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EFECTO DEL AMPc Y GLUCOCORTICOIDES EN LA SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES
POR CISTICERCOS DE Taenia crassiceps WFU

Rodriguez Ramos Angélica*, Salvador Concha Viridiana*

*Instituto Politécnico Nacional, Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia

Palabras clave: cisticercosis, Taenia crassiceps, AMPc, glucocorticoides.

Introduccién: La cisticercosis es una enfermedad
causada por la forma larvaria de Taenia solium la cual
se desarrolla en el musculo del cerdo, y causa diversas
enfermedades a los seres humanos. En este trabajo se
reportan los efectos que generan la adicién de AMPc y
Glucocorticoides en la sintesis de hormonas esteroides
producidas por este parasito. Sin embargo debido a
las dificultades de trabajar con esta clase de parasitos,
el estudio se realizd empleando un modelo murino el
cual fue Taenia crassiceps WFU para evaluar los
efectos que se pueden presentar al incubar a los
parasitos a diferentes condiciones de AMPc y
glucocorticoides a concentraciones establecidas y con
precursores tritados [*H] Dehidrohepiandosterona |,
para evaluar los efectos de los glucocorticoides y [*H]
Androstenediona para estudiar los efectos del AMPc, y
para identificar los metabolitos producidos por estos
parasitos se hizo uso de la técnica de TLC.

Material y métodos: Los parasitos se obtuvieron de un
modelo murino parasitado con Taenia crassiceps WFU
una vez que extraidos los parasitos, se adicioné el
medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Médium) que contenia 0.1% de Alimina Sérica Bovina
(BSA), HEPES 25mM y 1% de Antibidtico-Antimicético.
Se ajusto el pH a 7.8 y se mantuvieron a 37° C bajo
una atmoésfera de COz al 5% y 95% de humedad
relativa, entonces los cisticercos se cultivaron con el
medio adicionando las diferentes soluciones de
hormonas, se dejaron incubar por un periodo
determinado y posterior a ello se extrajo el medio que
contenia a los paréasitos con la finalidad de obtener los
esteroides del medio de cultivo. Las muestras se
suspendieron en Etanol absoluto para la aplicacion en
la placa de cromatografia. Se prepar6 la placa de silica
del gel. Se aplicaron los estdndares y después las
muestras problema. Las placas se corrieron en el
sistema de solventes elegido. Los resultados se
expresaron como porcentaje de transformacion de
precursor para cada metabolito identificado.

Resultados y discusion: Para el efecto que se
observé al adicionar las distintas concentraciones de
AMPc a los parasitos se tiene que a mayor
concentracion de esta molécula presento una inhibicion
en la transformacion de Testosterona por lo tanto se
puede decir que esta molécula tiene un efecto sobre la
sintesis de hormonas esteroides y la evaluacion del

efecto de glucocorticoides en la sintesis de hormonas
esteroides por Taenia crassiceps WFU, se baso en la
utilizacion de dos modelos murinos de 4 meses de
inoculacion con dichos parasitos, y uno de 7 meses de
parasitado. Los resultados obtenidos en la figura 2
muestran la transformaciéon de hormonas esteroides
entre las que destacaron: androstenediol (5-adiol) en
un alto porcentaje y estradiol (Ez2) con un porcentaje de
transformacién considerable a 24 horas con el
marcador radiactivo.
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Figura 1.-Metabolismo de 3H-P4 por cisticercos de T.c.
WFU (4 meses), incubados con AMPc a diferentes
concentraciones por 3 horas Diclorometano-Acetato de
Etilo (8:2 v/v) n=4
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Figura 2.-Metabolismo de 3H-DHEA por cisticercos de
T.c. WFU (4 meses), tratados por 5 dias con
corticosterona, e incubados por 24 horas, Benceno:
Metanol (9:1 v/v) n=4
Conclusiones La transformacion de las hormonas es
un proceso es dinamico ya que mientras una pareciera
inhibirse, otra en cambio se sintetiza.
Agradecimientos: Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
Referencias
1.-Tresguerres J. A. F, 1999, Mecanismo de accion
Hormonal 823-843 pag. y eje hipotalamo-hipdfisis-
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1 INTRODUCCION

1.1 Cisticercos

» Los cisticercos son parte del phylum Platyhelminthes, que son gusanos aplanados.
Los organismos que se clasifican dentro de este phylum son de vida libre,
parasitaria, 0 marinos.

* Los platelmintos de vida libre estan cubiertos por cilios, cuya funcién es darles
movilidad, ademas son carnivoros y carrofieros.

» Las tenias carecen de aparato digestivo.

 Los platelmintos son hermafroditas. La transferencia de espermatozoides es
reciproca, la fecundacion es interna, y en la mayoria de las especies su desarrollo

es directo.

Dicho phylum consta de tres clases: Turbellaria, que contiene los platelmintos de vida
libre; la clase Trematoda, las duelas hepaticas; y la clase Cestoda (Sarti, 1997), las

taenias que son de interés en este estudio.

1.1.1Clase Cestoda

Los organismos adultos de la clase Cestoda son diferentes a los turbelarios y a las
duelas. El extremo anterior consta de un escdllex en forma de perilla, el cual tiene
ventosas y en algunos casos ganchos que anclan a los tejidos del animal huésped. Hay
una estrecha regién que conecta al escélex con el estrébilo, mismo que integra la mayor
parte del cuerpo en la tenia. El estrébilo consta de partes aplanadas que se denominan
proglétidos, los cuales estan dispuestos en una serie lineal. Las tenias carecen por
completo de aparato digestivo, ya que absorben el alimento digerido por el huésped a
través del tegumento de su cuerpo que es parecido al de los trematodos pero esta

cubierto por proyecciones parecidas a microvellosidades intestinales (Whitfield, 1982 ).

En condiciones naturales, la tenia de Taenia solium o solitaria habita en el intestino
delgado del ser humano. Su nombre comun alude a que en la mayor parte de los casos

se encuentra un solo gusano en cada portador; sin embargo, no es raro encontrar mas de
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una solitaria en el mismo paciente. 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.

El conjunto de proglétidos unidos entre si en forma de cadena se denomina estrobilo, y
puede alcanzar varios metros de largo. Los proglétidos mas cercanos al cuello son los
mas jovenes e indiferenciados. A su vez, los mas distantes estan totalmente diferenciados
y contienen un gran nimero de huevecillos (aproximadamente 50 000 cada uno), por lo
que se dice que se encuentran gravidos. En medio de ambos extremos se localizan
segmentos con un grado variable de diferenciacién, incluyendo proglétidos maduros,
diferenciados sexualmente, y que no contienen huevecillos. Los proglétidos gravidos,
desprendidos espontaneamente por el gusano adulto (en promedio de cuatro o cinco por
dia), son evacuados hacia el exterior en las heces del huésped. La primera expulsion de
proglétidos de la Taenia solium generalmente ocurre de dos a tres meses después de la
infeccion (Marshall y Williams, 1985).

rostelo

ascolex—

ovano
s | 1 testiculo -
ventosa | Ll o A E vagina
by
cuello vimly
1) 0 poro proglotide
‘t) [ k- genital
proglétide - ? g0 0
"‘-*-.__-;'__ 7] —
Inmaduro e a ullw itero

I__: _
‘L =

| conducto

= gspermatico
(© 2006 Merriam-Webster Inc

Figura 1.- Morfologia de Taenia solium, causante de la cisticercosis y neurocisticercosis; este parasito es muy
similar al modelo empleado en el laboratorio, Taenia crassiceps WFU www.portalsaofrancisco.com.br
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1.1.2 Ciclo de vida de Taenia solium

La tenia de Taenia solium habita en el intestino delgado del hombre, en el cual vive
anclado a la pared intestinal con el escélex. En el ciclo de vida de la Taenia solium el
cerdo participa activamente como huésped intermediario natural; por sus habitos
copréfagos, ingiere proglotidos que contienen decenas de miles de huevos; asi, debido a
la accion de enzimas y sales biliares del tracto digestivo, rompe el embriéforo y eclosiona
la oncosfera. Los embriones activados se fijan momentadneamente a la pared intestinal por
medio de sus tres pares de ganchos que liberan enzimas hidroliticas que destruyen el
tejido y atraviesan la barrera intestinal, llegan al torrente circulatorio para localizarse en
cualquier parte del animal. Ya que son estructuras microscopicas continian su desarrollo
hasta transformarse en cisticercos en un tiempo promedio de tres a cuatro meses, dando

como resultado la cisticercosis porcina.

El ciclo biolégico se completa cuando el humano consume carne de cerdo poco cocida o
cruda parasitada con cisticercos vivos; al llegar por via oral, el cisticerco evagina por la
accién enzimatica y biliar y, mediante su escélex se ancla en el intestino delgado para
continuar su desarrollo hasta alcanzar la forma adulta o de solitaria, en un tiempo de

cuatro meses.

En mas de una ocasion el ser humano actda como huésped intermediario accidental, al
ingerir alimentos, frutas 0 agua contaminada con huevos infectantes provenientes de un
individuo con teniasis; este Gltimo inclusive puede autoinfectarse mediante la via ano-
mano-boca; se menciona también la posibilidad de infeccién por peristaltismo inverso, el
mecanismo de cémo los huevos infectantes se transforman en cisticercos .
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Figura 2.- Ciclo de vida de Taenia solium (totalinternet.blogspot.com)

Entre las enfermedades mas comunes que causa este parasito se encuentran la
cisticercosis y neurocisticercosis, que a continuacion se describen.

1.2 Cisticercosis

La cisticercosis es la enfermedad parasitaria producida por la forma larvaria del género
Taenia, los parasitos habitan en los tejidos del hombre, causando dafio. En la cisticercosis
un mismo parasito infecta a dos huéspedes y ocasiona dos enfermedades, una en el
estado larvario llamada cisticercosis, y otra en la etapa adulta llamada teniasis (Romero,
1994).

Los cisticercos se pueden encontrar en el tejido conjuntivo subcutaneo, donde se
manifiestan como pequefas tumoraciones, no adheridas a planos superficiales. También
se localizan en el masculo estriado, los pulmones, el epiplén, la tiroides, el corazon, el

higado u otros 6rganos o visceras donde usualmente pasan inadvertidos, en el cerebro y
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el globo ocular, especialmente en el humor vitreo y bajo la retina produciendo la

disminucion de la agudeza visual o ceguera.

El dafio que producen los cisticercos en los tejidos, depende del numero de pardsitos y

del lugar en donde se localicen.

La estructura del cisticerco tiene una cubierta o envoltura a manera de un saco blanco
nacarado u opalescente, su interior esta lleno de liquido transparente, normalmente
contiene un escoélex (que consiste en ventosas, y en algunas especies de anillos
anteriores con espinas controladas por masculos). Aunque hay parasitos que no lo
poseen, ya que el escolex de Cisticercus celuloseae tiene cuatro ventosas con una doble
corona de ganchos; en Cisticercus racemosus, es irregular y rugoso, con lubolaciones y
es mas grande, tiene liquido en su interior pero no contiene escélex. Cabe sefialar que
existe una diferencia en su comportamiento, ya que el Cisticercus racemosus tiene mas

afinidad por el sistema nervioso central que el Cisticercus celuloseae.

El humano es el Unico huésped que puede alojar a los adultos de Taenia solium, de
manera que es la Unica fuente de infeccion de la cisticercosis. El parasito lo adquiere por

la ingesta de carne de cerdo con cisticercos.

Cuando el humano o cerdo ingieren huevos de Taenia solium, la oncosfera del parasito
gue sale del huevo, segrega enzimas proteoliticas, con las que el parasito se ayuda para
penetrar a través de la mucosa intestinal y otros 6rganos, hasta llegar a la circulacién

general.
La infestacion por Taenia solium en el ser humano puede ocurrir de dos maneras:

« Por ingestién de huevos del parasito emitidos con las heces de personas
infestadas (via fecal-oral). En la luz intestinal las proglétides liberadas tienen la
facultad de moverse y arrastrarse por si solas hasta el ano, en el cual causan
prurito en el area perianal. De tal modo que, al rascarse el enfermo recoge los
huevos en sus dedos, ropa, sabanas, etc. y los esparce, siendo ingeridos por la

misma persona o por otra que tenga contacto directo o indirecto con ella. También
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puede ser a través de la manipulacién de elementos contaminados, incluyendo el

agua o alimentos.

« Por autoinfestacién a partir de la ruptura de los segmentos o proglétidos gravidos
de los adultos alojados en el intestino del hospedador, con lo que se liberarian los
huevos del parasito al lumen intestinal, que llegarian a las porciones anteriores del

tracto digestivo por mecanismos antiperistalticos.

En ambos casos, el embrién liberado del huevo penetra la pared del intestino y es
transportado por los vasos sanguineos a cualquier lugar del cuerpo, donde se desarrollan

los quistes.

El hombre es el huésped definitivo del parasito adulto de Taenia solium, se aloja en el
intestino delgado y puede llegar a medir varios metros de largo. El paciente con la tenia
puede permanecer asintomatico y expulsar proglétides, las cuales contienen huevos que
son expulsados con las heces. Los huéspedes intermediarios son el cerdo y
ocasionalmente el humano.

1.3 Neurocisticercosis

La cisticercosis ocurre cuando el hombre se convierte en huésped intermediario de Tenia
solium, y una vez en el interior pueden generar la neurocisticercosis que es la enfermedad

parasitaria mas frecuente del Sistema Nervioso Central.

La enfermedad es asintomatica cuando el niUmero de parasitos es escaso, pero suele ser
fatal cuando, independientemente de su ndmero, se alojan en el sistema ventricular del
encéfalo y bloguean la circulacion del liquido cefalorraquideo, o cuando se desarrollan en
la regién subaracnoidea basal, y generan una reaccion inflamatoria que secuestra vasos y
nervios. La sintomatologia neuroldgica también se debe al gran tamafio que suelen

alcanzar los cisticercos en algunas regiones del cerebro.

En los pacientes con cisticercosis en el sistema nervioso central se ha observado que
solo el 2.5 porciento tiene parasitos en otras partes del organismo. En el sistema nervioso

central, los cisticercos celulosos generalmente se localizan en la sustancia gris, y en
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menor frecuencia en la sustancia blanca o en los ventriculos, y los cisticercos racemosos
se encuentran en las cisternas de la base del cerebro o dentro de los ventriculos.

Uno de los factores mas importantes que determinan la aparicion de los sintomas de la
neurocisticercosis es la muerte de los parasitos. Cuando el parasito esta vivo no hay
reaccion inflamatoria ni suele haber manifestaciones clinicas, pero cuando el parasito
muere aparece la reaccion inflamatoria de tipo crénico, de tipo caseoso que inicia el
proceso de calcificacién, en este lapso casi siempre hay sintomatologia. Al terminar la

calcificacion desaparece la sintomatologia (Tratado De Medicina Interna, 1993 ).

Entre los sintomas que se manifiestan en la neurocisticercosis son hipertension
intracraneal, cefalea (40 %), edema de la papila, alteraciones de la visién y vomitos. Con
gran frecuencia hay sintomatologia de pares craneales, convulsiones (50-60% de los
casos). Los cuadros de hipertension intracraneal se originan cuando un parasito libre
ocluye los orificios oculares. Los cisticercos celulosos producen infecciones asintomaticas
con mas frecuencia que los racemosos. Al morir el cisticerco también produce periarteritis
de los vasos medianos del encéfalo y meningitis basal, por lo que se usan corticoides por

tiempo prolongado para disminuir la reaccién inflamatoria.

Es bien sabido que la neurocisticercosis es una enfermedad de distribucién universal,
endémica en paises de bajo nivel socioeconémico, en los que el cerdo es una fuente
importante de alimento. Por ello, se ha convertido en un grave problema de salud publica
de los paises en vias de desarrollo, donde las condiciones sanitarias son deficientes. Se
conocen zonas endémicas en Centroamérica, Sudamérica, Europa del Este y Asia.
Existen algunos farmacos para eliminar a estos parasitos que producen reacciones

inflamatorias que pueden causar la muerte del huésped.

1.3.1Tratamiento médico.

Los farmacos cesticidas mas usados son praziquantel y albendazol. Por ejemplo: la dosis
de prazicuantel usada en el tratamiento de la cisticercosis es de 50 mg/kg de peso por
dia, durante 15 dias; simultdneamente se administran corticoides en dosis

inmunosupresoras y se prolonga su administracion durante uno o dos meses, con el fin de
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evitar posible exacerbacion de la sintomatologia por la eventual reaccién inflamatoria

después de la muerte de los cisticercos.

El albendazol se administra en dosis de 30 mg/kg de peso, durante 4 semanas, junto con

esteroides (Tratado De Medicina Interna, 1993 ).

En varios estudios comparativos se ha probado un mejor efecto del albendazol, por su
mayor porcentaje de destruccion de quistes parenquimatosos (75-90 %, frente al 60-70 %
del praziquantel) y por su capacidad de destruir quistes. Existen diversos tratamientos con
corticoides, como los que utilizan dexametasona en dosis altas (4.5 a 12 mg/dia),
prednisona 1mg/kg/dia y en ocasiones manitol. En los Ultimos afios se han realizado
diversos experimentos combinando los farmacos para el tratamiento de esta enfermedad.
Estos farmacos tienen actividad cesticida como es el caso de la nitazoxanida en
combinacioén con el albendazol, los cuales tienen como metabolitos activos al sulféxido de
albendazol y la tizoxanida. En estos estudios se mostr6 que la combinaciéon de estos
farmacos resulta mas efectiva para la eliminacién de los parasitos, y con ello se propone
una alternativa para aquellos pacientes que no tiene una respuesta favorable al

tratamiento con albendazol.

Trabajos previos del laboratorio mostraron que los cisticercos de Taenia solium vy
crassiceps son capaces de transformar esteroides (Gomez y col., 2000; Romano y col.,
2003), por lo que a continuacion se hace referencia al sistema endocrino, a la clasificaciéon

de las hormonas y su regulacion.

1.4 Sistema enddcrino

El sistema endocrino se encarga de las secreciones internas del cuerpo (hormonas). Las
hormonas son sustancias quimicas producidas en determinados érganos endocrinos.
Estos 6rganos también se denominan glandulas sin conducto o glandulas endocrinas,
debido a que sus secreciones se liberan directamente en el torrente sanguineo. Las
glandulas exocrinas liberan sus secreciones sobre la superficie interna o externa de los
tejidos cutaneos, en la mucosa del estbmago o el revestimiento de los conductos

pancreaticos.
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Algunas de las funciones de las hormonas son regular el crecimiento, el desarrollo y las
funciones de muchos tejidos, y coordinan los procesos metabdlicos del organismo.
También intervienen en la maduracion, la reproduccién, el comportamiento y el

mantenimiento de la homeostasis (Tresguerres y col., 2005 ).

1.5Hormonas y su clasificacion.

Las hormonas son mensajeros quimicos secretados por células especializadas,
localizadas en las glandulas exocrinas y endocrinas, o también por células epiteliales e
intersticiales, con el fin de afectar la funcidn de otras células. EI mensajero es una sefal
guimica que circula por la sangre y permite la comunicacion espacial y temporal entre
células diferentes, o del mismo érgano. Las hormonas tienen la caracteristica de actuar
sobre las células diana, que presentan receptores especificos para las hormonas
(Katzung, 2002 ).

Las hormonas se clasifican de acuerdo a su naturaleza quimica en;

1.5.1 Derivadas de aminoacidos.

« Melatonina.

« Hormonas tiroideas: tetrayodotironina (T,) y triyodotironina (Ts).

1.5.2 Peptidicas.

Hormonas hipotalamicas:

» Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), hormona liberadora de tirotropina
(TRH), hormona liberadora de prolactina (PRH), hormona liberadora de melatonina
(MRH), hormona inhibidora de prolactina (PIH), somatostatina y hormona

liberadora de corticotropina (CRH).

Hormonas adehipofisarias:
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» Hormona adrenocorticotropica (ACTH), hormona somatotropa o de crecimiento
(GH), hormona luteinizante (LH), hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona

estimulante de la tiroides o tirotropina (TSH) y prolactina.

Hormonas neurohipofisarias:

» Oxitocina y hormona antidiurética o vasopresina (ADH).

1.5.3 Esteroideas adrenales

» Glucocorticoides: cortisol, corticosterona y cortisona.

» Mineralocorticoides: aldosterona y corticosterona.

1.5.4 Esteroides sexuales:

e Andrdgenos: dihidroepiandrosterona, androsterona, androstenediona,
androstendiol, testosterona y dihidrotestosterona.

« Estrogenos y Progestagenos : estradiol, estrona y progesterona.

1.5.5 Lipidicas.

* Leucotrienos.
* Tromboxanos
* Prostaglandinas: prostanglandina E1, prostanglandina E2 o dinoprostona,

prostanglandina 12 o prostaciclina.

1.5.6 Otras.

 Hormona de Allen Doysi, Hormona de Aschheim-Zondek, Hormona cromafin,

Hormona placentaria = factor lactdgeno placentario, Hormona de Swingle y Pfiffner
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1.5.7 Hormonas esteroideas

El precursor de las hormonas esteroides es la molécula del colesterol, que sufre
modificaciones en la cadena lateral, hidroxilacion en distintos puntos y aromatizacién de
los anillos, lo que resulta en diversas hormonas con actividad biolégica (Tresguerres y
col, 2005).

Las principales funciones de las hormonas esteroides son:

» Crecimiento y desarrollo: Controlan el crecimiento y desarrollo, a través de
hormonas peptidicas, esteroideas y tiroideas.

* Reproduccion: Regulan la gametogénesis y controlan el desarrollo dimaérfico
anatomico, funcional y la conducta en ambos sexos.

* Produccion, utilizaciébn y almacenamiento de energia: son mediadores
primordiales del movimiento de sustrato y de la conversién de los metabolitos
procedentes de la digestibn en energia o en productos energéticos
almacenados, y mantienen los niveles plasmaticos de la glucosa para la
funcion del sistema nervioso central, y proporcionan sustrato adicional a otros
tejidos.

* Mantenimiento del medio interno (homeostasis): Intervienen en la regulacion y
estabilizacién de los liquidos corporales y su contenido electrolitico, de la
presién sanguinea y frecuencia cardiaca, del equilibrio acido base, de la

temperatura corporal, y de la masa del hueso, musculo y grasa.

1.6 Metabolismo del colesterol

El colesterol se obtiene a partir de tres fuentes principales:

» El colesterol que circula en la sangre en forma de lipoproteinas.

* El colesterol que se sintetiza de novo en las glandulas reproductoras (testiculo y
ovario).

» El colesterol que se libera de los ésteres de colesterol almacenados en las gotas

lipidicas.
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El colesterol es transportado al interior de la mitocondria mediante una proteina
transportadora de esteroides activada por el adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Ahi
comienza la biosintesis esteroidea que tiene como elemento limitante la produccion de
pregnenolona catalizada por la enzima que da ruptura a la cadena lateral del colesterol
(CYP11A1l), y que tiene como cofactor a la adrenodoxina y las flavoproteinas.

El colesterol es transportado desde la membrana externa mitocondrial a la interna
atravesando el espacio acuoso intermenbrana. Las proteinas mediadoras de este paso
son: la SAP (péptido activador de la esteroidogénesis), el receptor periférico de las
benzodiacepinas y una proteina mitocondrial denominada Star (steroidogenic actue

regulatory protein).

Estudios recientes apuntan a que esta proteina Star juega un papel importante en la

produccién de la forma aguda de los esteroides.

En la produccién de esteroides estan involucradas 4 enzimas clave que se encuentran en
las crestas mitocondriales o en el reticulo endoplasmico, y son la P450 desramificante
(CPY11A1), la 3-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-beta-HSD), la citocromo P450
17-alfa-hidroxilasa (CYP17) y la aromatasa (CYP19). Estas enzimas reguladoras catalizan
la conversion de colesterol en pregnenolona, de pregnenolona en progesterona, de
progesterona en andrégenos y finalmente de andrégenos en estrégenos.

El primer paso en la esteroidogénesis es la conversion del colesterol a pregnenolona
catalizado por la enzima CYP11Al, que se encuentra en la membrana interna de la
mitocondria. En el reticulo endoplasmico la pregnenolona puede sufrir dos conversiones:
La primera es el paso a progesterona, reaccion en la que interviene la enzima 3-B-
hidroxiesteroide-dehidrogenasa-A®>-A*-isomerasa (3-B-HSD), esta enzima; Ambas la
pregnenolona y la progesterona, pueden ser hidroxiladas en el carbono 17, formandose
17-OH-pregnenolona y 17-OH-progesterona respectivamente, la 17-a-hidroxilasa-17,20-
liasa (CYP17) es la enzima encargada de realizar esta conversion (Tresguerres y col,
2005).
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Figura 3.- Mecanismo de accion del AMPc en las células esteroidogénicas.

1.7 Adenosin Monofosfato ciclico

1.7.1 Receptores celulares

Los receptores celulares son componentes de la célula y son capaces de identificar
substancias, sean neurotransmisores u hormonas. Hay receptores extracelulares que se
encuentran en la superficie celular ya que su ligando no es capaz de traspasar la bicapa
lipidica. Existen otros receptores intracelulares que se encuentra en el citosol y sus

ligandos son capaces de traspasar la bicapa lipidica.

Tanto los receptores extracelulares como intracelulares desencadenan una cascada de
reacciones que resulta en la liberacion de hormonas o en la transcripcion génica. La
sefalizacion celular comprende una cascada de procesos quimicos conectados entre si
que participan en la comunicacion entre todas las células. Esta sefializacién celular se da
por la participacion de ligandos especificos que van a estimular o inhibir receptores

especificos. Las principales moléculas que participan en estos procesos son: las
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hormonas esteroideas, neurotransmisores, proteina G, AMPc, guanosin monofosfato
ciclico (GMPc), fosfolipidos, calcio (Ca?), citoquinas, integrinas, proteinas del
citoesqueleto, proteinas con diversas actividades enzimaticas, que posteriormente en
conjunto con otras moléculas van a permitir la transcripcion de genes y la formacién de

nuevas proteinas (Katzung, 2002).
1.7.2 Segundo Mensajero

Se designa a toda nueva molécula generada en respuesta a la ocupacion de un receptor
de membrana que tiene la capacidad de reproducir los efectos bioloégicos del ligando
(primer mensajero). Estas moléculas se caracterizan por poseer un bajo peso molecular y
por su facilidad para variar en un rango de concentraciones amplio, dependiendo de la
presencia o no de sefiales que estimulen su presencia. Los segundos mensajeros mas
comunes son: el 3'5-AMP ciclico (AMPc), 3',5'-GMP ciclico (GMPc), 1,2-diacilglicerol
(DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IPs), el Ca?* y diversos fosfolipidos denominados

fosfoinositidos, presentes en las membranas celulares (Katzung, 2002 ).

1.7.3 Adenosin monofosfato ciclico

El AMPc es un nucleétido cuyo comportamiento es el de un segundo mensajero el cual
desencadena una serie de eventos bioldgicos. Es un derivado del adenosin trifosfato
(ATP) y este sufre la conversion a AMPc por la accion de la enzima adenilato ciclasa que
se localiza en la membrana interna de la célula. El sistema enzimatico responsable de la
formacion de este metabolito regulador, la adenilato ciclasa, las enzimas responsables de
su inactivacion (fosfosdiesterasas de AMPc), las proteinas transductoras acopladas
(proteinas G) y las enzimas reguladoras por el AMPc (proteinas quinasas dependientes
de AMPc), asi como el control que estas proteinas ejercen diversas acciones a distintos

niveles celulares.

La activacion de la adenilato ciclasa produce un incremento del contenido citosoélico de
AMPc, este segundo mensajero tiene una vida media muy corta, degradandose por la
accion de las fosfosdiesterasas en el citosol, cuya actividad es estimulada por calcio-

calmodulina (Tresguerres y col, 2005 ).
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Figura 4.- Estructura Adenosin Monofosfato ciclico (AMPCc)

1.7.4 Mecanismo de accion del Adenosin Monofosfato ciclico

Diversas reacciones quimicas inician en la celular cuando un ligando como la LH
interacciona con su receptor de membrana el cual se encuentra en las células
esteroidogénicas. Una vez que se ha llevado acabo esta interaccion se activan las
proteinas G que estan ligadas al adenilato ciclasa, que es la responsable de la conversion
de ATP en AMPc. Este nucledtido es el encargado del transporte del colesterol a la

membrana externa de la mitocondria para que pueda ser transformado a testosterona.

Cuando el AMPc se encuentra en concentraciones diferentes a las ideales se activan dos
enzimas las cuales son las responsables de mantener los niveles de este nucleétido en
equilibrio, estas enzimas son las fosfodiesterasas las cuales se encargan de degradarlo a
5"AMP vy la proteina kinasa la cual se encarga de estimular la degradacién del nucleétido

o inhibir su sintesis (Tresguerres y col, 2005; Katzung, 2002).
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Figura 5.- Sintesis y degradacion de AMPc (Tresguerres y col., 1999).

1.8 Glucocorticoides

Los glucocorticoides son sintetizados por la corteza adrenal actdan sobre multiples tejidos
desencadenando una gran variedad de respuestas que juegan un papel muy importante
en la adaptacion del organismo a una situacion de estrés. Los glucocorticoides tienen
importantes efectos antiinflamatorios e inmunopresores, previniendo los efectos
perjudiciales de una respuesta inmunitaria excesiva.

La secrecion de los glucocorticoides esta controlada por la ACTH hipofisaria y ésta a su
vez depende de la liberacion hipotalamica de la CRH (Tresguerres y col., 2005 ).
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1.8.1 Mecanismo de accion de los glucocorticoides

Los receptores de los glucocorticoides (GR) pertenecen a la superfamilia de las proteinas
reguladoras o receptores hormonales esteroideas, tiroideas y de la vitamina D que
modulan la expresion génica, como factores de transcripcion. El gen para el receptor de
los glucocorticoides esta en el cromosoma 5 (gs;-Qsz).
Los glucocorticoides actdan en sus células diana de diversos modos:
a) Induciendo la sintesis proteica, por ejemplo la de las enzimas hepéticas.
b) Inhibiendo la transcripcién de un gen, como el de la POMC en las células
corticotropas.
c) Induciendo la sintesis de una proteina que a su vez tenga acciones inhibitorias,
como la sintesis de lipocortina que es antiinflamatoria.
d) Modificando la propiedad de la membrana celular.
Los glucocorticoides también se unen y activan a lo receptores de los mineralocorticoides.
La activacibn de ambos tipos de receptores tiene efectos similares u opuestos,
dependiendo del sistema que se esté estudiando. Se han observado efectos opuestos
sobre la presion arterial, cuando los dos tipos de esteroides, mineralocorticoides y

glucocorticoides se administran intraventricularmente.

La corticosterona y el cortisol tienen practicamente la misma afinidad por el receptor de
glucocorticoides. Sin embargo en el ser humano el cortisol es el glucocorticoide mas
importante, ya que se encuentra en concentraciones mucho mas elevadas que la
corticosterona y la aldosterona, esta Ultima circula en concentraciones todavia mas bajas

gue la corticosterona.

Los esteroides sintéticos (dexametasona, prednisolona y triamicinolona) poseen una gran
actividad glucocorticoide, mayor que la del cortisol, las modificaciones quimicas de su
estructura se realizan con objeto de aumentar la actividad glucocorticoide, reducir la
actividad mineralocorticoide y aumentar la vida media. El principal antagonista de los
receptores de los glucocorticoides es la mifepristona (RU-486) que tiene efectos inversos

a los glucocorticoides (Tresguerres y col., 2005 ).
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1.8.2 Acciones de los glucocorticoides

1.8.2.1 Metabolismo

Los glucocorticoides actlan sobre el metabolismo de los hidratos de carbono, en el que
tienen un efecto hiperglucemiante y diabetogénico. El cortisol aumenta la
gluconeogénesis hepatica, disminuye la entrada de glucosa en las células periféricas y
estimula la sintesis de glucégeno de modo que éste se almacena, quedando disponible
para ser liberado por las hormonas glucogeliticas, como lo son el glucagén y la
adrenalina. La homeostasis de la glucemia se mantiene en el organismo gracias al
balance entre la insulina, por un lado y, por otro, las hormonas contrarreguladoras como el
glucagoén, la adrenalina, la GH y el cortisol. El cortisol estimula directamente la liberaciéon

pancreética de glucagon.

El efecto del cortisol en el higado es anabdlico, activa la captacion de aminoacidos y la
sintesis proteica, dando lugar a un aumento de la sintesis de las enzimas que participan

en la gluconeogénesis y la glucogenogénesis.

El cortisol estimula también la sintesis de enzimas fosfofenol piruvato, fructosa 1,6
difosfatasa y glucosa, enzimas que catalizan las reacciones finales de gluconeogénesis.
Tanto el cortisol como la glucosa promueven la formacién de glucégeno, y la conversién
del glucégeno beta inactivo en activo, mediante una reaccion que ademas inactiva la
gluconeogénesis (Tresguerres y col., 2005 ).

1.8.2.2 Sistema inmunitario

Los glucocorticoides sintéticos son las drogas mas utilizadas para suprimir la respuesta
inflamatoria, el rechazo de trasplantes y para el tratamiento de un gran ndmero de

enfermedades autoinmunes.

La mayoria de las acciones antiinflamatorias de los glucocorticoides se debe a su efecto
inhibidor sobre la sintesis de prostaglandinas. EI mecanismo de accién del cortisol es por

la inhibiciébn de la produccién de acido araquidonico a partir de los fosfolipidos de
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membrana. El cortisol induce la sintesis de una proteina (lipocortina o lipomodulina) que

inhibe la fosfolipasa A2.

La administracion de glucocorticoides previene la reaccion antiinflamatoria en respuesta a
sustancias extrafias o lesiones tisulares. Esto se debe a que inhiben el aumento de la
permeabilidad vascular por su capacidad de inhibir la sintesis de prostaglandinas y
leucotrienos, asi como la liberacion de histamina por los basofilos y células cebadas, por

lo tanto disminuyen el edema y la inflamacion.

Los glucocorticoides alteran la circulacion de las células del sistema inmunitario. Tras la
administracién de glucocorticoides aumentan el ndmero de neutréfilos, mientras que

disminuye la de linfocitos, monocitos, eosinéfilos y basofilos.

Los glucocorticoides atendan la accion bactericida los macréfagos y monocitos, por lo que

disminuyen la resistencia a las infecciones.

Los efectos de los glucocorticoides son mas acusados en los linfocitos T que en los B, de
modo que los pacientes que reciben tratamiento con dosis farmacoldgicas de
glucocorticoides no suelen tener alteraciones en su capacidad para producir anticuerpos,
o por lo menos no se han observado alteraciones de las inmunoglobulinas plasmaticas,

tras el tratamiento con glucocorticoides.

1.8.2.3 Otros érganos

Los glucocorticoides en exceso producen disminucion de la matriz organica en el hueso y
una atrofia 6sea u osteoporosis. Disminuyen la sintesis de colageno en los osteoblastos,
asi como la formacion de hueso nuevo, por que disminuye la sintesis de osteocalcina

actuando a nivel del promotor que controla la expresion del gen de esta hormona.

El cortisol estimula la secrecion acida gastrica, aumenta el fluido sanguineo en la mucosa

gastrica, pero disminuye la proliferacién del epitelio.
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1.8.2.4 Diferenciacién y desarrollo

Los glucocorticoides regulan el desarrollo embrionario de diversos érganos (pulmoén y

glandula mamaria, entre otros), asi como la diferenciacion celular.

Los glucocorticoides junto con la prolactina y otras hormonas, son necesarios para el
inicio de la lactancia. El cortisol y la insulina promueven la diferenciacién celular y

aumentan la sintesis de DNA y RNA.

1.8.2.5 Sistema nervioso central

En el sistema nervioso los glucocorticoides tienen acciones muy diversas, han sido
utilizados para reducir el edema cerebral por sus efectos sobre la permeabilidad vascular.
Tanto la carencia de glucocorticoides como su exceso producen cambios en el estado de
animo, ya que a dosis muy altas, producen muerte neuronal en el hipocampo. Los niveles

muy elevados de glucocorticoides alteran la memoria hipocampica en el ser humano.

1.8.2.6 Efectos sobre otras hormonas

Los glucocorticoides modifican también la secreciéon de otras hormonas, si bien la mayoria
de las acciones se han observado cuando sus niveles son muy altos o en situaciones de
tratamiento prolongado con dosis farmacolégicas. El exceso de glucocorticoides inhibe la

produccién de prolactina y la de GH.

El exceso de glucocorticoides disminuye los niveles plasmaticos de T4 y la respuesta de
TRH. A nivel de gonadas, los glucocorticoides en dosis farmacoldgicas inhiben la
secrecion de estrogenos y andrégenos en el ovario y testiculo respectivamente, asi como

la respuesta estimulante con gonadotropinas.
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1.9 Modelo murino: cisticercos de Taenia crassiceps WFU

El modelo experimental que se empled en la evaluacion de los efectos de AMPc y de
glucocorticoides fue el cisticercos de Taenia crassiceps WFU, ya que estos parasitos
presentan caracteristicas muy similares a Taenia solium en cuanto a morfologia y a la
sintesis de hormonas esteroides. Tienen la ventaja de reproducirse en el abdomen de

ratones lo cual facilita la obtencion de los mismos para fines experimentales.

Figura 6.- Fotografia de Taenia crassiceps WFU, en medio de cultivo DMEM, tomada en el CINVESTAYV,
departamento de fisiologia biofisica y neurociencias.

1.9.1 Ciclodevidade Taeniacrassiceps

La taenia crassiceps es un parasito de caninos que en su forma adulta o cestodo se
encuentra en el intestino del zorro rojo europeo y norteamericano (Delvalle, 1989; Dorais

y Esch, 1989; Freeman, 1962 ). La etapa larvaria (cisticerco) se desarrolla en pequefios
roedores que adquieren la infeccién por ingestion de los huevos provenientes de las
heces de los zorros. En los roedores, los huevos se desarrollan a cisticercos y estos se
pueden multiplicar asexualmente (Tresguerres y col., 1999 ). Los cisticercos se alojan en

diversos tejidos y en la cavidad del cuerpo del roedor.
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Figura 7.- Ciclo de vida de Taenia crassiceps.

Los cisticercos se reproducen por gemacion, lo que resulta en una gran poblacién de
parasitos homogéneos (Huerta, 1992; Spolski, 2000 ). Esta caracteristica del cestodo

gue no presentan los de Taenia solium, permite realizar estudios del parasito in vitro.
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2 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Trabajos previos del laboratorio han demostrado han demostrado la sintesis de hormonas

esteroidogénicas por cisticercos y tenias solium, crassiceps ORF y crassiceps WFU.

Se ha demostrado que estos parasitos pueden transformar precursores tritiados a
andrégenos y estrogenos. Siguen una ruta de sintesis de hormonas esteroides muy
similar a la que presentan los 6rganos esteroidogénicos de mamiferos y aves (Gémez y
col., 2000; Valdéz y col., 2006 y Jiménez y col., 2006), lo que sugiere la presencia de
enzimas esteroidogéinicas en la T. solium y crassiceps.

En las células esteroidogénicas y en la secrecién de esteroides el AMPc tiene una funcion
importante ya que actla como segundo mensajero desencadenando una serie de
reacciones bioquimicas que dan sefial para que el colesterol sea transportado y

metabolizado en la mitocondria en la célula esteroidogénica.

En este trabajo de investigacion se estudié el efecto del AMPc y de los glucocorticoides

en la sintesis de andrégenos y estrdgenos por cisticercos de T. crassiceps WFU.
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3 OBJETIVOS

3.1 Generales

e Evaluar el efecto de los glucocorticoides sobre la capacidad de sintesis de
androgenos y estrogenos por parte de los cisticercos de Taenia crassiceps WFU.
e Estudiar el efecto del AMP ciclico en la sintesis de hormonas esteroides por

cisticercos de Taenia crassiceps WFU.

3.2 Especificos

e Cultivar cisticercos de Taenia crassiceps WFU.

» Estudiar la capacidad de sintesis de hormonas esteroides sexuales con presencia
de glucocorticoides y como precursor radiactivo *H-DHEA
(Dehidrohepiandosterona radiactiva)

» Estudiar la capacidad de sintesis de hormonas esteroides sexuales con presencia
de AMPc y como precursor radiactivo *H-A, (Androstenediona radiactiva)
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4 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Cultivo de parasitos

Metabolismo y produccion de Metabolismo y produccion de
hormonas esteroides hormonas esteroides
sexuales en presencia de sexuales en presencia de

AMPc glucocorticoides.

Extraccion de hormonas
esteroides.

Cromatografia en capa fina.
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4.1 Cultivo de parasitos

Los cisticercos de T. crassiceps WFU se inocularon en la cavidad peritoneal de ratones
hembras bal/c y se dejaron en el animal por 4 6 7 meses. Los ratones se anestesiaron
con éter y se obtuvieron los parasitos. Una vez que se extrajeron los parasitos se lavaron
tres veces con solucion salina estéril y con medio quimicamente definido estéril DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Médium) que contenia 0.1% de alimina sérica bovina (BSA),
HEPES 25mM y 1% de Antibiético-Antimicético. Se ajusto el pH a 7.4 con NaOH 0.5M y
NaHCO; al 10%. Los cisticercos se sembraron en cajas de cultivo por 24 horas y
posteriormente se pasaron a multipozos y se realizaron los diferentes tratamientos. A
cada pozo se le agregaron 2 mL de medio de cultivo estéril DMEM. El medio se esterilizd
por filtracién con un filtro de poro de 0.22 micrémetros.

Los parasitos se mantuvieron a 37°C bajo una atmdsfera de CO, al 5% y 95% de

humedad relativa.

4.2 Metabolismo y produccion de hormonas esteroides sexuales

4.2.1 Efecto de AMPc
En cuanto a los efectos de AMPc se empled como marcador radioactivo *H-A, y se incubd
por 3 6 6 horas para el primer experimento y para el segundo se emplearon los tiempos
de 24 y 48 horas con el marcador. Se conté con grupos control a los que sélo se les
adiciond alcohol.

Las dosis utilizadas fueron:

Tabla 1.- concentraciones utilizadas en los experimentos de efecto AMPc a 4y 7 meses de parasitos de T.
crassiceps WFU

AMPc
(ng/mL)
4 meses 7 meses
0.01 0.001
0.1 0.01
1 0.1
10 1
78 500
100
500
1000
1500
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4.2.2 Efecto de glucocorticoides

Después de 24 horas de preincubacion, los parasitos se trataron diariamente con
diferentes dosis de corticosterona durante 5 dias, y se realizé el cambio de medio cada 24
horas. Se contd con un grupo de parasitos al que solo se le adicioné alcohol (control).

Figura 8.- Fotografias tomadas a los parasitos de Taenia crassiceps WFU en condiciones optimas de
crecimiento.

Las dosis utilizadas fueron:

Tabla 2.- Concentraciones utilizadas en los experimentos de efecto de glucocorticoides (corticosterona) a 4 y
7 meses de parasitos con T. crassiceps WFU

CORTICOSTERONA
(nM)

4 meses 7 meses
10 10
100 100
250 250
500 500

1000

Una vez transcurrido el periodo de tratamiento se adiciond el marcador radioactivo *H-
DHEA. El tiempo de incubacion con el marcador fue de 6 y 24 horas. Finalizado este
tiempo, se extrajo el medio y en el se evallo el porcentaje de transformacion de los
metabolitos esperados por TLC.

4.3 Extraccion de hormonas esteroides

Del medio de cultivo se extrajeron los esteroides producidos. Se agregaron 5 mL de éter

anhidro por cada mL de medio, la mezcla se agitd con vértex durante 1 minuto, con la
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finalidad de que el éter extrajera los esteroides del medio de cultivo, se dej6 reposar 10
minutos, obteniéndose dos fases, acuosa y etérea. Los viales se colocaron en una mezcla
de hielo seco-acetona (-70° C) durante 15 minutos para congelar la fase acuosa y
decantar asi la fase etérea conteniendo los esteroides. Se evaporo totalmente el éter en
bafio Maria a 37° C. Las muestras se suspendieron en 100 pyL de etanol absoluto para
proceder a su aplicacion en la placa de cromatografia.

Figura 9.- Parasitos con medio de cultivo adecuado, en los multipozos.

4.4 Cromatografia en capa fina (TLC)

Se prepard la placa de silica gel. Se aplicaron alicuotas de 3 pL de los estandares
disueltos previamente en acetona grado HPLC, en los carriles de la zona de estandares y
también en la seccion donde se aplicaron las muestras problema. Después de aplicar los
estandares, se sembraron 20 uL de las muestras problema que se resuspendieron en 100
pL de etanol absoluto; se utilizé nitrdgeno gaseoso para secar el punto de aplicacion. Las
placas se corrieron en el sistema de solventes elegido. Una vez que los solventes
recorrieron la placa, se retir6 la misma de la camara y se dejaron evaporar los solventes.
Los estandares se detectaron en las placas por medio de luz UV y la region
correspondiente a los mismos se recortd. Los estandares se revelaron con acido sulfarico
al 10% seguido de calor. La regién de estandares se utilizé6 para cuadricular la placa.
Posteriormente, se recortd la region correspondiente a las muestras, y se colocaron en
viales con 5 mL de liquido de centelleo. Finalmente, la radioactividad se cuantific6 en un
contador para emisiones Beta. Los resultados se expresaron como porcentaje de
transformacion de precursor para cada metabolito identificado.
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5 RESULTADOS
5.1 Resultados de AMPc
La ruta que se tomd como base para poder explicar la sintesis de hormonas esteroides en
presencia de AMPc para las curvas que se presentan en este trabajo es la siguiente (en el
cuadro marcado en el esquema).
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HO -'.

: ra 17 -hrdrosy CHy Delydroepiandrosterons
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_'_31?1]2]') o _l.’iﬂu:m
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Figura 10 - Ruta metabdlica de los esteroide seguida para la parte experimental de AMPc.
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La gréfica que se muestra en la figura 11 sefala los resultados del experimento realizado
con los cisticercos extraidos de un ratdn después de 4 meses de infeccién. Las
concentraciones de AMPC que se utilizaron de AMPc se muestran en la misma; éste se
adicion6 junto con el precursor androstenediona tritiada (*H-A,) Se observé una inhibicién
en cuanto a la transformaciéon de *H-A, a °H-T, (Testosterona); conforme se aumenta la

concentracion de AMPc, la sintesis de este metabolito disminuye.
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Figura 11. Porcentaje de transformacion a 3H-Testosterona por cisticercos de T. crassiceps WFU (4 meses
de infeccibn), tratados en cultivo por 3 horas con diferentes dosis de AMPc, e incubados con *H-A4.
Diclorometano:Acetato de etilo (8:2 v/v). Los datos representan la media +e.e.m. con n = 4.

En la figura 12 se muestra la sintesis de estrona tritiada (*H-E,) a partir del precursor *H-
A, Se observé nuevamente una inhibicion de la sintesis de esta hormona, ya que
conforme se aumenta la concentracién de AMPc, disminuye la concentracion de E;.
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Figura 12. Porcentaje de transformacion a 3H-Estrona por cisticercos de T. crassiceps WFU (4 meses de
infeccion), tratados en cultivo por 3 horas con diferentes dosis de AMPc, e incubados con SH-A4.
Diclorometano:Acetato de etilo (8:2 v/v). Los datos representan la media +e.e.m. con n = 4.
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En la figura 13 se muestra la sintesis de ®H-T, con parasitos obtenidos después de 7
meses de infeccidn, incubados por 3 0 6 horas. Se observé una discreta estimulacion de
la produccion de esta hormona en concentraciones bajas (0.001, 0.01, 0.1 ng/mL) de
AMPc. Para la sintesis de *H-T, con paréasitos de 7 meses con un tiempo de incubacién de
6 horas, se observo una estimulacion de la produccidn en concentraciones bajas (0.001,
0.01, 0.1 ng/mL) de AMPc y en concentraciones altas (1, 500 ng/mL) tendi6 a

desaparecer.
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S 40 #0.001 ng/mL
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Figural3. Porcentaje de transformacion a ®H-Testosterona por cisticercos de T. crassiceps WFU (7 meses de
infeccion), tratados en cultivo por 3 o 6 horas con diferentes dosis de AMPc, e incubados con *H-A4.
Diclorometano:Acetato de etilo (8:2 v/v). Los datos representan la media #e.e.m. conn =4,

La figura 14 representa la transformacion de *H-A, a °H-E; se observé una inhibicion de
la sintesis de este metabolito conforme se aumentaba la concentracion de AMPc,

respecto a las concentraciones basales.
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Figura 14. Porcentaje de transformacién a 3H-Estrona por cisticercos de T. crassiceps WFU (7 meses de
infeccion), tratados en cultivo por 6 horas con diferentes dosis de AMPc, e incubados con *H-A4.
Diclorometano:Acetato de etilo (8:2 v/v). Los datos representan la media #e.e.m. conn = 4.
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La figura 15 muestra el comportamiento de la sintesis de *H-T, a partir de *H-A, con
parasitos de 4 meses de infeccion con un tiempo de incubacién de 24 h o 48 h. Los
resultados mostraron que a concentraciones altas (500, 1000, 1500 ng/mL) existe una
estimulacion en la produccion de este metabolito (Figura a). Por otro lado se muestra que
en los parasitos de esta misma edad pero con un tiempo de incubacion de 48 horas se

presentd una inhibicién en la produccién de *H-T,.
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Figura 15. Porcentaje de transformacion a ®H-Testosterona por cisticercos de T. crassiceps WFU (4 meses de
infeccion), tratados en cultivo por 24 y 48 horas con diferentes dosis de AMPc, e incubados con *H-A4.
Diclorometano:Acetato de etilo (8:2 v/v). Los datos representan la media #e.e.m. conn = 4.

La figura 16 muestra el comportamiento de la sintesis de *H-E, a partir de ®H-A, en donde
se observa claramente una estimulacion en la produccién de este metabolito en los
cisticercos de 4 meses tratados por 24 horas con AMPc. Esto s6lo se observa en la
concentracion de 0.1 ng/mL de AMPc en comparacion con la produccién basal mostrada.
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Figura 16. Porcentaje de transformacion a ®H-Estrona por cisticercos de T. crassiceps WFU (7 meses de
infeccion), tratados en cultivo por 24 horas con diferentes dosis de AMPc, e incubados con *H-A4.
Diclorometano:Acetato de etilo (8:2 v/v). Los datos representan la media #e.e.m. conn =4,
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5.2 Resultados del efecto de corticosterona

Los resultados muestran el efecto de la corticosterona sobre el metabolismo de °H-
dehidroepiandrosterona (®*H-DHEA) por los cisticercos de T. crassiceps WFU. Los
metabolitos evaluados fueron androstendiol, androstenediona, testosterona, estradiol y

estrona.

Los cisticercos (4 meses) en cultivo sintetizaron gran cantidad de androstendiol a las 6
horas de incubacién, que se increment6 a las 24 horas. En estos parasitos soélo el
tratamiento con 100 nM de corticosterona resultd en un aumento en la secrecion de este
androgeno a las 6 horas. Dicho efecto no se observé cuando los parasitos se dejaron por
24 horas (Figura 17).
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:5 E Control
E ®10nM
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Figura 17. Porcentaje de transformacion a 3H-Androstendiol por cisticercos de T. crassiceps WFU 54 meses
de infeccion), tratados en cultivo por 5 dias con diferentes dosis de corticosterona, e incubados con "H-DHEA
por 6 6 24 horas. Benceno : Metanol (9:1 v/v). Los datos representan la media # e.e.m. con n = 4. Se
realizaron dos repeticiones del experimento.

En la figura 18 se observa que en el medio de cultivo de cisticercos de T. crassiceps
WFU incubados por 6 y 24 horas se present6 poca concentracién de testosterona. En
estos pardsitos el tratamiento con diferentes dosis de corticosterona resultdé en una
disminucion en la concentracion de testosterona a las 6 horas. Sélo las dosis de 100 y

250 nM a las 24 horas mostraron la misma tendencia.
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Figura 18. Porcentaje de transformacion a 3H-testosterona por cisticercos de T. crassiceps WFU (4 meses de
infeccion), tratados en cultivo por 5 dias con diferentes dosis de corticosterona, e incubados con *H-DHEA por
6 0 24 horas. Benceno : Metanol (9:1 v/v). Los datos representan la media # e.e.m. con n = 4. Se realizaron
dos repeticiones del experimento.

Los cisticercos de 4 meses de infeccion secretaron poca cantidad de estradiol a las 6
horas de cultivo, que se increment6 cuando los cisticercos se cultivaron por 24 horas. La
respuesta de los parasitos al tratamiento con corticosterona fue diferente entre los dos
tiempos de cultivo, ya que a las 6 horas se observé una tendencia a la baja en el
porcentaje de transformacién de estradiol, y después de 24 horas, la corticosterona

mostrd un efecto estimulante en la sintesis de estradiol (Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje de transformacién a 3H-Estradiol por cisticercos de T. crassiceps WFU (4 meses de
infeccion), tratados en cultivo por 5 dias con diferentes dosis de corticosterona, e incubados con *H-DHEA por
6 0 24 horas. Benceno : Metanol (9:1 v/v). Los datos representan la media # e.e.m. con n = 4. Se realizaron
dos repeticiones del experimento.
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No se detectd sintesis de androstenediona.

La sintesis de estrona mostré valores inferiores al 1%, en ambos tiempos de incubacién (6
y 24 horas), es por ello que se piensa que no representa una transformacion considerable
a partir de ®H-DHEA. La tabla 3 hace referencia a los valores obtenidos.

jI'abIaWS. Porcentaje de trgnsformac[én a 3H.-Estronal por cisticer(;os de T. crgssiceps WFU 54 meses de
infeccion), tratados en cultivo por 5 dias con diferentes dosis de corticosterona, e incubados con "H-DHEA por

6 6 24 horas. Benceno : Metanol (9:1 v/v). Los datos representan la media + e.e.m. con n = 4. Se realizaron
dos repeticiones del experimento.

6 horas 24 horas
Control 0.2+0.3 0.4+£0.3
10 nM 0.5+0.5 0.2+0.2
100 nM 0.8+0.6 0.0
250 nM 0.6+04 0.2+0.3
500 nM 0.2+0.2 0.0

Para el estudio con parasitos de 7 meses con T. crassiceps WFU tratados con
corticosterona y *H-DHEA por 6 y 24 se observé que a las 6 horas de incubacion (figura
20) se increment6 la sintesis de androstenediol en forma proporcional a la concentraciéon
de corticosterona empleada si se la compara con el grupo control.

A las 24 horas de tratamiento con corticosterona la sintesis de androstendiol mostro la

misma tendencia que a 6 horas, salvo la concentracién de 500nM.

60.0
< 40.0 H Control
o H 10nM
3 & 100nM
= # 250nM
E 20.0 = 500nM
c & 1000nm
|_
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< 0.0
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Figura 20. Porcentaje de transformacion a 3H-Androstendiol por cisticercos de T. crassiceps WFU g? meses
de infeccion), tratados en cultivo por 5 dias con diferentes dosis de corticosterona, e incubados con "H-DHEA
por 6 6 24 horas. Benceno : Metanol (9:1 v/v). Los datos representan la media # e.e.m. con n = 4. Se
realizaron tres repeticiones del experimento.
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La sintesis observada de 3H-DHEA para testosterona (figura 21) a 6 horas de incubacion
indica que hay variaciones en todas las dosis, es decir no presenta alguna tendencia, y
las dosis donde hay un mayor porcentaje de transformacion corresponden a 100 y 250nM
con altos porcentajes de sintesis.

A 24 horas de incubacion hay una disminucién de testosterona con respecto al control en
todas las dosis menos en la de 1000nM, ademas los valores de porcentaje de

transformacion son muy pequefios comparados con los registrados a 6 horas.
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Figura 21. Porcentaje de transformacion a 3H-Testosterona por cisticercos de T. crassiceps WFU (7 meses de
infeccion), tratados en cultivo por 5 dias con diferentes dosis de corticosterona, e incubados con *H-DHEA por

6 6 24 horas. Benceno : Metanol (9:1 v/v). Los datos representan la media # e.e.m. con n = 4. Se realizaron
tres repeticiones del experimento.

En cuanto a la sintesis de estradiol a partir de *H-DHEA (figura 22) se observé que a las 6
h de incubacion la sintesis de estradiol no fue significativa porque la mayoria de los
valores de transformacion registrados con las dosis de corticosterona oscilaban en
porcentajes menores al 1%, salvo la dosis de 500nM adonde se veia un claro incremento.
La incubacién por 24 horas tuvo un cambio drastico con lo sucedido a las 6 horas ya que
el aumento del porcentaje de transformacién de *H-DHEA a estradiol fue muy elevado
comparado con lo observado tanto con el control, como por los valores obtenidos a las 6
horas.

El incremento de la transformaciéon a estradiol en presencia de corticosterona fue

proporcional a la dosis de hormona empleada en el estudio. En la dosis de 500nM hubo
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una disminucién con respecto a las otras concentraciones, sin embargo mostrd un

porcentaje de transformacion mas elevado que el control.

H Control
H 10nM
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% de Transformacion

6 horas 24 horas

Figura 22. Porcentaje de transformacién a 3H-Estradiol por cisticercos de T. crassiceps WFU (7 meses de
infeccion), tratados en cultivo por 5 dias con diferentes dosis de corticosterona, e incubados con *H-DHEA por
6 0 24 horas. Benceno : Metanol (9:1 v/v). Los datos representan la media # e.e.m. con n = 4. Se realizaron
tres repeticiones del experimento.

No se detectd sintesis de androstenediona.
No hubo presencia de estrona a las 6 horas de incubacién , pero si se pudo apreciar a las

24 horas en porcentajes muy pequefios.

Tabla 4. Porcentaje de transformacion a 3H-Estrona por cisticercos de T. crassiceps WFU g? meses de
infeccion), tratados en cultivo por 5 dias con diferentes dosis de corticosterona, e incubados con "H-DHEA por
6 6 24 horas. Benceno : Metanol (9:1 v/v). Los datos representan la media + e.e.m. con n = 4. Se realizaron
tres repeticiones del experimento.

6 horas 24 horas

Control 0.1 0.4+0.2
10nM 0.0 0.4+0.2
100nM 0.0 0.3+0.1
250nM 0.0 04+0.1
500nM 0.0 04+0.1
1000nM 0.0 0.3+0.1
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5.2.1 DISCUSION

Efecto de AMPc

Los resultados obtenidos muestran que los grupos control de los parasitos de mayor edad
sintetizan significativamente menos testosterona que los de cuatro meses de infeccion.
Estos datos sugieren que dentro del estadio larvario en que se encuentran estos
parasitos, existe un proceso de envejecimiento que hace que probablemente redunde en
una disminucién de la cantidad o de la eficiencia de las enzimas esteroidogénicas

involucradas.

En los experimentos adonde se adicionaron diferentes dosis de AMPc se observaron
también diferencias en la sintesis de esteroides entre los parasitos de 4 y 7 meses de
edad.

Cuando se adicionaron diferentes concentraciones de AMPc (1. 10, 78, 100 y 500 ng/ml)
a los parasitos de 4 meses de infeccién, en un tiempo de incubacion de 3 horas, se
encontré un efecto inhibitorio de la sintesis de testosterona y de estrona conforme
aumenta la concentracion del AMPc. Es posible que las dosis utilizadas fueran altas para
estos organismos y produzcan una regulacion a la baja de la sintesis de esteroides. Tales
comportamientos se han observado en mamiferos cuando se administran dosis elevadas
de LH a cultivos de células de Leydig del testiculo; el AMPc es el segundo mensajero en
el efecto de estas hormonas proteicas que no ingresan a la célula por su tamafio

molecular y poca solubilidad en los lipidos de membrana.

Cuando se ensayaron tiempos mas prolongados de incubacién con parasitos de cuatro
meses de infeccion desaparecid el efecto inhibitorio de AMPc sobre la sintesis de
testosterona observado a las 3 h de incubacion, y se encontr6 mas bien una ligera
estimulacion con dosis altas. Tampoco hubo inhibicién clara de la sintesis de estrona.
Estos resultados sugieren que el compuesto fue degradado en el interior del cisticerco, ya
que se sabe que es muy sensible al efecto de las fosfodiesterasas enddgenas. En
posteriores experimentos seria necesario utilizar inhibidores de dichas enzimas como la
forscolina que inhibe a las fosfodisterasas.
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Teniendo en cuenta esta posibilidad de una regulacidon negativa, se incubaron los
parasitos de 4 meses con dosis mas bajas de AMPc por 24 o 48h y tampoco hubo efectos
inhibitorios de AMPc, que sugiere que a tiempos mas altos de incubacion se pierde el
efecto inhibitorio de este mensajero intracelular por la misma razén descrita de
degradacion del AMPc por fosfodiesterasas. Se necesita realizar experimentos con dosis
bajas de este compuesto y tiempos cortos de incubacién en presencia de forscolina, para
profundizar sobre estos resultados.

En otro de los ensayos utilizamos parasitos de siete meses de infeccidon porque como se
comenté mas arriba existe una clara diferencia en la capacidad de sintesis de esteroides
cuando se los compara con cisticercos mas jévenes. Los tratamientos con dosis de 1y
500 ng/mL de AMPc, que en los parasitos de cuatro meses inhibieron la sintesis de
testosterona, no afectaron a estos organismos mas viejos ni a las 3 ni a las 6, y tampoco
se observé inhibicién alguna a 24 o 48h de incubacién con el compuesto.

Estos datos sugieren que los parasitos de esta edad carecen de un mecanismo
controlado por AMPc. Otra posibilidad es que el tegumento que rodea al cisticerco inhiba
la entrada de este compuesto. No se descarta tampoco la presencia de una
fosfodiesterasa mas activa que la del cisticerco de 4 meses, que estuviera degradando
activamente al AMPc.

Efecto de Corticosterona

Cuando se utiliz6 como precursor a la *H-DHEA, los resultados mostraron otra vez
diferencias entre la capacidad de sintetizar esteroides sexuales entre cisticercos de 4 y de
7 meses de infeccion; los parasitos mas jovenes sintetizaron mas estradiol que los de 7

meses.

Los resultados indican que a partir de *H-DHEA los parasitos siguieron la ruta As ya que
se encontré androstendiol. La sintesis de testosterona seguramente también siguié esta
misma ruta ya que no se encontrd sintesis de androstenediona que también es producida
en otras especies a partir de *H-DHEA por la actividad de la 3B-hidroxiesteroide

deshidrogenasa (figura 23). La sintesis de estradiol que claramente se observa en

UPIBI 39



“Efecto del AMFc y Glucocorticoides en la sintesis de hormonas esteroides por ".ﬂ UPIBI
cisticercos de Taenia crassiceps WFU” "ﬁ’"’"

cisticercos de 4 y 7 meses de edad es altamente probable que provenga de la
testosterona que se sintetizé desde androstendiol.
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Figura 23.- Ruta metabdlica seguida por los cisticercos para sintetizar andrégenos y estrégenos a partir de *H-

DHEA. Muestra ademas los metabolitos encontrados.
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Con esto se deduce entonces que la sintesis de hormonas sexuales en los cisticercos es
un proceso dinamico donde el porcentaje de transformacion se relaciond principalmente a
las enzimas esteroidogénicas con que cuenta el organismo y del tiempo de incubacion
con el precursor ftritiado. Es importante remarcar que la sintesis de esteroides es un
proceso dinamico donde un metabolito sintetizado a partir del precursor que se adiciono,
se transforma en el que sigue en la ruta disefiada por la existencia de las
correspondientes enzimas, y asi sucesivamente. Por lo tanto por ejemplo en el caso de la
sintesis de estradiol se vera que a medida que aumenta la sintesis de estradiol disminuye

la de testosterona que es el precursor inmediato y por lo tanto se consume.

Los resultados obtenidos con el tratamiento con diferentes dosis de corticosterona indican
gue el glucocorticoide estimulé significativamente la sintesis de estradiol tanto en los
cisticercos de 4 como de 7 meses de infeccion. El tratamiento no modifico
importantemente la sintesis de androstendiol, pero en cambio la de testosterona fue
disminuyendo a medida que aumentaba la de estradiol. Este hecho sugiere fuertemente
gue la corticosterona regula a la alta a la aromatasa y no a la 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa, enzima que sintetiza testosterona a partir de androstendiol. En tejidos de
mamiferos, como la piel humana pero no en otros que también expresan la enzima, se ha

demostrado que el cortisol estimula la actividad de aromatasa.

En resumen los datos de este trabajo demuestran por primera vez que la corticosterona

puede regular la sintesis de esteroides en un parasito.
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6 CONCLUSIONES

Los experimentos confirmaron que los cisticercos de tenia crassiceps WFU sintetizan
androégenos y estrogenos a partir de esteroides precursores tritiados, en el caso de este
trabajo a partir de *H-andostenediona y de *H-DHEA.

El tiempo de infeccion del huésped incide en la capacidad de sintetizar esteroides

sexuales por los parasitos, ya que a mayor tiempo se detectd menor sintesis.

El AMPc inhibe la sintesis de testosterona y de estrona en cisticercos de 4 meses de

infeccién, pero no afecta o mas bien aumenta la de los parasitos de 7 meses de infeccién.

La presencia de corticosterona en el medio de cultivo de los cisticercos aumenta
significativamente la sintesis de estradiol en los cisticercos de 4 y de 7 meses de

infeccion.

El efecto de corticosterona es dosis-dependiente y aunque ya se observa desde las 6h de
incubacion en presencia del precursor tritiado (*H-DHEA), se hace méas evidente cuando
los pardsitos estan 24 horas en presencia del mismo.

Los resultados sugieren fuertemente que la corticosterona estimula la sintesis de estradiol

actuando sobre la aromatasa, enzima que es responsable de la sintesis de estrogenos.

Los resultados obtenidos con el tratamiento con un glucocorticoide como la corticosterona
evidencian la necesidad de reevaluar el efecto de estas hormonas en el tratamiento de la

neurocisticercosis.
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ANEXOS

Abreviaturas utilizadas

Esteroides

Nombre trivial Nombre sistemético

A4: androstenediona 4-androsten-3[J-hidroxi-17-ona
DHEA: dehidroepiandosterona 5-androsten-3B-hidroxi-17-ona
T: testosterona 4-androsten-173-ol-3-one

E1l: estrona 1, 3, 5 (10)-estratien-3-0l-17-ona
E2:estradiol 1, 3 5 (10)-estratien-17B-diol
Reactivos

DMEM (Dulbecco’s Modifield Eagle Medieum)
Gibco BRL, life Technologies, USA.

Suero bovino fetal (SBF)
GIBCO BRL, life Technologies, USA.

HEPES 25mM (N-[2-hydroyethyl]piperazine-N’-[2-ethane sulfonic acid])
SIGMA chemical St. Louis MO, USA

BSA (albumina serica Bovina
SIGMA chemical St. Louis MO, USA

Antibiotico-Antimicotico (penicilinaG sodica, sulfato de estreptomicinay anfotericina B)
GIBCO chemical St. Louis MO, USA.

Hidroxido de sodio (NaOH)
SIGMA chemical St. Louis MO, USA

Carbonato de sodio (NaHCO3)
SIGMA chemical St. Louis MO, USA

Cloroformo G.R
Health Hazard E.M. Science, Germany

B-estradiol (17 p-Estradiol; 1, 3, 5(10) Estratiene 3, 17 p-diol)
SIGMA chemical St. Louis MO, USA

Androstenediona (4-andrsten-3, 17Dione)



Steraloids, Inc. Newport, USA

Testosterona (Testsosterone A4-Androsten- 17 3-ol-3enel)
SIGMA chemical St. Louis MO, USA
3H-androstenediona(androst-4-ENE-3, 17 Dione[1, 2, 6, 7-3H(N)]).
NEN, Boston, MA, USA.

3H-Dehidroepiandosteronall, 2, 6, 7-3H(N)]-dehidroepiandosterona
NEN, Boston, MA, USA.

Etil éter anhidro ( Eter absoluto)
E:M: Science, Merck, Darmstadt, Germany

Acetona p.a.
Merck, Darmsdadt, Germany

Etanol absoluto p.a
Merck, Darmsdadt, Germany

Diclorometano 99.6%
Aldrich Chemical Co. Inc., USA

Acetato de etilo
Merck, Darmsdadt, Germany

Benceno p.a.
Merck, Darmsdadt, Germany

Materiales

Filtro (0.22um)

Millipor corporation Bedford MA, USA.

Multipozos (24 well cell culture cluster)

Costar, New York, USA

Cromatofolios de aluminio de silica gel G-60 F254 con indicador fluorescente
Merck, Darmsdadt, Germany

Material de diseccién

Viales de centelleo

Material de vidrio

Equipo

Contador de centelleo Beckman LS 600
Incubadora

Campana de flujo laminar

Bafio Maria



