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Resumen

La neurocisticercosis es una infeccion del sistema nervioso central causada por el estadio
larval de Taenia solium. La infeccion inicia con la ingesta de huevos del parasito que liberan
una oncosfera en el intestino; la oncosfera llega al sistema nervioso central donde se instala
y desarrolla hasta la forma larval (cisticerco), responsable de la sintomatologia segun su
ubicacién, numero y respuesta inmunitaria del hospedero. Durante la transicion de la
oncosfera a cisticerco en el cerebro del hospedero, se han reportado formas intermedias
denominadas post-oncosferas. En esa etapa el parasito sobrevive por un mecanismo que adn
no es del todo comprendido y que podria relacionarse a un cambio de expresién de sus
proteinas. Los helmintos modulan la respuesta inmunitaria del hospedero mediante la
liberacion de productos de excrecidén-secrecion. Una de las proteinas identificadas en el
proteoma de excrecidn-secrecion del cisticerco de T. solium es el factor de elongacién-1a,
también presente en las formas post-oncosferales. En otros parasitos se ha demostrado que
esta proteina modula el sistema inmunitario del hospedero al inhibir la via de sefializacion del
interferon gamma. Por el contrario, se ha observado que la activacion de esta via en
microglias suprime el crecimiento en parasitos como Toxoplasma gondii. Como la microglia
da forma a la respuesta inmunitaria innata inicial en el sistema nervioso central, proponemos
gue el factor de elongacion-1a de la post-oncosfera de T. solium regula la sefializacion del
interferon gamma en las microglias e inhibe la produccion de 6xido nitrico y factor de necrosis
tumoral alfa para permitir la formacién del cisticerco.

Palabras Claves:

Efecto de factor de elongacion-1a, Taenia solium, via de sefializacién del interferén gamma,

neurocisticercosis, post-oncosfera.



Abstract

Neurocysticercosis is an infection of the central nervous system caused by the larval stage of
Taenia solium. The infection begins with the ingestion of parasite eggs that release an
oncosphere in the intestine; The oncosphere reaches the central nervous system where it
settles and develops to the larval form (cysticercus), responsible for the symptoms according
to its location, number and immune response of the host. During the transition from
oncosphere to cysticercus in the host brain, intermediate forms called post-oncospheres have
been reported. At this stage the parasite survives by a mechanism that is not yet fully
understood and that could be related to a change in the expression of its proteins. Helminths
modulate the host's immune response by releasing excretion-secretion products. One of the
proteins identified in the excretion-secretion proteome of the T. solium cysticercus is
elongation factor-1a, also present in post-oncosphere forms. In other parasites it has been
shown that this protein modulates the host's immune system by inhibiting the gamma
interferon signaling pathway. On the contrary, it has been observed that activation of this
pathway in microglia suppresses growth in parasites such as Toxoplasma gondii. As microglia
shape the initial innate immune response in the central nervous system, we propose that T.
solium post-oncosphere elongation factor-1a regulates interferon-gamma signaling in
microglia and inhibits nitric oxide production. and tumor necrosis factor alpha to allow the
formation of the cysticercus.
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Estado del arte

1. Biologia de Taenia solium

Taenia solium es un parasito helminto que afecta al humano y al cerdo. Este parésito tiene un
ciclo de vida complejo que incluye al humano como hospedero definitivo en donde se
desarrolla la forma adulta del parasito que tiene como consecuencia el desarrollo de la
enfermedad teniasis en la cual el parasito permanece en el intestino. Asi mismo, tiene al cerdo
como hospedero intermediario en donde se desarrollan las formas larvales del parasito
denominados cisticercos causandole cisticercosis porcina. El ser humano también puede

actuar como hospedero intermediario accidental desarrollando cisticercosis humana [1][2].

1.1 Ciclo bioldgico de Taenia solium

El ciclo biolégico de la T. solium inicia cuando la tenia adulta localizada en el intestino del
hospedero definitivo produce huevos que contienen un embridon hexacanto denominado como
oncosfera, que son liberados junto a las heces del hospedero humano. Las heces contienen
huevos que son habitualmente ingeridos por los cerdos que habitan en ambientes con
condiciones sanitarias deficientes. En el cerdo, los huevos ingeridos eclosionan y liberan las
oncosferas a nivel intestinal, estas se adhieren y atraviesan el epitelio intestinal hacia el
sistema circulatorio donde se distribuyen por el torrente sanguineo y se establecen en los
tejidos o musculos donde se transforman en cisticercos. El ciclo continia cuando una persona
ingiere la carne de cerdo con cisticercos, en donde el escolex del cisticerco se adhiere a la
mucosa intestinal a través de sus ventosas y su doble corona de ganchos, y comienza a
producir proglétides, formando un estrébilo para convertirse en una tenia adulta [1][2]. El ser
humano puede actuar como hospedero intermediario cuando ingiere accidentalmente los
huevos de T. solium, por lo que al igual que en el cerdo los huevos eclosionan liberando a la
oncosfera que se adhiere y penetra el epitelio intestinal ingresando al torrente sanguineo para
alcanzar los tejidos, entre ellos el sistema nervioso central en donde se desarrolla hasta

cisticerco, causando neurocisticercosis [3].

1.2. Post-oncosferade T. solium

El ciclo de vida de T. solium incluye diferentes estadios de desarrollo, siendo primero un huevo
gue contiene un embrion multicelular con seis ganchos denominado oncosfera; la oncosfera
se transforma en una larva quistica llena de liquido con un escdlex invaginado denominado
como cisticerco; y finalmente el cisticerco desarrolla hasta la tenia adulta [1][2]. Durante la
transformacion de oncosfera a cisticerco, existen formas intermedias de desarrollo

denominadas post-oncosferas [4][5]. Estas formas postoncosferales han sido estudiadas en



el cerdo y en cultivos in vitro. En el cerdo, durante los primeros dias de infeccion, las formas
intermedias se encuentran en dérganos internos o en musculo, y tienen formas ovales, sin
ganchos y llegan a medir hasta 58 micras de longitud. Entre los 6 a 12 dias después de la
infeccion, las post-oncosferas incrementan su tamafo hasta 443 micras de longitud, y tienen
forma quistica con liquido en el interior y una regiéon con una gran cantidad de células que
podria ser el origen del escélex. Tras 20 dias postinfeccibn las post-oncosferas se
transforman a cisticercos con un escélex simple, con forma de un brote vacio que esti
usualmente dirigido hacia el interior de la cavidad vesicular, mientras que para el dia 50 el

escolex se observa casi completo con 4 ventosas [4].

1.3 Neurocisticercosis

El cisticerco de T. solium puede afectar el parénquima cerebral causando neurocisticercosis
parenquimatosa, considerada como la causa mas importante de epilepsia adquirida. La
neurocisticercosis es usualmente asintomatica, sin embargo cuando el parasito es detectado
por el sistema inmune causa inflamacion desarrollando sintomas como convulsiones y dolor
de cabeza crénico. El cisticerco también puede desarrollarse fuera del parénquima cerebral
causando neurocisticercosis extraparenquimatosa, con sintomas como la hidrocefalia [1]. En
la neurocisticercosis se da una respuesta humoral asociada al componente C5 del
complemento y la participacion de anticuerpos; también se da una respuesta celular que
depende de la localizacion y la etapa del cisticerco. En el parénquima cerebral, el cisticerco
viable regula de forma activa la respuesta inmunitaria del hospedero durante meses o afos
previos a la apariciébn de sintomas; con el tiempo se produce la degeneracion de los
cisticercos por un proceso que aun es desconocido, se cree que puede darse de forma
natural o por causa del tratamiento antihelmintico dando inicio a una respuesta inflamatoria.
Durante esta respuesta se produce un aumento en la produccion de citocinas como
interleucina 1 beta (IL-1B), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interferén gamma (IFN-
Y), ademas de desencadenar la activacion de células endoteliales y proliferacion de astrocitos
alterando la integridad de la barrera hematoencefalica. Las células endoteliales facilitan la
infiltracion y migracion de leucocitos hacia el espacio subaracnoideo y hacia el parénquima
cerebral, de este modo, las células inmunes entran en contacto con los cisticercos y sus

productos excretores/secretores [2].

2. Viade sefalizacién del interfer6n gammay su regulaciéon por agentes infecciosos



2.1 Via de sefializacion del interferéon gamma

IFN-y es una citocina de interferdn tipo Il producida principalmente por linfocitos. La via de
sefalizacién inicia con la unién del IFN-y a su receptor IFN-yR, la unién fosforila las cinasas
Janus (JAK1 y JAK2) que al ser activadas fosforilan al factor de transcripcion citosélico
inactivo STATL1 (proteinas transductoras de sefales y activadoras de la transcripcion), las
cuales forman homodimeros y se transloca al nacleo donde se unen a las secuencias
activadas por el gamma en la region promotora de los genes asociados a IFN-y [6]. Los
macrofagos pueden ser activados por IFN-y para el control de infecciones por patégenos
intracelulares [7] mientras que en el sistema nervioso central las microglias cumplen este
rol al ser los macréfagos residentes. La activacién de microglias mediada por IFN-y induce
la produccion del TNF-a, 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), ademas del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il, CD68 e interleucina 6 (IL-6) [8]. La funcidn
efectora antimicrobiana de la via del IFN-y aumenta la eficiencia del sistema inmunitario,
pero su hiperactividad causa dafio tisular excesivo, necrosis e inflamacion; por lo que,
existen mecanismos de regulacion negativa en la transduccion de sefiales de la via del
IFN-y por proteinas tirosina fosfatasas [8], entre ellas se tiene a la proteina SHP-1 que
tiene un rol antiinflamatorio, esta proteina es expresada por microglias y astrocitos y
previene la fosforilacion excesiva y prolongada de STATL1 [9].

IFN-y genera respuestas proinflamatorias y microbicidas, cumpliendo un rol importante en
la defensa contra patégenos como virus [10], bacterias [11] y protozoos. Por ejemplo, uno
de los mecanismos de defensa de IFN-y contra protozoos como Trypanosoma cruzi,
Leishmania major, Plasmodium spp. y Toxoplasma gondii es mediante la activacion de
macro6fagos con produccion de 6xido nitrico [12]. A nivel del sistema nervioso central, la
via de sefalizacion de IFN-y en microglias promueve la autofagia para la eliminacion de
parasitos intracelulares como Toxoplasma gondii, asi como el reclutamiento de linfocitos
T al cerebro [13].

2.2. Regulacioén de la via de sefializacion del IFN-y por agentes infecciosos

La via de sefializacion de IFN-y es clave para la defensa temprana del huésped, es por
ello, que diversos patdgenos regulan esta via para su beneficio, actuando sobre las
proteinas que participan en esta via como STAT1,; por ejemplo, el virus simio 5 interactta
con STATL1 produciendo su ubiquitinacién y degradacion [14], asi mismo Mycobacterium
tuberculosis induce la expresion de microARN del huésped que se une al coactivador
transcripcional p300 para interrumpir la asociacion de este coactivador con los
homodimeros de STAT1, evitando asi la transcripcion de genes asociados a IFN-y [15],

otro patdgeno que regula esta via es Francisella novicida que suprime y desfosforila



STAT1 inhibiendo la sefalizacion mediada por IFN-y [16]. Por otro lado, los protozoos
intracelulares también pueden regular la via de sefializacion del IFN-y activando las
proteinas tirosina fosfatasas o impidiendo el reclutamiento de coactivadores; por ejemplo,
Leishmania activa las proteinas tirosina fosfatasas que regulan negativamente la via de
sefializacion del IFN-y, inhibiendo la producciéon de TNF-a y 6xido nitrico por el macréfago
[17] mientras que Toxoplasma gondii impide el reclutamiento del coactivador
transcripcional CBP/p300 inhibiendo la transcripcion de los genes asociados a IFN-y [18].
En helmintos, se han reportado estudios en T. crassiceps que modulan la via del IFN-y al
bloquear la fosforilacion de STAT1 [19].

3. Proteinas de excrecidn/secrecion de parasitos que regulan la via de sefializacion del
IFN-y

Los pardsitos tienen la capacidad de modular el sistema inmune del huésped y uno de los
mecanismos de regulacién mas probable es mediante la interaccion de sus productos de
excrecion/secrecion (E/S) con las células y moléculas del sistema inmune del hospedero.
Entre los productos E/S estan las proteinas, siendo su principal blanco las vias de sefializacion
relacionadas con la respuesta inmune [20]. Por ejemplo, Toxoplasma gondii secreta la
proteina TgIST que adopta una conformacion helicoidal al unirse a STAT1, impidiendo de esta
manera el reclutamiento del coactivador transcripcional CBP/p300 [18]. Asi mismo,
Leishmania secreta proteinas dentro de vesiculas que ingresan al citosol del macréfago del
hospedero en donde activan las proteinas tirosina fosfatasas que desfosforila los
componentes JAK y STAT1 de la via de sefializacion del IFN-y inhibiendo la funcién
microbicida del macréfago [17]. Los productos E/S de T. crassiceps también regulan la via del
IFN-y al bloquear la fosforilacion de STAT1 [19].

3.1. Factor de Elongacién-1a de parasitos como reguladoras de la via de senalizacion
del interferon gamma

El factor de elongacion 1 alfa (EF-1a) es una proteina de uniéon a GTP, conservada y crucial
en los procesos bioldgicos de los organismos eucariéticos. Esta proteina se une al aminoacil-
tRNA y media su transporte al sitio A del ribosoma, cumpliendo una funcién importante durante
la fase de elongacion de la traduccion. Esta proteina ha sido identificada en los productos E/S
de diversos protozoos como Trypanosoma brucei, Trichomona vaginalis, Cryptosporidium
hominis, Giardia intestinalis, Leishmania, Toxoplasma gondii y Plasmodium berghei, sin
embargo, la funcion de esta proteina ha sido caracterizada en pocos de estos protozoos. Por
ejemplo el EF-1 a de Plasmodium berghei es secretado dentro de vesiculas que interfieren
en vias de sefializacion ocasionando respuestas inmunitarias no funcionales [29]. En

Leishmania, esta proteina es secretada dentro de



exosomas favoreciendo un entorno antiinflamatorio, los exosomas de Leishmania ingresan al
macréfago por endocitosis liberando la proteina EF-1q, la cual, activa a la proteina tirosina
fosfatasa SHP-1, que desfosforila componentes fundamentales de la via de sefalizacion del
IFN-y. La regulacion de esta via impide la activacion del macréfago, por ende, la produccion

de 6xido nitrico e induccién de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a [17].

El EF-1a también ha sido identificado en los productos E/S de helmintos como Clonorchis
sinensis, Brugia malayi, Haemonchus contortus, Echinococcus granulosus y Taenia spp. En
helmintos la funcién de esta proteina aln no ha sido caracterizada en la mayoria de estas
especies. En especies de Taenia se ha reportado la presencia de EF-1a en los productos E/S
de T. solium, T. saginata y T. asiatica. Entre los productos E/S del parasito también se
encuentran vesiculas cuya capacidad es la transferencia no selectiva de proteinas mediante
su fusion con las células objetivo, en T. asiatica, el EF-1a esta en las vesiculas secretadas
por el parasito [23]. En T. solium, esta proteina ha sido identificada en los productos E/S del
cisticerco [24] y la post-oncosfera [5]; sin embargo, aun no se ha caracterizado la funcion que
cumple esta proteina con la interaccion con el hospedero, y sobre todo su participacién como
regulador de la via de sefializacién del [FN-y.



Problema de investigacion

La neurocisticercosis es una enfermedad parasitaria del sistema nervioso central ocasionada
por los cisticercos de T. solium. Esta parasitosis es comln en zonas rurales de paises de
Latinoameérica, Africa subsahariana, sudeste de Asia, subcontinente indio, y partes de China,
representando la principal causa de epilepsia. Aproximadamente el 30% de casos de epilepsia
estd asociada a la neurocisticercosis a nivel mundial. EI humano adquiere esta infeccién al
ingerir accidentalmente huevos de T. solium, que eclosionan liberando a la oncosfera, la cual,
atraviesa el epitelio intestinal para dirigirse al torrente sanguineo y finalmente al cerebro,
donde continuaréa su desarrollo hasta llegar a cisticerco [1]. Previo al desarrollo del cisticerco
existen formas intermedias de desarrollo denominados post-oncosferas [4], estos estadios se
establecen y logran completar su desarrollo a cisticerco en el hospedero, sin embargo, adn
no se conoce el mecanismo que utiliza el pardsito en esta etapa para promover su
supervivencia en el hospedero. Uno de los mecanismos utilizados por helmintos es la
modulacion de la respuesta inmune del hospedero con la participacién de las proteinas E/S
del parasito que son transportados dentro de vesiculas extracelulares [25]. El EF-1a es una
proteina identificada en las vesiculas extracelulares de paréasitos y se ha demostrado su
participacion en la regulacion del sistema inmune del huésped [17]. Esta proteina también ha
sido identificada en la post-oncosfera de Taenia solium [5], pero aun no se ha caracterizado

la funcién de esta proteina en la interaccion con el hospedero.

Estudios en protozoos, han demostrado que el EF-1a es transportado dentro de vesiculas
extracelulares hacia el citosol del macréfago para regular la via de sefializacion del IFN-y
induciendo la activacion de SHP1 para desfosforilar STAT1, esta interrupcion en la
transduccion de sefiales impide la produccion de oxido nitrico y TNF-a cambiando el fenotipo
en los macrofagos a tipo 2 creando un entorno que favorece la supervivencia de parasito [17].
La via de sefializacion de IFN-y es una via regulada principalmente por patdégenos
intracelulares [14, 15, 16, 17, 18], pero se ha demostrado que helmintos como T. crassiceps
también pueden regular esta via en macrofagos mediante sus productos E/S que activan a la
proteina tirosina fosfatasa SHP1 que luego desfosforila a STAT1 [19]. T. crassiceps es un
cestodo de caninos y roedores, que ha sido ampliamente usado como modelo para el estudio
de la interaccion hospedero-parasito en cisticercosis, sugiriendo que este mecanismo de

regulacién podria darse también en Taenia solium causante de la cisticercosis.



Por otro lado, T. solium afecta principalmente el sistema nervioso central en humanos, en
donde la microglia cumple un papel importante en la defensa contra parésitos [27]. Las
microglias participan en la inmunidad innata ante una infeccion por parasitos mediante la
liberacion de citocinas y/o quimiocinas proinflamatorias y moléculas efectoras [8]. La
regulacion de la via de sefializacion del IFN-y en la microglia por parasitos podria permitir un
ambiente favorable para la supervivencia del parasito al suprimir la inflamacién y la inmunidad
del huésped. Por todo lo expuesto en este trabajo de investigacion se propone la siguiente
hipétesis: la proteina EF-1a de la post-oncosfera de Taenia solium regula la sefializacion del

IFN-y en las microglias inhibiendo la produccion de éxido nitricoy TNF-a.



Estrategia de abordaje

Para la afirmacién o negacion de la hip6tesis, se propone realizar dos ensayos in vitro, el
primero es para evaluar si los productos E/S de la post-oncosfera de T. solium regulan la via
de sefializacion del IFN-y en la microglia y el segundo ensayo consiste en exponer al cultivo
microglial a vesiculas extracelulares (VES) que contienen la proteina EF-1a de la post-
oncosfera de T. solium para determinar si la modulacion de la via de sefializacion del IFN-y
se da por el EF-1a a través de la activacion de SHP1.

Para el primer ensayo, se plantea usar la linea celular microglial humana C20 [28] vy el
producto E/S de la post-oncosfera de T. solium [4]. En este ensayo las microglias seran
estimuladas previamente con IFN-y para la activacion de la via de sefalizaciéon del IFN-y.
Luego, seran incubadas con el producto E/S para posteriormente medir la produccion de
TNF-a (por ELISA) [29] y 6xido nitrico (por el método de Griess) [19] en el sobrenadante del
cultivo; también se cuantificara la proteina STAT1 fosforilado en un lisado celular mediante
Western blot y densitometria [19]. Habra 2 grupos de cultivo microglial C20, un grupo expuesto
primero a IFN-y y luego a los productos E/S de la post-oncosfera, y el otro grupo control
expuesto solo a IFN-y (ver esquema en el Anexo 1).

Para el segundo ensayo se plantea usar VEs cargadas con la proteina EF-1a (VEs EF-1a) y
VEs deficientes en la proteina EF-1a. Para la obtencion de estas VEs se plantea usar la
metodologia de Demarta-Gatsi & et al [26]. Las microglias seran estimuladas con IFN-y para
la activacion continua de la via de sefializacion del IFN-y. Se formaran 4 grupos de cultivo
microglial C20 que seradn expuestos a: VEs EF-1a, VEs EF-1a mas ortovanadato, VEs
deficientes en EF-1q, y solo IFN-y. El grupo con ortovanadato es necesario para observar si
la via inhibida por EF-1a mediante la activacion de SHP1 es reactivada al inhibir SHP1 [19].
Luego, se obtendra el sobrenadante para evaluar la producciéon de éxido nitrico y TNF-a
mediante los métodos de Griess [19] y ELISA [29], respectivamente. Para el analisis de la
fosforilacion de STAT1, se analizaran los niveles de la proteina fosforilada STAT1 por Western
blot y densitometria como se describi6 anteriormente (ver esquema en el Anexo 1).
Finalmente, se realizard comparaciones de grupos multiples, los datos se analizaran mediante

ANOVA unidireccional y para comparar entre dos grupos se usara la prueba t de Student [19].
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V. Anexos
Anexo 1: Esquema experimental de ensayos postulados en la Estrategia de Abordaje
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