y estrégenos en el desarrollo del
paréasito por el efecto estimulante que tienen en la proliferacion (Romano et al. 2008). Aceves
Ramos et al., (2013) demostraron que la sintesis de esteroides sexuales asi como de
corticosteroides de T.crassiceps WFU puede bloquearse con la adicion de inhibidores
enzimaticos esteroideos, por lo tanto la inhibicion de su sintesis es un buen comienzo para el
desarrollo de nuevos tratamientos en situaciones en donde la inhibicion de la esteroidogénesis

podria ayudar a controlar la infeccion.
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Se ha descrito que los cisticercos de T. solium poseen la enzima 173-HSD, que cataliza la
transformacion de androstenediona a testosterona, la que pertenece a la familia de
deshidrogenasas/reductasa; mediante la clonacidon de la enzima se demostré6 que comparte
caracteristicas con la 17p-HSD tipo 3 de otras especies (Aceves-Ramos et al., 2014).

Desde el punto de vista endocrinoldgico, en el modelo murino el sexo del huésped es
importante en la tasa de reproduccion de T.crassiceps. En una infeccion temprana, las
hembras tienen mayor carga de parasitos en comparacion con los machos, pero cuando la
infeccion se vuelve crénica, en los machos aumenta la carga parasitaria. La razon por la que
en infecciones tempranas el parasito prefiere el microambiente de la hembra es desconocida.
Acerca de este punto se ha reportado que la inhibicion de la P450-aromatasa, utilizando
fadrozole previene la feminizacion de los machos, disminuye la produccién de estradiol en
hembras y machos, disminuye aproximadamente el 70% de la carga parasitaria y protege
durante la cisticercosis murina (Morales-Montor et al, 2002,) Las interacciones
inmunoendocrinas que involucran a las hormonas sexuales, podria ser una explicacion a la
mayor susceptibilidad observada en las hembras infectadas con T.crassiceps (Romano et al.,
2003).

1.6 Ovario y oviducto

1.6.1 Anatomia y fisiologia
Los ovarios y las tubas uterinas u oviductos de los mamiferos forman un complejo funcional

destinado a la produccion y transporte de los 6vulos. El oviducto se caracteriza por un
revestimiento interno muy complejo, con una alta densidad de prominentes pliegues
longitudinales en la porcién distal o ampolla. El oviducto juega un papel esencial en el
transporte de gametos y embriones. El epitelio de revestimiento del oviducto contiene células
ciliadas que contribuyen al transporte de los gametos, y células secretoras que producen un
fluido que nutre al embrion en los estadios iniciales de su desarrollo. El oviducto sufre
cambios en la morfologia y actividad ciliar en respuesta a las hormonas ovaricas. Las micro
vellosidades son dependientes principalmente de progesterona y estradiol, los estrégenos

estimulan la hipertrofia celular del epitelio y la pérdida de cilios esta asociada con altos
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niveles de progesterona sérica. Cualquier alteracion en estas hormonas se vera reflejado en la
longitud de las micro- vellosidades ciliadas del oviducto.

Las células son mas cortas en cuanto a su longitud durante el ciclo estral, aumentando su
tamafo en la fase proliferativa hasta alcanzar la longitud maxima en el periodo peri-
ovulatorio (Lyons et al., 2006).

Los ovarios son dos cuerpos ovalados que se encuentran alojados en la pelvis, fijados a la
superficie posterior del ligamento ancho por medio de un pliegue peritoneal denominado
mesovario. Estan constituidos por foliculos y células de estroma (Figura 7). El foliculo es la
unidad estructural del ovario que contiene células germinales (ovocitos) y células sométicas
(células de la granulosa y células de la teca). La funcién del ovario adulto esta regulada por la
hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), hormonas secretadas por
la glandula hipdfisis anterior, bajo el control pulsatil de la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH) proveniente del hipotalamo. Para ejercer sus efectos, la LH se une a
su receptor (LHr) localizado en las células de la teca, mientras que la FSH se une a su

receptor (FSHr) localizado en las células de la granulosa (Richards & Pangas 2010).
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Figura 7.Caracteristicas del ovario (Carson 2014).
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1.6.2 Foliculogénesis
En el ovario, la foliculogénesis se divide en dos fases: la fase folicular antes de la ovulacion y

la fase lGtea, después de la ovulacion. El proceso inicial consiste en la proliferacion mitotica
de células germinales u ovogonias, proceso que da como resultado la formacién de nidos de
ovogonias debido a la citocinesis incompleta. Al mismo tiempo, las células somaticas
conocidas como células pre-granulosa se alinean alrededor de los nidos de ovogonias. Las
divisiones mitdticas de las ovogonias se detienen alrededor del dia 13.5 de gestacion en el
raton e inmediatamente estas células inician la meiosis para formar los ovocitos. La meiosis
de los ovocitos se arresta en la primera division meiotica durante el estado de diploteno de la
profase y luego se inicia la ruptura del nido de ovogonias. Esta ruptura es favorecida por la
muerte celular programada (fenémeno conocido como atresia folicular) de aproximadamente
70% de los ovocitos que conforman los nidos de ovogonias. La atresia de los ovocitos
favorece la formacion de foliculos primordiales (Hirshfield, 1991).

La foliculogénesis comienza con el reclutamiento de un pool de foliculos primordiales en
crecimiento, después del reclutamiento, estos foliculos crecen y se convierten en foliculos
primarios que contienen un ovocito ligeramente mas grande rodeado por una capa de células
de la granulosa con forma de cubo. Los foliculos primarios evolucionan al estado preantral, el
cual es caracterizado por un ovocito rodeado de 2 a 4 capas de células de la granulosa y una
capa de células de la teca. Los foliculos preantrales crecen a foliculos antrales y tienen la
caracteristica de poseer méas de 4 capas de células de la granulosa, un espacio antral formado
por el fluido folicular y una capa de células de la teca que delimita el foliculo (Figura 8). Los
foliculos antrales sintetizan estradiol que estimula la secrecion de la FSH por parte de la
hipdfisis, la cual a su vez aumenta ain mas la sintesis de estradiol en la granulosa. A su vez,
por el efecto de retroalimentacion positiva sobre la secrecién de GnRH por la adenohipdfisis,
se produce un pico de LH lo que promueve el crecimiento del foliculo antral a foliculo
preovulatorio. Este foliculo es similar al antral, con la diferencia de que posee mayor tamafio
y unas células alrededor del ovocito conocidas como células de la cumula, las cuales son
funcionalmente importantes durante el proceso de fertilizacion (Tresguerres & Castillo, 2010)
(Hawkins & Matzuk 2010).
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Figura 8. Estadios del desarrollo folicular (Hernandez-Ochoa et al., 2010).

1.6.3 Ovulacion y fertilizacion
Una vez que se alcanza la maduracion total del foliculo, se presenta el pico de LH que

posteriormente va a producir la ruptura del mismo con liberacién del ovocito rodeado del
cimulo de células de la granulosa. Tras la ruptura del foliculo, tanto los capilares como los
fibroblastos de la teca interna proliferan y penetran la lamina basal. Las células murales de la
granulosa experimentan cambios morfoldgicos, que en su conjunto determinan el proceso de
luteinizacion. Todas estas células granulosas transformadas, mas las células de la teca y los
vasos, se entremezclan para dar lugar al cuerpo luteo, el cual es un indicativo de que la
ovulacion ha ocurrido. EI cuerpo lGteo tiene la capacidad enzimatica para producir
progesterona durante la fase post-ovulatoria del ciclo y si se produce la fecundacion y la
implantacion, se mantiene activo mediante la estimulacion producto de la hormona
gonadotrofina coridnica humana (Tresguerres & Castillo, 2010).

El ovocito es liberado al oviducto en donde puede ser fertilizado por un espermatozoide
(previamente capacitado en su fase terminal ya que la capacitacion del espermatozoide inicia
antes en el tracto genital femenino). El espermatozoide se une a la zona pellcida (capa
externa del ovocito) y ocurre la reaccién acrosomal, que consiste en la liberacion de enzimas
del acrosoma que permiten su paso a través de la zona pelicida. A continuacion, el
espermatozoide se fusiona con el ovocito e induce la entrada de calcio al mismo, la que
culmina con la reaccion cortical del ovocito, en la cual los granulos corticales liberan su
contenido alterando la zona pellcida. Esto conduce a una despolarizacion eléctrica rapida de

la membrana plasmatica del 6vulo en la cual el potencial de membrana en reposo cambia
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desde unos -70 mV hasta + 10 mV en 2 o 3 segundos evitando que otro espermatozoide
pueda penetrar. Después de la fusion y la penetracion del espermatozoide en el ovocito, el
nucleo del espermatozoide se descondensa y se inicia la remodelacion de la cromatina del
macho y de la hembra en prondcleos coordinados; el desarrollo del cigoto comienza después

de la unién de los prondcleos (Alberts et al., 2008).

1.6.4 Esteroidogénesis Ovarica
Las hormonas sexuales producidas en el ovario de los mamiferos son fundamentalmente el

estradiol y la progesterona, aungque también se producen cantidades menores de estrona,
androstenediona, testosterona, 17a-hidroxiprogesterona y varias hormonas no esteroideas,
como la inhibina, la relaxina y algunos factores de crecimiento. Todos los esteroides ovaricos
se producen fundamentalmente en las estructuras foliculares y en el cuerpo lGteo. Estos
esteroides derivan del colesterol, que se obtiene a partir de tres fuentes principales: el que
circula en la sangre en forma de lipoproteinas, el que se sintetiza de novo dentro del ovario a
partir de acetilcoenzima A y el que se libera de los ésteres del colesterol almacenados en las
gotas lipidicas (Tresguerres & Castillo 2010). La proteina reguladora de la esteroidogénesis
aguda (StAR) es la enzima que transporta el colesterol del exterior de la mitocondria al
interior de la membrana mitocondrial, donde se localizan la mayoria de las enzimas
esteroidogénicas. Ambas, células de la granulosa y teca expresan la StAR, el citocromo
p450scc, y la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-hsd). Estas dos células tienen la
capacidad de sintetizar pregnenolona y/o progesterona a partir de colesterol (Jamnongjit &
Hammes 2006).

Tanto las células de la teca como el cuerpo lGteo son capaces de sintetizar elevadas
concentraciones de androgenos, mientras que la células de la granulosa no pueden hacerlo.
El dltimo paso para la biosintesis de estrogenos es la aromatizacion del anillo A de los
andrégenos utilizando la enzima P450-aromatasa (Cyp19A1), que esta presente en grandes
cantidades en las células de la granulosa, por lo que estas células son capaces de transformar
los androgenos en estrégenos (Tresguerres & Castillo, 2010).

La expresion del gen de la aromatasa en el ovario tiene un papel importante en el progreso
normal del ciclo menstrual/estro. En roedores, la aromatasa se expresa en las gonadas y el

cerebro. En los ovarios de animales sexualmente maduros, la expresion de la aromatasa se
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limita a los foliculos y el cuerpo IUteo. En estas estructuras la expresion del gene se controla
de manera especifica, temporal y espacial, lo cual limita la produccion de estradiol s6lo a las
células de la granulosa del foliculo antral sano y a las células luteas, sin embargo la expresion
de aromatasa tambiéen se ha reportado en los ovarios fetales (Stocco, 2009).

El modelo denominado de las “dos células” plantea la necesidad de interaccion entre las
celulas de la teca interna y las de la granulosa para conseguir la biosintesis de estrégenos. Las
células de la teca, disponen de los sistemas enzimaticos capaces de transformar la
pregnenolona en andrégenos, pero no tienen las enzimas aromatizantes para llegar a la
biosintesis de estradiol. Por su parte, las células de la granulosa son capaces de sintetizar
cantidades elevadas de estrogenos, siempre y cuando los andrégenos precursores les sean
suministrados por otro tipo celular, concretamente las células de la teca (Figura 9). La
colaboracion entre estas dos células permite el proceso de biosintesis del estradiol tal y como

ocurre en el ovario durante el crecimiento folicular (Tresguerres & Castillo 2010).

I — Cholesterol Theca Cell

'

Pregnenoloneg ——  Progesterone

'
17-hydroxy- _,  17-hydroxy-
pregnenolone progesterone

Dehydroepiandrosterone —» Androstenedione

Androstenediol —» Te/stos?erone |

FSH —

Figura 9.Regulacién de la esteroidogénesis en el ovario (Drummond AE, 2006).
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1.6.5 Enzimas clave en la esteroidogénesis ovarica

1.6.5.1 P450-aromatasa

La P450-aromatasa es una proteina microsomal producto del gen CYP19A1. Es miembro de
la familia de los citocromos P450, se compone de un grupo hemo Yy la flavoproteina ubicua
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotido fosfato) citocromo P450 reductasa, es
responsable de la conversién de esteroides Cio (androstenediona, testosterona y 16a-
hidroxiandrostenediona) a estrona, 17B-estradiol y estriol, est4 localizada en el reticulo
endoplasmico liso de las células donde se expresa. Se clasifica como una reaccion de
oxidacion mixta, tanto NADPH como oxigeno son requeridos para esta conversion, se
consumen 3 moles de cada uno por mol de estrogeno. Los equivalentes reductores de
NADPH se transfieren a través de la flavoproteina al citocromo P450-aromatasa, que une el
sustrato de andrdgenos e inserta oxigeno en la molécula, la cual resulta en tres
hidroxilaciones secuenciales. En el curso de la reaccion, el grupo metilo C-19 se pierde como
acido férmico, concomitante con la aromatizacion del anillo A a una estructura de anillo
fendlico (Lephart & Simpson 1991).

En la mayoria de los mamiferos, el mecanismo que controla la expresion de la P450-
aromatasa a nivel transcripcional esta bajo el control de dos promotores distintos, un
promotor especifico de génadas y un promotor especifico de cerebro, mientras que la
regulacion postraduccional es poco conocida. Se ha demostrado que las fosfatasas modulan la
actividad de P450-aromatasa en el cerebro; se ha sugerido también la participacion de la
fosforilacion de proteinas en la regulacion de la actividad de P450-aromatasa en diferentes
tipos celulares (Barone et al., 2012).

Los estrégenos son importantes para la fertilidad de la mujer y del hombre, se han observado
graves defectos reproductivos cuando la sintesis de estrégenos o su accién son bloqueadas. El
estradiol modula la estructura y funcion de los tejidos reproductivos, como el Gtero y el
oviducto. En el ovario el estradiol producido localmente actla junto con las gonadotrofinas
hipofisarias para proporcionar una foliculogénesis y produccion de esteroides exitosos. En el
humano, el estradiol también participa en procesos patoldgicos, es por eso que se ha prestado
mucha atencion a la regulacién del gen de aromatasa y su implicacion en el desarrollo y

progresion de enfermedades.
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En los roedores la aromatasa se restringe a las gonadas, el cerebro y en tejido graso. En los
ovarios de animales sexualmente maduros, la expresion de aromatasa se limita al foliculo y
cuerpo lateo. En estas estructuras, la expresion de este gen se controla de una manera
especifica, temporal y espacial que limita la produccion de estradiol s6lo a las células de la
granulosa y a las células luteas.

El principal inductor de la actividad de la aromatasa en las células de la granulosa es la FSH,
sin embargo el efecto de la estimulacion con FSH esta sujeto a modulaciones por el estradiol.
El estradiol aumenta la accion de FSH en células de la granulosa, actuando de manera
autdcrina; se ha observado que uno de los efectos de estradiol es aumentar la expresion de la
aromatasa por la estimulacion con FSH (Stocco 2012).

Los andrégenos también aumentan el efecto de la FSH en la expresion de la aromatasa. Se ha
demostrado que la testosterona es mas efectiva que el estradiol en potenciar el aumento de la
expresion de la aromatasa por la induccion con la FSH, esto indica que los andrégenos
provenientes de las células de la teca, no solo actian como sustrato en la sintesis de
estrégenos, también modulan a la FSH mediante la activacidon del receptor a androgenos
(Fitzpatrick & Richards, 1991).

Estudios recientes han establecido que el CAMP es el principal mensajero intracelular que
modula la expresion de la aromatasa. La FSH activa otras vias de sefializacion intracelulares,
como la cinasa regulada extracelularmente (ERKS), y la fosfatidilinositol-3 (PI3K). De estas
vias la PI3K activa la proteina cinasa B (PKB) que también participa en activacion de la
aromatasa inducida por la FSH (Stocco 2008).

Por otro lado la aromatasa puede sobre-expresarse en muchos tejidos humanos ubicuamente
en el sindrome de exceso de aromatasa, esto da lugar a un aumento del estrégeno circulante y
efectos tanto locales como sistémicos, como la ginecomastia e hipogonadismo en hombres y
desarrollo prematuro de mamas asi como anovulacion en mujeres (Bulun et al., 1997).

Se ha reportado que un promotor distal (1.4) dirige la expresion de aromatasa en tejido
adiposo y fibroblastos en piel, en estos tejidos el promotor 1.4 es regulado por accion
combinada de glucocorticoides y un miembro de la familia de citocinas de la clase 1 como
IL6 (Bulun etal., 2005).
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1.6.5.2 P450c17
Es una enzima microsomal que se localiza en el reticulo endoplasmico liso que tiene doble

funcién y esta codificada por el gen CYP17Al. Es una enzima clave en la biosintesis de
andrdgenos, la cual tiene actividad de 17a-hidroxilasa 'y 17, 20 liasa; esta enzima controla un
importante punto de ramificacion en la esteroidogenesis entre los glucocorticoides y la
biosintesis de hormonas sexuales (Bhatt et al., 2017). En humanos la P450c17 es necesaria
para la produccion principalmente de glucocorticoides como el cortisol y para la produccion
de androgenos, sin embargo en los roedores esta enzima no se expresa en las glandulas
adrenales, se expresa principalmente en las gonadas.
La regulacion de la actividad de esta enzima depende en gran medida de tres factores
postraduccionales. Primero, la actividad de 17,20 liasa es especialmente sensible a la
abundancia molar de la proteina de transferencia de electrones. Como todas las enzimas P450
microsomales, la P450c17 recibe electrones de la NADPH a través de la flavoproteina P450
oxidoreductasa (POR) y media la catalisis a través del atomo de hierro en su anillo hemo. La
POR recibe dos electrones de NADPH vy los transfiere uno a la vez al P450. El modelado
computacional muestra que la POR es una proteina con forma de mariposa: un ala contiene
un dominio de dinucledtido de adenina flavina (FAD) y la otra contiene un dominio de
mononucledtido de flavina (FMN), estos dos dominios estdn separados por una region
flexible en forma de bisagra; cuando el dominio FAD de POR recibe dos electrones del
NADPH se presenta un cambio conformacional en la region de la bisagra uniendo las dos
alas y alineando los anillos del FAD y FMN, permitiendo que los electrones fluyan desde el
dominio FAD al dominio FMN. La POR vuelve a su conformacion inicial, mas abierta
permitiendo que el dominio FMN se asocie con el sitio de union del P450 por interacciones
electrostaticas: la superficie del dominio FMN, donador de electrones tiene numerosos
residuos &cidos, mientras que el sitio de union de la P450 contiene numerosos residuos
basicos. Los electrones del dominio FMN fluyen al &tomo del grupo hemo del P450 (donde la
catalisis es mediada) y la POR se separa del P450 (Miller & Tee 2015).
Segundo, el citocromo b5 promueve fuertemente la actividad de 17,20 liasa. Este citocromo
es una pequefia hemo-proteina unida a la membrana que se expresa en adrenales y gonadas.
Estudios sugieren que el citocromo principalmente actia como un factor alostérico que
promueve la interaccion de P450c17 con la proteina de transferencia de electrones (POR); y
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en tercer lugar, la fosforilacion de serina / treonina del propio P450c17 promueve la actividad
17, 20 liasa (Miller & Tee, 2015). La presencia del citocromo b5 aumenta la actividad de
16a-hidroxilasa de P450c17, esta actividad se ha atribuido al efecto alostérico del citocromo
b5 que cambia la conformacion del P450c17 de manera que el sustrato pueda alinearse

favoreciendo la reaccion (Bhatt et al., 2015).
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1.7. Justificacién

= La cisticercosis es una enfermedad causada por la etapa larval de Ts que afecta varios
huespedes incluyendo el humano y es un importante problema de salud puablica en

varios paises, incluido México.

= Se ha demostrado que estos ténidos pueden alterar el ambiente hormonal del huésped

y tienen la capacidad de sintetizar hormonas esteroideas.

= Las hembras son mas susceptibles a la infeccion con T.crassiceps, sugiriendo que los

estrogenos tienen un papel importante en el desarrollo del parasito.

= Existen estudios que muestran aumento de la atresia folicular en el ovario de ratonas

infectadas con cisticercos de T.crassiceps ORF a los 45 dias de infeccion.

= Por lo tanto es necesario estudiar en detalle la evolucion de la foliculogénesis de las
ratonas infectadas, asi como la expresién de enzimas encargadas de la sintesis de
estrogenos y andrdgenos, e investigar los mecanismos fisiopatoldgicos y moleculares

gue provocan estas alteraciones.

1.8. Hipdtesis

La infeccion con cisticercos de T. crassiceps WFU disminuira el nimero de foliculos en
desarrollo, aumentara la atresia folicular e incrementara en el ovario la expresion de las
enzimas clave involucradas en la sintesis de estrégenos y andrdgenos: 17a-hidroxilasa/17,20

liasa y aromatasa.
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1.9. Objetivos

1.9.1 Objetivo general
Investigar si la infeccidn de ratonas con cisticercos de Taenia crassiceps WFU altera el

desarrollo folicular, la histopatologia del oviducto, y si modifica aspectos endocrinos del

ovario.

1.9.2 Objetivos especificos

e Cuantificar durante el curso de la infeccion (2, 4 y 6 meses) los diferentes tipos de
foliculos de hembras infectadas por T. crassiceps WFU y no infectadas, en cortes
seriados de tejido ovarico.

e Evaluar la ovulacién mediante el conteo de cuerpos luteos y foliculos preovulatorios
en hembras infectadas por T.crassiceps WFU y no infectadas.

e Investigar en el ovario de hembras infectadas y controles los niveles de proteina de
enzimas esteroidogénicas involucradas en la sintesis de estrogenos y andrégenos:
Aromatasa y P450c17

e Evaluar las concentraciones en suero de estradiol (E2) y androstenediona (A4) en

hembras no infectadas e infectadas con cisticercos de T.crassiceps WFU
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2. METODOLOGIA

2.1 Reactivos

Reactivo Casa comercial
Paraformaldehido Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
Hematoxilina Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
Eosina Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
Etanol absoluto Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
Xilol Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
Albumina de suero bovino Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
NaCl Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
EGTA Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
Ortovanadato de Sodio Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
NaF Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
Pirofosfato de Sodio Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
Glicerol Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
MgCl; Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA
SDS Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA

Deoxicolato de sodio

Sigma-Aldrich, St.

Luis, MO, USA
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Kit ELISA Estradiol

DRG International, Inc. Springfield, USA

Kit ELISA Androstenediona

DRG International, Inc. Springfield, USA

Anti-Aromatasa

OriGene Technologies Inc, USA

Anti-p450cl7

Santa Cruz Biotechnology, USA

Anti-GAPDH

Santa Cruz Biotechnology, USA

Anti-raton peroxidado

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Anti-conejo peroxidado

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Medio de montaje Entellan

Millipore Corporation, Bedford, MA, USA

Luminata

Millipore Corporation, Bedford, MA, USA

Membranas PVVDF

Millipore Corporation, Bedford, MA, USA

Films X-ray

Kodak, Palo Alto, CA, USA
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2.2 Disefio experimental

— - Is
Sacrificio o <
Inoculacion viaip 7
oalp
Infectada con el Ratones hembra Balb/c
Parasito {6 semanas de edad)

Ratonas hembra Balb/c (6 semanas de
edad)

Sacrificio a los 2, 4 v 6 meses
post-infeccion
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2.3 Modelo animal
Los procedimientos realizados en los ratones de laboratorio se llevaron a cabo de acuerdo a

los lineamientos internacionales establecidos para el uso y el cuidado de los animales del
laboratorio. Estos procedimientos se llevaron a cabo previa autorizacion del Comité de
Investigacion para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del CINVESTAV-IPN
(CICUAL) y de la Unidad de Produccién y Experimentacion de Animales de Laboratorio de
la misma institucién (UPEAL).

Las ratonas de la cepa Balb/c en edad adulta de (6 semanas de edad) fueron proporcionadas
por la unidad de Proteccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) del
Cinvestav. Las ratonas se colocaron en cajas de polisulfonato en un ciclo de 12 h
luz/oscuridad y se alimentaron con agua y comida ad libitum.

Las ratonas se aclimataron durante una semana y se asignaron aleatoriamente a dos grupos de

Figura 10. Evaluacién del efecto de la infeccidn por cisticercos Tc en ovarios de ratonas infectadas y no
infectadas

experimentacién (n=4 por grupo): un grupo control negativo que s6lo recibié PBS y un grupo
de infeccidn con cisticercos de T.crassiceps WFU. La infeccién se llevo a cabo por inyeccion
via intraperitoneal de 10 cisticercos en 0.5 ml de PBS estéril, los animales se mantuvieron por
2, 4 y 6 meses post-infeccion.

Al término de la infeccion, las ratonas se sacrificaron por dislocacion cervical. Se recolecto el

suero y los 6rganos y se asignaron para los analisis posteriores.

2.4 Histologia de tejidos
2.4.1Principio: La histologia es una técnica util para la evaluacién de la morfologia de los

tejidos. Esta técnica consiste en la inclusion de tejidos (previamente fijados) en parafina para
proporcionar cortes que muestran imagenes de estructuras tisulares contrastadas con una
tincion. Las tinciones de los cortes histoldgicos permiten obtener un contraste de color
mediante la combinacion de colores acidos y basicos. La hematoxilina, al ser un colorante
béasico tifie de color morado a los acidos como el ADN y ARN; mientras que la eosina, al ser

un colorante acido tifie de color rosado las bases.
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2.4.2 Procedimiento: Los ovarios y los oviductos disecados se fijaron en paraformaldehido al
4% inmediatamente después de su coleccion. El tejido se deshidraté sumergiéndolo en una
secuencia de alcoholes con concentraciones crecientes: alcohol al 70%, alcohol al 96% y
alcohol al 100%. Posteriormente se sumergié el tejido en una mezcla de alcohol-xilol (1:1
v/v) y después se colocé en xilol hasta que la muestra se observo translicida. El paso
siguiente es la inclusion en parafina hasta terminar la inclusion en la parafina mas pura; este
procedimiento se realiz6 a 58-60°C. Una vez incluido en parafina, el tejido se coloco en un
molde metélico para histologia, se vacio la parafina y se dejo solidificar para llevar a cabo los
cortes del 6rgano. El ovario completo se secciond en cortes seriados de 4 um con el uso de un
micrétomo. Los cortes se montaron en secuencia sobre portaobjetos y se dejaron desparafinar
toda la noche a una temperatura de 50°C. Finalmente, las muestras ya desparafinadas se
tifieron mediante la tincién con hematoxilina y eosina. Cuando las laminillas se secaron se les
coloco una gota de resina, enseguida un cubreobjetos y se dejaron secar para su evaluacion

posterior.

2.5 Evaluacion histoldgica del ovario

2.5.1 Conteo de los foliculos ovaricos
El conteo de los foliculos ovéricos se realiz6 en cada cuatro cortes histolégicos de todo el

ovario. Se marcaron para su analisis y los foliculos se clasificaron de la siguiente manera:

a) Primordiales, si los foliculos contienen un ovocito rodeado por una capa de células de la
granulosa con forma alargada o rodeada por una capa incompleta de células de la granulosa
con forma de cubo.

b) Primarios, si los foliculos contienen un ovocito rodeado por una capa completa de células
de la granulosa con forma de cubo

c) Antrales, si los foliculos contienen un ovocito con un ndcleo visible, mas de cinco capas de
células de la granulosa y un espacio antral.

d) Preovulatorios, si los foliculos poseen una cavidad antral grande, asi como un complejo
ovocito-células de la cimula unido a las células de la granulosa.

2.5.2 Procedimiento: Se obtuvo el porcentaje total de foliculos de cada tipo (primordiales,

primarios, antrales y preovulatorios) por muestra y se multiplicé por un factor de 4. Los datos
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se presentan como la media mas menos el error estandar (EE) por tipo folicular y por grupo

experimental.

2.6 Conteo de cuerpos luteos y medicidn de las microvellosidades ciliadas del oviducto
El conteo de cuerpos luteos se realiz6 de acuerdo a las especificaciones de Barnett et al.,

(2007). Los cuerpos luteos se identificaron como unidades estructurales en el ovario que
contienen células luteinizantes, las cuales son de estructura similar a las células de la
granulosa, pero de tamafio ligeramente mayor. Los cuerpos luteos se contaron a lo largo de
los cortes histoldgicos de cada ovario.

Se midio la longitud de las micro-vellosidades del epitelio cilindrico simple del oviducto. Se
seleccionaron 10 campos al azar con una ampliacion de 100x. Todas estas mediciones se
realizaron utilizando un microscopio (Olympus) equipado con una camara digital y software
Infinity 1-Lumera.

2.7 Cuantificacion de Hormonas sexuales por ELISA
2.7.1 Principio: Se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de

forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunol6gica como enzimatica.
Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e
insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo quedara
inmovilizada y, por tanto, serd facilmente revelada mediante la adicion de un sustrato
especifico que al actuar la enzima producird un color observable a simple vista o
cuantificable mediante el uso de un espectrofotometro o un colorimetro.

2.7.2 Procedimiento: Los sueros de las ratonas no infectadas como de las infectadas se
obtuvieron por centrifugacion a 1500rpm por 15 minutos y congelaron a -20°C hasta su uso.
Para las concentraciones de 17p-estradiol (E2) se utilizdé un kit comercial DRG de
inmunoensayo enzimatico de estradiol [DRG® Estradiol sensitive ELISA (EIA-4399)]. EI
antisuero utilizado en el ensayo fue especifico para E». La reactividad cruzada para el ensayo
fue 100% con Estradiol, 0.2% con Estrona, 0.05% con Estriol y 0% con otros esteroides o
derivados de esteroides. La sensibilidad analitica del ensayo fue <1.399pg/mL.

Para las concentraciones de Androstenediona se utilizo un kit comercial DRG para
inmunoensayo enzimatico de androstenediona [DRG® Androstenedione ELISA (EIA-3265)].

El antisuero utilizado en el ensayo fue especifico para Androstenediona. La reactividad
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cruzada para el ensayo fue 100% con Androstenediona, 0.6% con Testosterona, 0.3% con
170H-progesterona, <0.01% con Androsterona, Dihidrotestosterona, Estradiol, Estrona y
Progesterona. La sensibilidad analitica del ensayo fue de 0.021 ng/mL

Para el andlisis de las muestras se descongelaron y se mantuvieron a temperatura ambiente,
la cuantificacion de estradiol y androstenediona se realizo siguiendo el protocolo de acuerdo
a las especificaciones del fabricante.

2.8 Expresion de 17a-hidroxilasa/17,20 liasa y aromatasa por Western blot.
2.8.1Principio: El western blot es una técnica semi analitica utilizada para detectar proteinas

especificas en una muestra de tejido, cultivo celular, extracto de proteina total o
subfraccionada. Se basa en la separacion de las proteinas en funcién de su tamafio mediante
una electroforesis en gel. Posteriormente las proteinas son transferidas a una membrana,
donde son reconocidas mediante anticuerpos especificos. La presencia de los anticuerpos
especificos se detecta con anticuerpos marcados con una enzima que al ponerse en contacto
con su sustrato emite una sefial colorida o fluorescente.

2.8.2 Procedimiento: Se evalud la expresion de la 17a-hidroxilasa/17,20 liasa y de la P450-
aromatasa en ovarios con 2, 4y 6 meses de infeccion y respectivos controles.

a) Extraccion de proteina total de tejido. Los ovarios se extrajeron, se les quitd el excedente
de grasa e inmediatamente se congelaron a -80°C hasta la extraccion. Cada grupo de ovarios
se homogeniz6 en amortiguador de lisis frio (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7.4, 1 mM
EGTA, 1 mM ortovanadato de sodio, 100 mM NaF, 10 mM pirofosfato de sodio, 10%
glicerol, 1% Triton X-100, 1% deoxicolato de sodio, 1.5 mM MgCl,, 0.1% SDS, 1 mM
PMSF, 10 pg/mL leupeptina, 5 pg/mL antipaina, 5 pg/mL quimostatina, 5 pg/mL
benzamidina y lpg/mL pepstatina). A continuacion las muestras se centrifugaron a 15 000
rpm por 15 min a 4°C.

La proteina total se dividio en alicuotas de 20 ul que se mantuvieron a -78°C hasta su uso. Se
destind una alicuota de 5 ul para la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford,
utilizando albumina sérica bovina (BSA) como estandar.

b) Separacion electroforética de la proteina total. Para cada condicion se utilizaron 40ug del
extracto total, ajustado a 40ul, que se mezclo con v/v con buffer muestra (buffer de muestra-2

B-Mercaptoetanol al 5%). Se ajustaron todas las muestras al mismo volumen para enseguida
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someter a ebullicién por 5 minutos. Se mantuvieron en el hielo mientras se cargaron en el gel
de Dodecilsulfato sddico poliacrilamida-(SDS). Posteriormente se realizd la electroforesis en
gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12% con SDS a voltaje constante de 100 V. Una vez
que se separaron los proteinas por peso y carga se trasfirieron a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) a 65 mA durante 1 hora en una cdmara de electro transferencia semi-
himeda. En seguida se bloquearon a temperatura ambiente durante 1 h los sitios libres de la
membrana con una solucion de leche descremada al 5% en PBS.

¢) Inmunodeteccion. La membrana de PVDF se incubd con el anticuerpo primario especifico
para P450-aromatasa (1:1000) o P450c17 durante toda la noche a 4°C; posteriormente se
realizaron 4 lavados cada 5 minutos con solucion de lavado (PBS pH 7.4 Tween-20 0.1%)
para después incubar por 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
especifico de (conejo) conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) o de anticuerpo de (ratén)

conjugado con HRP (1:5000), luego se realizaron 4 lavados de 5 minutos cada uno.

Las bandas se detectaron utilizando un sustrato quimioluminiscente (luminata) y peliculas
radiograficas KODAK y las bandas se capturaron en un procesador de iméagenes (Bio
Imaging System, Gene Genius), para su posterior analisis densitométrico por medio del
software ImageJ. Como control de carga se utilizé Gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa
(GAPDH). Se realizaron tres experimentos independientes.

2.9 Andlisis de resultados.

Los resultados se presentan como la media + EE y se consideré como signicativo P< 0.05. La
comparacion entre grupos se realizé utilizando la prueba estadistica de analisis de varianza
(ANOVA) vy la significancia estadistica se determind con una prueba de comparacion
multiple de Bonferroni. La prueba t-student se realiz6 para evaluar diferencias estadisticas
entre grupo control y grupo con infeccién en un tiempo. El andlisis de datos de realiz6
utilizando el software Graph Pad Prism version 7.0

3. RESULTADOS

3.1 La infeccion peritoneal con cisticercos de T.crassiceps WFU no afecta el peso corporal
de las ratonas.
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Para determinar el impacto de la infeccion con cisticercos de T.crassiceps en el peso corporal
de las ratonas, se pesaron al momento del sacrificio. Se observé un incremento significativo
en el peso corporal a los 2, 4 y 6 meses post-infeccion comparados con el grupo control. Sin
embargo después de la recoleccion de los parasitos de la cavidad peritoneal no se observaron

diferencias significativas en los pesos de las carcasas entre los grupos (Figura 11).
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Figura 11. Peso corporal y de la carcasa de ratones sanos e infectados con cisticercos de T.crassiceps

durante el curso de la infeccion. Cada barra representa la media + EE (n=4 por grupo). *p<0.05,
****n<0.0001 diferente comprado con los animales del grupo control.

3.2 La infeccion peritoneal con cisticercos de T.crassiceps WFU altera la foliculogénesis

ovarica.

La unidad fundamental del ovario es el foliculo y su desarrollo es un proceso complejo que
termina en la ovulacién y la liberacion del ovocito. Se evalud el efecto de la infeccion sobre

la foliculogénesis a los 2, 4 y 6 meses post infeccion. Observamos una disminucion
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significativa en el numero de foliculos primordiales y primarios a los dos meses de infeccion
en el grupo de animales infectados comparado con el control (Figura 12A). También se
observo una tendencia a la disminucién en el nimero de foliculos antrales y preovulatorios a
los 2, 4 y 6 meses post infeccion (Figura 12A, B y C). Es de destacar que se mostré un
aumento significativo en el nimero de foliculos en atresia lo cual nos indica que un nimero
importante de los foliculos no completa su desarrollo en los grupos infectados en todos los
tiempos evaluados. Estos resultados sugieren una alteracion en las hormonas FSH y LH que
son las principales reguladoras del desarrollo folicular (Franks et al., 2000). En la figura 12 se
muestran también micrografias representativas de ovario control (d) y de ovario de ratones

hembra infectadas () a los 2, 4 y 6 meses post infeccion.
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Figura 12. Efecto de la infeccién con Taenia crassiceps WFU en el niGmero de foliculos ovaricos. Se
analizaron al menos 500 cortes por ovario. Cada valor representa la Media + EE. . (*) p<0.05, (**) p<0.001,
(****) p<0.0001 comparados con el grupo control. Los datos fueron analizados utilizando Analisis de varianza
(ANOVA) con la prueba post-hoc Bonferroni de comparacion multiple. n=3 ratones hembra por grupo

3.3 La infeccion con cisticercos de T.crassiceps WFU disminuye el nimero de cuerpos
Iateos

La presencia del cuerpo lGteo es indicativo de que ocurrid la ovulacion o liberacion del
ovocito. Por lo tanto para estimar el proceso de ovulacidn, se realizé el conteo de los cuerpos
luteos en los ovarios de las ratonas sanas e infectadas con cisticercos de T.crassiceps. Se

observo una disminucion significativa en el nimero de cuerpos lGteos a los 2 y 4 meses de
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infeccion. La diferencia se mantuvo, y fue més evidente a los 6 meses post-infeccion (Figura
13).
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Figura 13. Efecto de la infeccion con T.crassiceps WFU en el nimero total de cuerpos lateos en el ovario.
Dos meses post-infeccion; 4 meses post-infeccion y 6 meses post-infeccion. Cada barra representa la media +
EE (n=4 ratonas por grupo). *p<0.05, **p<0.01 diferente comparado con el grupo control.

3.4 Efecto de la infeccidn con cisticercos de T. crassiceps en el largo de los cilios de las
células ciliadas del oviducto de la ratona

La figura 14 muestra la longitud de los cilios de las células ciliadas del oviducto de animales
control e infectados. Observamos una disminucién significativa en la longitud de las células
ciliadas del oviducto de ratonas del grupo de infeccién comparadas con el grupo control a los

2, 4 y 6 meses post-infeccion.
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Figura 14. Efecto de la infeccion con T.crassiceps WFU en la longitud de los cilios las células ciliadas del
oviducto. A). Micrografia representativa que muestra las células ciliadas del oviducto de animales control
(micrografia superior) e infectados (micrografia inferior) (100X). B). 2, 4 y 6 meses post-infeccion. Cada
barra representa la media + EE (n=4 por grupo). ***p<0.001, ****p<0.0001 diferente comparado con el grupo
control.

3.5 Efecto de la infeccion con T.crassiceps en la expresion de P450-aromatasa y P450¢17
en el ovario

Como se observaron alteraciones en el desarrollo folicular y en el oviducto, decidimos
evaluar la expresion de dos importantes enzimas esteroidogénicas del ovario, la P450c17 y la
P450-aromatasa y por Western blot. Estas dos enzimas son importantes para la sintesis de
androgenos y de estrogenos en el ovario. Se observo un aumento significativo en la expresion
de la enzima P450-aromatasa de los ovarios del grupo con infecciébn comparado con los
ovarios de los animales del grupo control a los 2, 4 y 6 meses post-infeccion (Figura 15). Asi
mismo el andlisis densitométrico del Western blot mostré un incremento significativo de la

expresion de p450c17 en los ovarios de las ratonas del grupo con infeccion (Figura 16).
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Figura 15. Andlisis por western blot de la expresion de P450-aromatasa en ovarios de ratonas del grupo
control y grupo de infeccion. a, Western blot y b, analisis densitométrico de la expresion de P450-aromatasa en
los ovarios de ratonas del grupo control e infectados a los 2, 4 y 6 meses post infeccién. Datos representan la
media £ EE (n=6 por grupo). *p<0.05, **p<0.01 diferente comparado con el control; unidades arbitrarias.
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Figura 16. Andlisis por Western blot de la expresion de P450c17 en ovarios de ratonas del grupo control y
grupo de infeccién. a. Western blot y b. analisis densitométrico de la expresidn de P450.17 en los ovarios de
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ratonas del grupo control e infectados a los 2, 4 y 6 meses post infeccién. Datos representan la media + EE (n=6
por grupo). *p<0.05, ***p<0.001 diferente comparado con el control; unidades arbitrarias.

3.6 La infeccion de las ratonas con T.crassiceps WFU incremento significativamente la
concentracidn sérica de estradiol y de androstenediona

Como observamos un aumento en la expresion de las enzimas P450-aromatasa y P450c17 en
el ovario de las ratonas infectadas, decidimos evaluar la concentracion sérica de estradiol y
androstenediona. Muestras de suero del grupo control y del grupo infectado se recolectaron
para medir las concentraciones de estradiol y androstenediona. Se observo un incremento en
los niveles de estradiol sérico (Figura 17) en el grupo de infeccion a los 2, 4 y 6 meses post
infeccion.

La infeccibn también provocé aumento significativo de las concentraciones de

androstenediona en el suero de las ratonas infectadas con cisticercos en los tres tiempos

estudiados (Figura 18).
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Figura 17. Concentracién de estradiol en suero. Cuantificacidn de los niveles de estradiol en suero (pg/ml) de
ratonas sanas e infectadas con cisticercos de T.crassiceps a los 2, 4 y 6 meses post-infeccion. Los datos
representan la media + EE (n=4 por grupo). *p<0.05 diferente comparado con el control.
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Figura 18. Concentracién de androstenediona en suero. Cuantificacion de los niveles de androstenediona en
suero (pg/ml) de ratonas sanas e infectadas con cisticercos de T.crassiceps a los 2, 4 y 6 meses post-infeccion.
Los datos representan la media £ EE (h=4 por grupo). *p<0.05, **p<0.001 diferente comparado con el control.

39



4. DISCUSION

La infeccidn de ratonas con Taenia crassiceps WFU es un excelente modelo bioldgico de
cisticercosis murina que permite estudiar la interaccion entre el huésped y el parasito y por
esto se eligi6 como modelo experimental para hacer un estudio detallado de los efectos de
este pardsito en aspectos reproductivos. Este es el primer estudio que muestra los efectos a
largo plazo por la infeccion de T.crassiceps WFU en varios aspectos reproductivos de la
ratona infectada, como la expresion de enzimas esteroidogénicas en el ovario, concentracion
de estradiol y androstenediona en suero, evaluacion detallada de la evolucién de cada tipo
folicular del ovario y la presencia de cuerpos luteos.

En el presente trabajo se observo un aumento estadisticamente significativo en el peso
corporal de las ratonas (Figura 11) que se puede atribuir al incremento de la carga parasitaria,
debido a que el peso de las ratonas después de extraer los cisticercos (carcasa) fue similar en
ambos grupos. La mayor susceptibilidad a la infeccion con cisticercos en las hembras se ha
reportado anteriormente en animales infectados con la cepa ORF, siendo las hembras mas
susceptibles a la infeccion con cisticercos de T.crassiceps en comparacion con los machos, lo
que sugirié que el ambiente estrogénico favorece la reproduccién del parasito (Larralde et al.
1995).

En nuestro estudio, se encontr6é que la infeccion a largo plazo con T.crassiceps WFU causa
alteraciones en el desarrollo de los diferentes tipos de foliculos ovaricos asi como un
incremento significativo de la atresia folicular. Los factores que determinan el desarrollo
folicular y la atresia no se conocen completamente. Sin embargo existe evidencia que muestra
que el desarrollo folicular, la ovulacion y la funcion del cuerpo liteo son procesos regulados
por hormonas como las gonadotrofinas hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona
luteinizante (LH) (Hirshfield 1991; McGee and Hsue 2000).

Asi mismo, la atresia folicular ovarica es un proceso de apoptosis controlado hormonalmente
y ocurre en todos los estadios del desarrollo folicular. Se conoce que la disminucién en el
namero de receptores a gonadotrofinas en las células de la granulosa se ha relacionado con el
inicio de la atresia. También se conoce que las concentraciones relativas de androgenos y
estrégenos en el liquido folicular modulan la sensibilidad de las celulas del foliculo a

gonadotrofinas, por lo que son importantes para controlar el inicio de la atresia (Carson et al.
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1981). La produccion de estradiol es esencial para promover la foliculogénesis e inhibir la
atresia folicular. Dado que encontramos que el ovario de las ratonas infectadas muestra un
aumento de foliculos atrésicos, es posible que la concentracion intra-ovarica de estrogenos
esté elevada lo que provoca un desbalance estrogenos/androgenos.

Observamos una disminucion significativa en el nimero de foliculos primordiales y
primarios en las ratonas infectadas a los dos meses post-infeccion. Se sabe que estos estadios
de desarrollo folicular son independientes de gonadotrofinas, pero el mecanismo que controla
el inicio del desarrollo folicular se desconoce (Hoyer et al. 2005). Esperariamos resultados
similares a los 4 y 6 meses post-infeccion, sin embargo, no encontramos diferencias
estadisticas en comparacion con los ratones del grupo control. Un mecanismo de
compensacion podria ser la causa de estas fluctuaciones, al respecto se ha reportado que la
atresia folicular facilita la formacion de foliculos primordiales (Hirshfield 1991).

En este trabajo se observo una disminucion significativa en el nimero de cuerpos liteos en
los tres tiempos incluidos en el estudio. El hecho de que las ratonas infectadas tuvieron 50%
menos cuerpos lateos a los dos meses de infeccion y que la diferencia fuera aun mas grande a
los 6 meses de infeccion, sugiere fuertemente que la ovulacion claramente se afectd por la
presencia de los parasitos en la cavidad abdominal.

Por otro parte, nuestros resultados muestran que la infeccion crénica con T.crassiceps WFU
causa un incremento en las concentraciones de estradiol sérico comparado con el grupo
control. Alteraciones en el ciclo estral del raton se han descrito como consecuencias de
infecciones parasitarias como Plasmodium vinckein petteri, donde la infeccién induce un
aumento en los dias de estro al inicio de la infeccion y una disminucién después de los 20
dias de infeccidn (Barthelemy et al. 2004). Concentraciones elevadas de estradiol a los 4 y 8
semanas post-infeccion se han observado en ratonas infectadas con T. crassiceps ORF y en el
suero de ratones machos infectados con Mycobacterium tubercolusis (Ramos Robles et al.
2018). Asi mismo, Spratt et al (2006) y Dosset et al (2008) encontraron un aumento
significativo de 17p-estradiol, como una consecuencia frecuente en infecciones graves.

Es posible que el incremento de estrogenos en el suero de las ratonas infectadas no solo se
origine de los foliculos ovaricos sino también de otras fuentes. Interesantemente, observamos
utilizando Western blot que la infeccion cronica con T.crassiceps WFU incrementa la

expresion de la enzima P450-aromatasa en el ovario (Fig. 15). Se conoce que la expresion de
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aromatasa es regulada por varias citocinas pro-inflamatorias como la IL6 y la IL1, estas
interleucinas se incrementan en varias enfermedades infecciosas y también en ratones
infectados con T.crassiceps ORF (Larralde et al. 1995; Aguilar-Rebolledo et al. 2001;
Chavarria et al. 2005), sugiriendo una interaccién inmunoendocrina durante la infeccion
parasitaria y un posible mecanismo que le permita al parasito permanecer en el huésped.
Hasta donde sabemos, no se han publicado otros estudios sobre la expresion de la aromatasa
en ovarios de ratonas infectadas con cisticercos.

Como se indicd en la introduccion, P450c17 es una enzima esencialmente importante para la
biosintesis de andrégenos en el ovario, y es también esencial en la esteroidogénesis de las
glandulas suprarrenales y testiculo.

Por esta razon decidimos evaluar la expresion de esta enzima y nuestros datos mostraron que
la infeccion de T. crassiceps WFU incrementa la expresion de la P450c17 en el ovario. Hasta
el momento no existen estudios que describan la relacion entre la infeccion de T.crassiceps y
la expresion de la enzima P450c17. Esta enzima se expresa principalmente en las células de
la teca del ovario; se ha planteado la hipotesis de que el aumento de la actividad de esta
enzima aumenta la biosintesis y secrecion de andrégenos (Kaur et al. 2018). Se ha
demostrado que esta enzima interviene en la generacion de esteroides regulando el
crecimiento folicular bajo el control de LH. El incremento de la expresion de esta enzima en
el ovario de las ratonas infectadas podria estar relacionado al aumento del numero de
foliculos atrésicos encontrados en estos animales. En nuestro estudio, observamos también un
significativo aumento en los niveles séricos de andrdgenos en las ratonas infectadas
comparadas con el grupo control; es posible que el aumento de los andrégenos séricos esté
relacionado con un incremento de la expresion de esta enzima clave para la sintesis de
androgenos. Es posible que la sintesis de androgenos intra-ovaricos se eleve y pueda conducir
a un desbalance de estradiol/andrégenos.

Con respecto a esto, en el sindrome del ovario poliquistico (SOP), un sindrome donde se
presenta alteracion en la foliculogénesis, se observa un aumento en la expresién de P450c17
en células de la teca comparado con pacientes sanos (Nelson et al. 1999). De igual forma, se
ha reportado que patologias inflamatorias pueden desencadenar eventos en cascada que
conduzcan a un incremento en la produccién de androgenos provenientes del ovario (Li et al.

2018). Se ha reportado que mujeres con el SOP presentan niveles elevados de IL6 en suero
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(Younis et al. 2014), y alteraciones similares se observaron en las ratonas infectadas con T.
crassiceps ORF (Larralde et al. 1995).

Una similitud interesante entre neurocisticercosis humana y el SOP se reportd en una
paciente por Sacerdote et al. (2012). Ademas, se ha observado que mujeres con un tipo del
SOP que ovulan muestran una hipersecrecion de androgenos pero no de estrogenos, y
presentan una foliculogénesis normal. Pero en otro tipo del SOP en el cual las mujeres no
ovulan se detectd hipersecrecion de androgenos y de estrogenos; ellas también presentaban
un incremento de LH en suero, y una inversién en la proporcion LH/FSH. Estas pacientes
también presentaron alteracion en la foliculogénesis y un incremento de la actividad de la
enzima P450-aromatasa en el ovario, asi como incremento en la produccion de progesterona
en cultivos de foliculos ovéricos con el SOP comparados con foliculos de mujeres sanas
(Franks et al. 2000). Ademas se ha reportado que células de la granulosa aisladas de foliculos
de mujeres que ovulan, secretan estradiol en respuesta a LH cuando los foliculos han
alcanzado un didmetro de 9-10mm. En contraposicion a esto, células derivadas de foliculos
de mujeres que no ovulan por padecer SOP, la LH estimula la secrecién de estradiol y
progesterona en células de la granulosa de foliculos menores a 4 mm de didmetro (Willis et
al. 1998). También, foliculos antrales de alrededor de 6-8mm en diametro producen niveles
de estradiol y progesterona parecidos a los encontrados en foliculos pre-ovulatorios normales
(Willis et al. 1998). Interesantemente, las células de la granulosa provenientes de ovarios de
pacientes anovulatorias con el SOP tienen una produccion exagerada de estradiol en respuesta
a la FSH (Mason et al. 1994). Nuestros hallazgos en la alteracion de la funcion del foliculo y
la disminucién en la cantidad de cuerpos luteos, sugieren alteraciones en el proceso de
ovulacion, y son aspectos muy parecidos a los que se observan en mujeres con el SOP que no
ovulan. Recientemente se ha reportado que el SOP esta asociado con un bajo grado de
inflamacion. Nuevos hallazgos muestran que los mediadores intrafoliculares de inflamacion
aumentan en foliculos preovulatorios en mujeres con SOP; a su vez un bajo grado de
inflamacién crénica puede causar una disfuncion ovéarica en mujeres con dicho sindrome
(Cirillo et al., 2019). En nuestro modelo las ratonas infectadas presentan un bajo grado de
inflamacion cronica por la presencia de los parasitos en la cavidad abdominal, lo que también

puede ser un factor que esté contribuyendo a los resultados observados.
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En la mayoria de las especies animales, incluyendo el raton, la tuba (oviducto) esta formada
por células ciliadas (micro vellosidades) y células secretoras, asi como células del musculo
liso; se ha reportado que las hormonas del ovario afectan la estructura epitelial del oviducto
asi como la longitud de los cilios. Existen datos que indican que las alteraciones en los
niveles de esteroides ovaricos pueden inducir un mal funcionamiento del oviducto e
infertilidad. Los estrogenos estimulan la hipertrofia de las células epiteliales, aumentan la
secrecion y la ciliogénesis, mientras que la atrofia, deciliacion y disminucion en la longitud
de los cilios esta asociada con altos niveles de progesterona en suero (Lyons et al. 2006).
Nosotros observamos una disminucion en la longitud de las micro-vellosidades del oviducto
y un incremento en las concentraciones de estradiol en suero en la ratonas infectadas con Tc
WFU. Respecto a estos resultados Verhage et al (1979) evaluo la longitud de las células
ciliadas del oviducto asi como su morfologia y los correlacion6 con los niveles en suero de
hormonas ovaricas, report6 altos niveles de estradiol en suero durante periodos de atrofia y
deciliacion, mientras que la longitud de las células se encontraba reducida. Estradiol por si
solo no tiene efecto sobre las células ciliadas; sin embargo puede regularlas indirectamente a
través de la estimulacién de los receptores de progesterona (Shao et al. 2007). De igual forma
se ha observado que infecciones con microorganismos como la Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia and Escherichia coli causan efectos en la mucosa del oviducto, lo cual resulta en
la perdida de la células ciliadas del oviducto o la disminucién en la longitud de las mismas
(Lyons et al. 2006), sin embargo en estas infecciones los microorganismos ascienden dentro
del tracto genital donde causan inflamacion. Alteraciones en las células del oviducto se han
observado en mujeres con endometriosis en las que se encontré un incremento de citocinas
pro-inflamatorias en el fluido peritoneal, que podria estar afectando directamente a las micro-
vellosidades del oviducto; sin embargo se desconoce el mecanismo que lleva a estos cambios
(Lyons et al. 2006); por otra parte se ha observado que mujeres infértiles por alteraciones en
el oviducto presentan elevados niveles de IL-6 en el liquido folicular, por lo que se puede
especular que IL-6 puede contribuir de manera indirecta a las alteraciones del oviducto
(Calogero et al., 1998).

En el caso de la infeccion con de T. crassiceps WFU los cisticercos no se encontraron en el
oviducto pero la inflamacion peritoneal pudo ser de manera indirecta, la causa de las

alteraciones en las células ciliadas. Este es el primer estudio que describe la relacion entre la
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infeccion con T. crassiceps WFU vy alteraciones en el oviducto; sin embargo se necesitan mas
estudios para explicar el mecanismo por el cual se origina este dafio.

En resumen, el presente estudio describe por primera vez la capacidad de T. crassiceps WFU
de alterar la funcion del ovario y de enzimas esteroidogénicas en una infeccion crénica.
Nuestros hallazgos sugieren que la infeccion con T. crassiceps WFU es un disruptor
endocrino que tiene un impacto negativo en el sistema reproductor femenino que podria

afectar la fertilidad.
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Figura 19. Resumen de resultados. La infeccion crénica con cisticercos de T. crassiceps WFU causa una
disminucién en el nimero de foliculos en desarrollo asi como una significativa disminucién de cuerpos luteos,
lo que tiene como consecuencia una posible disminucion en la ovulacién de las hembras infectadas. También se
ve reflejado un aumento significativo en el nimero de foliculos atrésicos, la atresia folicular esta relacionada
con un aumento en la expresion de la enzima P450c17 lo que observamos en nuestros resultados, esta enzima es
requerida para la sintesis de andrégenos, se observd un aumento de androstenediona que sirve como precursor
de la enzima P450-aromatasa, enzima requerida para la sintesis de estrogenos, la expresién de esta enzima
aumentd y se ha reportado que citocinas por-inflamatorias como la IL-6 puede modular a la alta la actividad de
P450- aromatasa y como resultado a esto se observd un aumento significativo en las concentraciones séricas de
estradiol. Un aumento en las concentraciones de estradiol causa un desbalance en FSH/LH que puede tener un
efecto negativo en la foliculogénesis.
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5. CONCLUSIONES

* La infeccion con cisticercos de Tc altera el desarrollo folicular y la funcion enddcrina
del ovario.

* Como resultado de las alteraciones foliculares se atrofian las vellosidades del
oviducto, imprescindibles para la gestacion.

* Lainfeccion con el cisticerco modifica la expresion de enzimas esteroidogénicas y un
aumento en las concentraciones de estradiol y androstenediona en suero, lo que
asemeja a lo que sucede en el sindrome de ovario poliquistico.

* En resumen, el presente estudio describe por primera vez la capacidad de Taenia
crassiceps de alterar la funcién ovarica y las enzimas esteroidogénicas en una
infeccion cronica.

* Nuestros hallazgos sugieren que la infeccion con Taenia crassiceps WFU actla como
disruptor enddcrino y tiene un impacto negativo en el sistema reproductor de la

hembra que puede afectar su fertilidad.

6. PERSPECTIVAS

= Evaluar la concentracién sérica de FSH y LH en las ratonas infectadas y controles.

= Evaluar el efecto de la infeccion en el endometrio de las ratonas infectadas.

= Evaluar la expresién de citocinas pro-inflamatorias en las ratonas infectadas y no
infectadas.

= Evaluar la tasa de fertilidad de las ratonas infectadas.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The murine infection with Taenia crassiceps WFU (T. crassiceps WFU) cysticerci has been widely used as an
Ovary experimental model to better understand human cysticercosis. Several reports have established that the host

Cys’_ice“i . hormonal environment determines the susceptibility and severity of many parasite infections. Female mice are
;Ollgl‘;ge““'s more susceptible to infection with T. crassiceps cysticerci suggesting that a rich estrogen environment facilitates
stradiol

their reproduction. Ovarian androgens and estrogens are synthesized by key enzymes as P450-aromatase and
17a-hydroxilase/17, 20 lyase (P450c17). The aim of this study was to determine the effect of chronic in-
traperitoneal infection of T. crassiceps WFU cysticerci on mice ovarian follicular development, ovulation, the
expression of ovarian P450-aromatase and P450c;7, and serum 17f-estradiol, key enzymes of the ovarian
steroidogenic pathway. To perform this study ovaries and serum were obtained at two, four and six months from
T. crassiceps WFU cysticerci infected mice, and compared to those of healthy animals. The ovaries were fixed and
processed for histology or lysed in RIPA buffer for Western blot using specific antibodies for P450,, and P450-
aromatase. 17B-estradiol serum concentration was measured by ELISA. The results showed that the infection
with T. crassiceps WFU cysticerci significantly reduced the number of primordial and primary follicles after two
months of infection. Through the course of the study, the corpus luteum number began to decrease, whereas
atretic follicles increased. The expression of ovarian P450¢;; and P450-aromatase as well as serum E2 con-
centration were significantly increased in the infected group compared to control. These findings show that
chronic infection with Taenia crassiceps WFU may alter the reproductive functions of the female mice host.

Steroidogenic enzymes

It has been shown that the host hormonal environment determines
the susceptibility, the course and severity of many parasite infections.

1. Introduction

Taenia solium human and porcine cysticercosis is a parasitic disease
related to poor sanitary conditions and inadequate hygiene in endemic
areas and is still frequent in Mexico and in developing countries of Asia,
Africa and Latin America (Garcia et al.,, 2003; Fleury et al., 2015;
Morales et al., 2018). Humans can become infected by the adult para-
site (Taenia) and by the larval stage (cysticerci). Parasite localization in
human brain, known as neurocisticercosis, is the most common parasite
disease of the central nervous system (Webb et al., 2018). The murine
infection with the cestode parasites Taenia crassiceps ORF or WFU, has
been widely used as an experimental model to better understand human
cysticercosis (Willms and Zurabian, 2009). T. crassiceps ORF cysticerci
cannot develop the worm because they had lost the scolex. On the other
hand, T. crassiceps WFU cysticerci have a scolex able to develop a worm
when administered PO to hamsters (Willms and Zurabian, 2009).

Hormones are the primary regulators of animal growth and develop-
ment. Many parasites show a response to host hormonal signals, or alter
its hormonal physiology by modifying the rates of endogenous hormone
biosynthesis, degradation, or binding to target receptors. Several stu-
dies have shown that Taenia solium and Taenia crassiceps ORF cysticerci
transform steroid precursors such as progesterone (P,), dehydroepian-
drosterone (DHEA), and androstenedione (A4) to androgens and estro-
gens (Jiménez et al., 2006; Valdéz et al., 2006), and have described the
capacity of Taenia crassiceps WFU cysticerci and tapeworms to trans-
form tritiated precursors to sexual steroids and corticosteroids (Patricio-
Gomez et al., 2017). These studies suggest that the parasite has the
enzymes that participate in the A4 and A5 biosynthetic pathways in-
volved in the synthesis of androgens and estrogens. Other studies de-
scribed the presence of the enzyme 3B-hidroxysteroid dehydrogenase in
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Taenia solium cysticerci and tapeworms (Ferndndez Presas et al., 2008).
In addition, Aceves-Ramos et al. (2014) have demonstrated that Taenia
solium cysticerci express the enzyme 17f3-HSD that belongs to the short
chain dehydrogenases/reductase family, and transforms A4 to testos-
terone. Furthermore, steroid synthesis by parasites may contribute to
defend them from attack of immune cells and therefore facilitate their
survival in the host tissues (Romano et al., 2015).

A reciprocal interaction between host and parasites occurs in several
parasitic diseases because parasites synthesize substances that induce
changes in the host tissues and even can reach the host circulation
(Romano et al., 2003). The presence of parasites in the host can change
its endocrine equilibrium and its immune system and affect the para-
sitic charge, the course of the infection and the parasite's survival
(Romano et al., 2015). Because the host hormones also affect the
parasite's development susceptibility, the parasitic infection could be
different in males and females. For example, female mice are more
susceptible to infection with Taenia crassiceps ORF cysticerci than
males, suggesting that a rich estrogen environment facilitates their
proliferation (Sciutto et al. 1991).

It has been observed that the infection of female mice with T. tae-
niaeformis decreases mating, uterine implantation sites and number of
full-term pups after 5 months of the parasite inoculation (Lin et al.,
1990). Likewise, Taenia crassiceps ORF cysticerci disrupts the mice
normal estrous cycle, and inhibits typical sexual behavior in female and
male animals (Arteaga-Silva et al., 2009). Solano et al. (2013) reported
that subcutaneous inoculation with a low molecular weight Taenia
crassiceps ORF metacestode factor caused ovarian follicular atresia
(predominantly in antral/preovulatory stages of development), and
oocyte degeneration after 45 days of treatment. In addition, two slices
of the ovaries of each of 6 control or infected mice were H/E stained,
and data showed that infected female mice had an increased number of
atretic follicles compared with the total follicles after 45 days (Solano
et al., 2013).

In females, 17p-estradiol modulates the structure and function of
reproductive tissues, such as the uterus and oviduct (Stocco, 2008).
Ciliated cells of the oviduct are dependent on estradiol and proges-
terone concentrations; they are part of the cylindrical epithelial cells
that have the function of transporting both gametes and embryos.
Fluctuations in circulating estradiol are responsible for the character-
istic female pattern through their activity function on the hypotha-
lamus-pituitary ovary axis.

Estrogens are crucial for female and male fertility; several reports
have shown that severe reproductive defects occur when their synthesis
is blocked. These steroids are synthesized by the enzyme P450-ar-
omatase encoded by the Cyp19al gene, from androgen precursors as A4
and testosterone. This enzyme is expressed in the ovary by granulosa
cells and also found in a number of extragonadal sites, including bone,
breast, adipose tissue and brain (Simpson et al., 2001; Mendelson and
Kamat, 2007). In the ovary, the androgenic substrate for aromatase is
produced by theca cells of the follicle, and these steroids are also di-
rectly involved in the regulation of this enzyme The ovarian estrogens
are fundamental for the female reproductive cycle (Stocco, 2008). The
ovarian follicle is the functional unit of the ovary; basically it includes
an oocyte surrounded by two somatic cells, the granulose and theca
cells. The process of follicular development involves maturation steps
called folliculogenesis, that goes through a primordial follicle, trans-
formed into a primary follicle, an antral follicle, and finally into a
mature dominant follicle that will release an oocyte at ovulation. This
process is regulated in part by the pituitary gonadotropins follicle-sti-
mulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) that stimulates
the synthesis of 17B-estradiol and progesterone (Kolibianakis et al.,
2005). Some follicles do not continue their maturation to antral follicles
and goes to atresia. Ovarian follicular atresia is a hormonally controlled
apoptotic process, and occurs at all stages of follicle development. An
increased androgen to estrogen ratio is found in the follicular fluid of
atretic follicles in ovine and porcine ovaries (Chun and Hsueh, 1998)
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and it has been also reported that besides sex steroids, several in-
traovarian factors induce atresia (Kaipia and Hsueh, 1997).

P450c,, is also a key ovarian enzyme involved in androgen synth-
esis. It is an endoplasmic reticulum membrane-bound multifunctional
enzyme that exhibits 17a-hydroxylase and 17,20-lyase activities, cat-
alyzes the conversion of pregnenolone to 17-hydroxy-pregnenolone and
of progesterone to 17-hydroxyprogesterone, also transform 17a-hy-
droxypregnenolone (or 17a-hydroxyprogesterone) to DHEA (or an-
drostenedione), which are rate-limiting steps in androgen biosynthesis.
In rodents such as rat, P450c17 is not expressed in the adrenal gland,
but is expressed predominantly in the gonads producing androstene-
dione. The biochemical activity whether P450c17 stops after 17a-hy-
droxylation or proceeds to 17,20 lyase is dependent on three post-
translational factors: first 17,20 lyase activity is especially sensitive to
the molar abundance of the electron-transfer P450 oxidoreductase.
Second, cytochrome bg strongly promotes 17, 20 lyase activity and fi-
nally, the serine/threonine phosphorylation of P450c17 catalyzed by
cAMP (Bhatt et al., 2017; Mathieu et al., 2002; Miller and Tee, 2015).

To our knowledge, data of the influence of long term infection with
T. crassiceps WFU cysticerci on folliculogenesis and corpus luteum for-
mation is limited, and no data are available on the impact on serum
estrogen, and the expression of key ovarian steroidogenic enzymes.
Furthermore, we have evaluated the length of the oviduct ciliated cells
because they are hormone targets, and hence any alteration in the levels
of sex steroids might be reflected in the ciliated cells morphology.

Therefore, the aim of this study was to determine in detail whether
Taenia crassiceps WFU cysticerci long term infection affects each type of
ovarian follicles, the ovulation evaluated by corpus luteum formation,
serum estrogen and the expression of P450-aromatase and P450,7, key
enzymes of the ovarian steroidogenic pathways.

2. Material and methods
2.1. Ethics statements

All animal use procedures for this study were approved by
Laboratory Animal Use and Care Committee at Cinvestav and were
performed in accordance with the international Guidelines for the Use
and Care of Experimental Animals.

2.2. Animals

Six week old Balb/c female mice were obtained from the breeding
colony at the Cinvestav animal facility, housed in filtered polysulfone
cages, and maintained under 12 h dark-light cycles. The animals had
free access to commercial chow and sterilized tap water. Mice were
caged in groups of five in an approved animal facility.

2.3. Parasites and infection procedure

Cysticerci from WFU Taenia crassiceps strain were used for mice
infection in all experiments. Parasites have been maintained in female
Balb/c mice by i. p sequential inoculation of metacestodes in their
peritoneal cavity. Animals included in the study were randomly as-
signed to control and infected groups. Larvae for the experimental in-
fection were obtained from female donor mice previously infected for
2-4 months. Ten small (approximately 2mm in diameter) non-budding
T. crassiceps larvae were suspended in phosphate-buffered-saline, pH
7.2 (PBS) and injected i. p into each mouse using a 0.25 gauge needle.
Control mice were injected with PBS. Groups of four non-infected and
infected animals were sacrificed at 2, 4 and 6 months post infection.
Body weight of control and infected animals was registered. After a
careful collection of the abdominal cysticerci, the carcasses were also
weighed.
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2.4. Steroid hormone assay

Mice were weighed and sacrificed by decapitation, after blood was
collected in non-heparinized tubes; serum samples were obtained
through centrifugation at 1500 rpm for 15min and maintained at
—20°C until required. For 17B-estradiol (E») concentrations, an en-
zyme immunoassay was performed using a commercial DRG estradiol
enzyme immunoassay kit [DRG® Estradiol sensitive ELISA (EIA-4399)]
following the manufacturer's protocol. The antiserum used in the assay
was specific for E,. The cross-reactivity of the assay was 100% with
Estradiol, 0.2% with Estrone, 0.05% with Estriol and 0% with other
related steroids/steroids derivatives. The analytical sensitivity of the
assay was < 1.399 pg/mL.

2.5. Preparation of ovaries and uterus tissue for histological studies

Uterus and left ovaries from infected and non-infected mice were
fixed with 4% formaldehyde diluted in PBS for 24 h and embedded in
paraffin. Sections, 4 pm thick were cut with a LEICA RM2245 micro-
tome and mounted on glass slides, deparaffinized, stained with hema-
toxylin and eosin and analyzed by light microscopy (Olympus Bx51
microscope).

2.6. Counting of follicles and corpus luteum number

The total count of follicles and corpora lutea (CL) were done in the
ovaries by examining every fourth serial section of each ovary. The
developing and mature follicles, were classified in: a) primordial folli-
cles, with a single layer of granulose cells; b) primary follicles with a
single layer of cuboidal granulose cells; c) antral follicles, with several
layers of granulose cells, and antrum filled with fluid, and well-differ-
entiated thecal cells outside the basement membrane; and d) pre-
ovulatory or Graafian follicles, follicles that reach the maximal dia-
meter and have shown to be responsive to the preovulatory surge of
gonadotropins (morphological classification was according (Myers
et al., 2004). The number of atretic follicles (non-healthy) was also
counted. The atretric follicles were characterized by degenerating oo-
cytes or changes in the oocyte morphology (e.g. deformed shape or
fragmentation). Data are presented as percentage of follicles or CL per
ovary.

The length of the cilia of the oviduct cells of control and infected
animals was measured in an Olympus digital microscope using the
Infinity 1-lumera software. 10 fields of each of 4 sample/mice were
evaluated.

2.7. Tissue homogenization for western blot analysis

The right ovaries were used for Western blot analysis. The ovaries
were homogenized at 4 °C using a Polytron homogenizer, in a solution
of 50mM Tris-HCL, pH 7.4, plus protease inhibitors (Protease inhibitors
Cocktail, Sigma-Aldrich Quimica, SA de CV, México). The samples were
then centrifuged at 15,000 rpm for 15minat 4 °C. The resultant su-
pernatant was collected for Western blot analysis. Total protein con-
centration was measured by the Bradford's method using bovine serum
albumin (BSA) as the standard. An equal amount of protein extract
(40 pg) was loaded per well and separated by sodium dodecyl sulfate
(SDS)-poly-acrylamide gel electrophoresis (PAGE). Proteins were
electro-transferred to a polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane
(Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) in a Hoefer semidry unit
(Hoefer Pharmacia Biotech Inc, San Francisco, CA, USA), blocked with
5% non-fat dry milk in PBS containing 0.1% Tween-20 (PBS-Tween) for
1h. Membranes were incubated overnight at 4°C with antibodies
against Cyp 19 Aromatase (1:1000) (OriGene Technologies Inc.) or
P450c¢17, and GAPDH as a loading control (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA). Next, membranes were washed three times with
PBS-Tween 1% and then incubated with horseradish peroxidase (HRP)-
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conjugated anti-rabbit Ab (Bio-Rad, Hercules CA, USA, 1:5000) or HRP-
conjugated anti-mouse Ab (Bio-Rad, Hercules CA, USA, 1:5000) for
2hat room temperature. After washing three times with PBS-Tween,
bands were visualized using Luminate Forte western HRP Substrate
(Millipore Corporation, Billerica, USA) and X-ray films (Kodak, Palo
Alto, CA, USA). Finally, autoradiograms were scanned in a Gene Genius
Bio Imaging System (Syngene, USA) and quantified using ImageJ soft-
ware (NIH, USA).

3. Statistical analysis

The results are presented as the mean plus or minus standard error
and P < 0.05 was considered as significant. The comparison between
groups was performed with analysis of variance (ANOVA) and statis-
tical significance was determined with the post-hoc Bonferroni multiple
comparison test, and unpaired Student's t-test, was used to investigate
statistical differences between groups. Data analyses were performed
using Graph Pad Prism version 7.0 (Graph Pad Software, Inc., San Diego
CA, USA).

4. Results
4.1. T. crassiceps infection does not alter the mice body weight

To determine the impact of the cysticerci Tc infection on the mice
body weight, the animals were weighed at sacrifice. There was a sig-
nificantly increase on body weight at 2, 4 and 6 months post-infection
compared to control group. After parasite's collection we did not find
statistical differences in the carcass weights between groups (Fig. 1).

4.2. Infection with Tc cysticerci affects ovarian histology and follicle
number

After 2 months of infection the ovaries of the infected group showed
a significant increase in the total number of atretic follicles compared
with the control group. The quantity of primordial and primary follicles
were significantly decreased after two months of infection (Fig. 2a), but
the difference was not statistically significant after that time. The
number of antral and pre-ovulatory follicles was not modified by the
infection. Nevertheless, the amount of atretic follicles of the infected
mice continued growing as the infection progressed (Fig. 2 b and ¢),
while remained stable at 4 and 6 months in the control animals. Re-
presentative images of the ovaries of infected and control are shown in
(d) and (e). A noticeable number of atretic follicles and the decreased
amount of antral follicles and corpora lutea in the ovaries of infected
animals are remarkable.
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Fig. 1. Time course of body and carcass weight of control and Tc cysticerci
infected mice. Each bar represents the mean + SEM (n = 4 per group).
*p < 0.05, “***p < 0.0001 different compared to the control animals.
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Fig. 2. Effect of Taenia crassiceps WFU infection on the total number of ovarian follicles. Total number of the different ovarian follicles of control and infected
groups at 2, 4 and 6 months post-infection. a. Two months post infection; b. 4 months post infection; c. 6 months post infection; d, representative micrographs of the
evolution of the ovaries of control (d) and (e) infected mice along the study (H:E). Each bar represents the mean + SEM (n = 4 per group). *p < 0.05, “*p < 0.01,

***p < 0.001, “***p < 0.0001 different compared to the control.

4.3. Infections with Tc cysticerci decreases the total number of corpora lutea

In order to estimate the ovulation process we have counted the
corpus luteum in the ovaries of control and infected mice. A significant
decrease in the amount of corpus luteum was observed at 2 and 4
months of infection. The difference was still more evident at 6 months
of infection (Fig. 3).
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Fig. 3. Effect of the infection with Tc WFU on the total number of ovarian
corpora lutea. Two months post infection; 4 months post infection and 6
months post infection. Each bar represents the mean + SEM (n = 4 per
group). *p < 0.05, **p < 0.01 different compared to the control.

4.4. Effect of Taenia crassiceps cysticerci on the ciliated cells of mouse
oviduct

Fig. 4 shows the length of the cilia of the oviduct cells of control and
infected animals. We have observed a significant decrease in the length
of the ciliated cells of the infected group compared to control at two,
four and six months post-infection.

4.5. Serum estrogen levels of female mice from control and infected group
The measurement of serum estrogen (E,) concentration showed that

the infection with cysticerci significantly increased the hormone at two,
four and six months post infection (Fig. 5).

4.6. Effect of Tc infe
expression

on P450-ar and P450,, ovarian

As we have observed an alteration in serum estradiol concentrations
in infected female mice, we have decided to evaluate the expression of
two key ovarian enzymes, cytochrome P450-aromatase and P450c;, by
Western blot. A significant increase in P450-aromatase expression was
observed in the ovaries of the infected group compared to the control
animals at 2, 4 and 6 months post-infection (Fig. 6). The expression of
P450c,, was significantly increased at 4 and 6 months of infection. The
densitometric analysis of the Western blot results showed a significant
increase in the expression of cytochrome P450-aromatase and P450¢,,
in the ovaries of infected females compared to control mice (Fig. 7).
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Fig. 4. Effect of the infection with Tc WFU in the length of the ciliate cells of the oviduct. a. Representative micrograph that shows the oviduct ciliated cells
(100 x ). b. Two months, 4 months and 6 months post infection. Each bar represents the mean * SEM (n = 4 per group). ***p < 0.001, ****p < 0.0001 different

compared to the control.
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Fig. 5. The infection of female mice with Tc WFU significantly increased
the circulating estradiol rations. Serum ples of control and in-
fected group were collected to measure estradiol concentrations. An increase of
estradiol levels was observed in the infected group at 2, 4 and 6 months post-
infection. Each bar represents the mean * SEM (n = 6 per group). *p < 0.05
different compared to the control.

5. Discussion

The helminthiases represent some of the most common global
health conditions of women living in developing countries, and two
helminth infections in particular hookworm infection and schistoso-
miasis stand out for their devastating effect on reproductive health
(Hotez and Whitham, 2014). This is the first study to demonstrate the
effects of long term infection with Taenia crassiceps WFU in several
female mice reproductive aspects as ovarian steroidogenic enzyme ex-
pression, serum estradiol concentration, detailed evaluation of the
evolution of each follicle type and corpus luteum presence. Because of
the practical laboratory management, murine cysticercosis infection
with Taenia crassiceps WFU is a good biological model to study the in-
teraction between the host and the parasites.

The significant increase observed in the body weight of infected
mice during the course of the infection (Fig. 1) should be attributed to
the increase of parasite burden because carcass weights were similar in
both groups.

In our study, we have found that long term Tc infection causes al-
terations in the development of the different ovarian follicles and a
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Fig. 6. Western blot analysis of the expression of p450-aromatase in the
ovaries of control and infected mice. a. Western blot and b. densitometric
analysis of aromatase in the ovaries of control and infected mice at 2, 4, and 6
months post infection. Data represents the mean * SEM (n = 6 per group).
“p < 0.05, “*p < 0.01 different compared to the control; arbitrary units.

significant increment of follicular atresia. The dominant factors that
determine follicular development or atresia are still not completely
understood. Nevertheless, there is a lot of evidence showing that the
follicular development, ovulation, and the function of the corpus lu-
teum are processes regulated by hormones as the gonadotropins follicle-
stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) (Hirshfield,
1991; McGee and Hsueh, 2000). Likewise, ovarian follicular atresia is a
hormonally controlled apoptotic process, and occurs at all stages of
follicle development. A decrease in the number of gonadotropin re-
ceptors of granulose cells is responsible for the onset of atresia whilst
the follicular concentrations of androgens and estrogens modulate the
sensitivity of follicle cells to gonadotropins and thus may be of im-
portance in controlling the onset of atresia (Carson et al., 1981). In the
ovary, sex steroids are important intra-ovarian regulators of follicle
atresia, therefore, ovarian estradiol production is essential for pro-
moting folliculogenesis and inhibiting follicular atresia. Since we have
found that the ovary of infected females had an increased number of
atretic follicles, it is possible that intra-ovarian androgen concentrations
would be elevated conducting to an intraovarian estradiol/androgen
imbalance.

Furthermore, we had observed a significant decrease in primordial
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Fig. 7. Western blot analysis of the expression of P450c17 in the ovaries of
control and infected mice. a. Western blot and b. densitometric analysis of
P450,,7 in the ovaries of control and infected mice at two months post infec-
tion; 4 months post infection; and 6 months post infection. Data represents the
mean * SEM (n = 6 per group). *p < 0.05, “*p < 0.01 different compared
to the control; arbitrary units.

and primary follicles at 2 months post infection. It is well known that at
these stages the follicle development is independent of gonadotropins,
and the whole mechanisms that control the start of follicular growth is
unknown (Hoyer, 2005). We would expect the same results at 4 months
and 6 post-infection months, nevertheless we did not find statistical
differences when compared with the control mice. A compensation
mechanism could be the cause of these fluctuations, because it have
been reported that follicular atresia enables the formation of primordial
follicles (Hirshfield, 1991).

Nevertheless, a significant decrement occurred in the corpus luteum
number in the three times included in this study. The infected mice had
50% less corpus luteum after two months of infection and the difference
was even greater after six months, strongly suggesting that the ovula-
tion was markedly affected by the presence of the parasites in the ab-
dominal cavity. It is well demonstrated that following ovulation, the
ruptured follicle will form a corpus luteum, whose function is regulated
by the gonadotropins FSH and LH (Kolibianakis et al., 2005). We did
not found significant differences in the preovulatory follicles, but the
augmented follicular atresia could explain this finding.

On the other hand, our findings demonstrate that chronic infection
with Taenia crassiceps WFU caused an increase in serum estradiol con-
centration compared to the control group. Alterations in the cell cycle
of mice have been described in parasitic infections as Plasmodium
vinckein petteri infections that induced an increase in estrous days at the
beginning of the infection and a decrease after 20 days (Barthelemy
et al., 2004). Increased estradiol concentrations at 4 and 8 post-infec-
tion weeks have been found in female mice infected with T. crassiceps
ORF and in the serum of male mice infected with Mycobacterium tu-
berculosis (Ramos Robles et al., 2018). To note, Spratt et al. (2006) and
Dossett et al., 2008 have found significant 17f-estradiol increments, as
a frequent consequence of major infections.

The morphological changes observed in the ovaries of the infected
female suggest that the increment in serum estrogens may not come
only from the ovarian follicles. Interestingly, we have found that
chronic infection with Taenia crassiceps WFU increases the expression of
ovarian P450-aromatase. Aromatase expression is regulated by several
proinflammatory cytokines as IL6 and IL1 that are increased in several
infective diseases and also in mice T. crassiceps ORF cysticercosis,
suggesting an immunoendocrine interaction during the parasitic disease
and a possible mechanism to enable parasite establishment in the host
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(Larralde et al., 1995; Aguilar-Rebolledo et al., 2001; Chavarria et al.,
2005). To the best of our knowledge, there are not available studies on
the expression of P450-aromatase in ovary of cysticerci infected mice.

As stated in Introduction, P450¢, is an important ovarian key en-
zyme essential for androgen biosynthesis, and is a major branch point in
steroidogenesis in the adrenal glands and the gonads. For this reason we
have evaluated the expression of this enzyme and our data indicate that
Taenia crassiceps infection increased the expression of ovarian P450¢;;.
We did not find studies describing the relationship between Tc infection
and P450c17 expression. This enzyme is predominantly expressed in
ovarian theca cells; the increased activity of this enzyme has been hy-
pothesized to enhance androgen biosynthesis and secretion (Kaur et al.,
2018). This enzyme has been proven to mediate steroid generation to
regulate the follicular growth under the control of LH. The increased
expression of this enzyme in the ovary of infected female mice could be
related to the increment in atretic follicles found in those animals. To
this regards, in PCOS, a syndrome where folliculogenesis is also dis-
turbed, P450c,, expression augmented in theca cells compared with
those of healthy patients (Nelson et al., 1999). Likewise, inflammatory
conditions may trigger cascading events leading to increased ovarian
androgen production (Li et al., 2018). It has been reported that serum
levels of IL-6 were higher in women with PCOS (Younis et al., 2014),
and similar alterations were found in mice infected with T. crassiceps
ORF (Larralde et al., 1995).

An interesting similarity between neurocysticercosis and PCOS was
found in a female patient (Sacerdote et al., 2012). Moreover, it has been
shown that ovulating women with PCOS, hypersecrete androgens but
not estrogens, and present normal folliculogenesis. On the other hand,
hypersecretion of androgen and also estrogens have been found in
PCOS affected women that do not ovulate. They also presented in-
creased serum LH, and the inversion of the LH/FSH ratio. These pa-
tients’ also had disordered folliculogenesis, and increased ovarian P450-
aromatase activity and progesterone production by cultured PCOS fol-
licles compared to those of healthy women (Franks et al., 2000). Fur-
thermore, it has been reported that normal granulose cells isolated from
individual follicles of ovulatory women secrete estradiol in response to
LH when the follicle has reached 9-10 mm in diameter. By contrast, in
cells derived from anovulatory women with polycystic ovaries, LH sti-
mulated secretion of estradiol and progesterone in granulose cells was
found in follicles as small as 4mm (Willis et al., 1998). Furthermore,
antral follicles around 6-8 mm in diameter produced levels of estradiol
and progesterone, which were more akin to those found in the normal,
pre-ovulatory follicle. Interestingly, the granulosa cells from the ovaries
of women with anovulatory PCOS had an exaggerated production of
estradiol in response to FSH (Mason et al., 1994). Our findings on the
alterations in follicle function and the decreased amount of corpora
lutea, that suggests alteration in the ovulatory process, closely re-
sembles aspects of anovulatory PCOS.

In most animal species, including mice, the fallopian tube (oviduct)
is composed of ciliated (microvilli cells) and secretory cells as well as
smooth muscle cells, and it is known that ovarian hormones affect tubal
epithelial structure and expression of cilia. Available data indicate that
alteration of ovarian steroid levels may induce oviduct malfunction and
infertility. Relatively low levels of estrogens, stimulates epithelial cell
hypertrophy, secretion and ciliogenesis, while atrophy and deciliation
are associated with high levels of serum progesterone (Lyons et al.,
2006). We have observed a decrease in the length of oviduct microvilli
and increased serum estradiol concentrations in the T. crassiceps WFU
infected mice. Respect to this finding, Verhage et al. (1979) reported
high plasma levels of estradiol during periods of atrophy and decilia-
tion, while the cells height was reduced. Estradiol itself has no effect on
ciliated cells; however it regulates indirectly them through the induc-
tion of progesterone receptors (Shao et al., 2007). Also it has been
observed that micro-organism infections such as Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia and Escherichia coli causes effects on the mucosa of Fallopian
tube, which results in loss of oviduct ciliated cells or decrease in the
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length of ciliated cells (Lyons et al., 2006), however in these diseases
the micro-organisms ascend into the upper genital tract where they
causes inflammation. In the case of T. crassiceps WFU infection the
cysticerci were not found in the tubes but inflammation in the abdomen
could be the cause of the ciliated cells alterations. This is the first study
that describes a relationship between infection with Taenia crassiceps
and alterations in the oviduct; however more studies are needed to
explain the mechanism by which this damage originates.

In summary, the present study describes for the first time the ca-
pacity of T. crassiceps to alter the ovarian function and ovarian ster-
oidogenic enzymes in a chronic infection. Our findings suggest that
infection with T. crassiceps WFU is as an endocrine disruptor that has a
negative impact on the female reproductive system that might affect
fertility.
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