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Resumen

La neurocisticercosis racemosa es una enfermedad agresiva causada por la
expansion y proliferacion aberrante de la membrana del quiste de Taenia
solium dentro del espacio subaracnoideo del cerebro humano causando un
efecto masa en el tejido nervioso e inflamacion cronica. Considerando que el
crecimiento es consecuencia de la proliferacion de la pared quistica del
parasito, no existe evidencia directa reportada que apoye este postulado.
Cestodes caracterizados por ser altamente proliferativos presentan un tipo de
células totipotentes indiferenciadas denominadas células germinativas y se ha
demostrado su participacion en el crecimiento y desarrollo de los quistes. Se
piensa que las células germinativas serian las responsables del desarrollo y

crecimiento anormal del quiste racemoso.

En este trabajo, caracterizamos parcialmente la pared quistica del cisticerco
racemoso de T. solium y demostramos la presencia de células proliferativas,
estas células estan ausentes en la pared quistica del cisticerco vesicular. Las
células proliferativas presentan una morfologia similar a las células
germinativas descritas en otros cestodes y expresan altos niveles de la proteina
quinasa tipo polo 1 (plkl). Establecimos un sistema de cultivo in vitro de
células proliferativas y demostramos que las células aisladas de quistes

racemosos son sensibles a la accién de la hormona insulina.

Adicionalmente, evaluamos puntualmente la via de las proteinas quinasas
activadas por mitdégenos (MAPK) y demostramos que en los quistes racemosos

presentan esta via activada (fosforilada).



Procedimos a evaluar in vitro e in vivo la accion anti-proliferativa de la droga
metformina empleando el sistema de cultivo celular y el modelo murino de
cisticercosis con Taenia crassiceps. Observamos que la metformina disminuye
la proliferacion celular reduciendo los niveles de fosforilacion de la quinasa

regulada por sefiales extracelulares 1/2 (ERK 1/2).

Finalmente, evaluamos el metabolismo del hierro del parasito y observamos en
la pared quistica del cisticerco racemoso depoésitos de hierro. Adicionalmente,
los niveles de expresion de dos proteinas de unién a hierro (ferritina y
melanotransferrina) y la ribonucleétido reductasa se encuentran sobre-

expresados en la forma racemosa.

Estos resultados confirman que el quiste racemoso presenta caracteristicas
celulares, moleculares y metabodlicas Unicas, estrechamente ligadas a la
presencia de células germinativas en su pared quistica. Las células
germinativas constituyen un novedoso blanco terapéutico que puede permitir la
evaluacion de nuevos farmacos para el tratamiento de la neurocisticercosis

racemaosa.

Palabras clave: neurocisticercosis, Taenia solium, células germinativas, quiste

racemaoso



Summary

Racemose neurocysticercosis is an aggressive disease caused by the aberrant
expansion of the cyst form of Taenia solium within the subarachnoid space of
the human brain and spinal cord resulting in a mass effect and chronic
inflammation. Although expansion is likely caused by the proliferation and
growth of the parasite bladder wall, there is little direct evidence of the
mechanisms that underlie these processes. Studies in highly proliferative
cestodes demonstrate the participation of undifferentiated totipotent cells called
germinative cells in the growth and development of cysts. Germinative cells
would be responsible for the abnormal growth and development of the

racemose cyst.

In this work, we partially characterize the bladder wall of the racemose cyst of
T. solium and demonstrate the presence of proliferative cells. These cells are
absent in the bladder wall of the vesicular cyst. Proliferative cells present
morphology similar to germinative cells described in other cestodes and
express high levels of polo like kinase 1 (plk1l). We established an in vitro
culture system of proliferative cells and demonstrated that cells isolated from

racemose cysts are sensitive to the action of the hormone insulin.

In addition, we evaluated the mitogen-activated protein kinase (MAPK)
signaling pathway and demonstrated that the racemose cysts have active
(phosphorylated) this pathway. We proceeded to evaluated in vitro and in vivo
the anti-proliferative action of the drug metformin using the cell culture system

and the murine model of cysticercosis with Taenia crassiceps. We observed



that metformin decreases cell proliferation by reducing the phosphorylation

levels of extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK 1/2).

Finally, we evaluated the iron metabolism of the parasite and observed iron
deposits in the bladder wall of the racemose cyst. Additionally, the expression
levels of two iron-binding proteins (ferritin and melanotransferrin) are

overexpressed in the racemose form.

These results confirm that the racemose presents unique cellular, molecular and
metabolic characteristics, closely linked to the presence of germinative cells in
the bladder wall. Germinative cells constitute a novel therapeutic target that
may allow the evaluation of new drugs for the treatment of racemose

neurocysticercosis.

Key words: neurocysticercosis, Taenia solium, germinative cells, racemose

cyst.



Capitulo 1: Introduccion General

1.1 Origeny clasificacion taxonomica de Taenia solium

Los platelmintos o gusanos planos dorso-ventrales se caracterizan por ser
acelomados, presentan simetria bilateral son cominmente hermafroditas que
carecen de sistema respiratorio y circulatorio ademas presentan un sistema
excretor primitivo de protonefridios basado en células flamigeras. Los
primeros estudios filogenéticos (1) se basaron en caracteristicas morfologicas
y ecoldgicas; sin embargo, actualmente se emplean caracteristicas
moleculares. Los platelmintos incluyen a mas de 20,000 especies clasificadas
en 17 grupos, que incluyen a la clase Cestoda y a la subclase Eucestoda. La
clase Cestoda representa uno de los grupos de helmintos parasitos mas

exitosos con aproximadamente 5000 especies clasificadas en 740 géneros (2,

3). (Fig. 1).

Taenia solium, es un pardsito platelminto de la clase Cestoda, subclase
Eucestoda, orden Cyclophyllidea y familia Taeniidae. ElI gusano adulto
presenta un érgano de anclaje denominado escolex que posee cuatro ventosas
y una corona de 22-32 ganchos (rostelo), y un estrébilo o cuerpo alargado y
segmentado. Cada segmento o proglotido desarrolla Organos sexuales
masculino y femenino que producen miles de huevecillos que son liberados al

medio ambiente a través del poro genital (2-6).
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Figura 1: Ubicacion filogenética de Taenia solium. Tomado de Olson et al. 2012 (2).
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1.2 Ciclo biolégico de Taenia solium

T. solium presenta un ciclo de vida complejo que incluye a dos hospederos
mamiferos: el cerdo y el ser humano. El ser humano constituye el Unico
hospedero definitivo, en cuyo intestino se desarrolla y habita la forma adulta
del parasito, infeccion conocida como teniasis. Adicionalmente, el ser
humano constituye el mas importante reservorio y diseminador del paréasito,
mientras que el cerdo actia como hospedero intermediario al portar los
estadios larvales denominados quistes o cisticercos. Accidentalmente el ser
humano también puede actuar como hospedero intermediario por

contaminacion fecal (4) (Fig. 2).

/

Ser humano (hospedero definitivo) {

¥

/ /) \
o
‘ Quiste
Teniasis
_Causada por la Cisticercosis humana
ingesta de carne ,

Causada por la ingesta

J
de cert_jo mal [ de huevecillos por
cocida. " I‘\ | contaminacion fecal.
=3 - I . -
' / / Cisticercosis
| porcina

adulto

o \ Causada por la
\ .
\ ingesta de
Gusano \ Cerdo (hospedero |ntermed|ar|0) huevecillos.

Figura 2: Ciclo biolégico de Taenia solium. Tomado de Garcia et al.2014 (5).



1.3 Etapas de desarrollo en T. solium

Durante su ciclo de vida, el parasito presenta las siguientes etapas (6):

Huevo: Esta etapa es la responsable de la diseminacion en el medio ambiente.
Los huevos de T. solium son microscopicos, de forma esférica, presentan una
cobertura o cascara externa delicada, y en su interior aloja al embrion
hexacanto u oncosfera cubierto por una membrana gruesa, opaca, parduzca
denominada embrioforo. EI embriéforo protege a la oncosfera de varias
condiciones ambientales desfavorables pero es facilmente eliminado cuando
llega al intestino del hospedero intermediario por la accion de las enzimas
digestivas y del pH &cido.

Oncosfera: Larva o embrion globular, de unos 30 um de diametro y armada
con 3 pares de ganchos; de ahi proviene el nombre de embrion hexacanto. La
oncosfera libera enzimas proteoliticas que le permiten penetrar la mucosa
intestinal, alcanzar el torrente sanguineo, y migrar a 6rganos o tejidos internos
del hospedero intermediario.

Cisticerco: Vesicula que contiene el escolex invaginado y que se aloja en los
tejidos del hospedero intermediario. Es de forma ovoide que varian en tamafio
desde unos milimetros hasta 1-2 cm de diametro, la pared quistica se
caracteriza por presentar diversas regiones. La region externa o tegumento
permite la absorcion de nutrientes y excrecion de metabolitos; presenta
prolongaciones caracteristicas denominadas microtrichas. En las regiones
internas se encuentran fibras musculares, fibras de colageno, corpudsculos

calcareos, células llamadas citones, células flamigeras y ductos.



Pre-adulto: Etapa comprendida entre el cisticercoy el adulto. Cuando los
cisticercos presentes en carne de cerdo mal cocida, son ingeridos por el
hospedero definitivo, el escdlex evagina para adherirse a la mucosa intestinal
empleando sus ventosas y ganchos, luego el paréasito pierde la pared quistica y
crece a partir del cuello hasta desarrollar al adulto. Este crecimiento toma
aproximadamente dos meses.

Adulto: Etapa reproductiva del parasito. El gusano presenta el escélex, un
cuello alargado y el estrobilo, constituido por 700-1000 proglétidos. Los
proglétidos pueden ser inmaduros o maduros, segin su tamafio, forma,
desarrollo de o6rganos reproductivos y el contenido de huevecillos. Cada
proglétido maduro puede llegar a producir hasta 50 000 huevecillos. Cuando
los proglotidos y huevecillos son liberados al ambiente e ingeridos por un

nuevo hospedero intermediario, el ciclo bioldgico se completa (6).

1.4 Enfermedades causadas por T. solium

1.4.1 Teniasis

La teniasis, o infeccidn con el parésito adulto, ocurre solo en el ser humano y
en general, no produce sintomas (7). EI ser humano desarrolla la teniasis luego
de consumir carne de cerdo mal cocinada infectada con los quistes (4, 6).
Luego de ser ingeridos, el escolex provisto de ventosas y una corona de
ganchos evagina a nivel del intestino delgado y se ancla fuertemente a la
mucosa intestinal, el estrobilo empieza a crecer hasta desarrollar el gusano

adulto logrando alcanzar una longitud de 2-4 metros.



Luego de dos meses de la infeccion, los huevecillos o proglétidos maduros son
eliminados a través de las heces (4, 6). La teniasis causa muy poca inflamacion
en la zona de anclaje; no genera un dafio perceptible al tejido intestinal.
Algunos de los malestares atribuidos a la teniasis son: dolor abdominal,
distension, diarrea 0 nauseas, aungue la mayoria de los pacientes no los

presentan (7).

1.4.2 Cisticercosis

La cisticercosis es la infeccion con larvas o quistes de T.solium, ocurre luego
de ingerir los huevecillos liberados al medio ambiente a través de las heces de
personas con teniasis (4). En areas con pobres sistemas sanitarios, los cerdos
tienen acceso a las heces humanas; el ser humano también puede infectarse al
consumir alimentos o agua contaminada con heces, o auto-infectarse por la via
fecal-oral, si es portador del gusano adulto. Luego de ser ingeridos, los
huevecillos eclosionan en el intestino (humano o porcino) gracias a la accion
del &cido gastrico, enzimas digestivas y fluidos intestinales, liberando a la

oncosfera (6).

La oncosfera secreta enzimas proteoliticas, penetra la mucosa intestinal y
alcanza el torrente sanguineo para luego diseminarse a todo el organismo
infectando musculos y diversos oOrganos. Las manifestaciones clinicas

dependen del 6rgano infectado (5).



1.4.3 Neurocisticercosis

La neurocisticercosis (NCC) es el nombre que recibe la infeccion del sistema
nervioso central (SNC) con los quistes de T. solium (4). La NCC es endémica
en varios paises en América Latina, Africa, Asia e India, en los cuales las
condiciones de crianza de cerdos bajo pobres condiciones de salubridad e
higiene permiten que se cumpla todo el ciclo bioldgico del parasito (Fig. 3). La
NCC se ha convertido en un problema de salud publica en los paises
desarrollados debido a la migracion de personas con teniasis provenientes de

zonas endémicas (5).

Endemia (ciclo de vida completo) %

Sospecha de endemia /

Casos importados (posible transmisién humana)
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Figura 3: Prevalencia geogréfica de Taenia solium. Tomado de Garcia et

La localizacion mas comdn de los quistes o cisticercos es el paréngquima
cerebral, principalmente entre la union de la materia gris con la blanca.
Ademas se pueden hallar quistes en los ventriculos, espacio subaracnoideo,

cisternas basales y columna vertebral (4).



La morfologia de los quistes varia de acuerdo a su viabilidad e integridad.
Quistes viables presentan una membrana traslicida en donde el escolex es
visible como un pequefio nédulo de 2-3 mm. Cuando el quiste empieza a
degenerar por causas naturales o luego de administrarse drogas
antihelminticas, el fluido vesicular se vuelve opaco, denso y los bordes del

quiste se tornan irregulares (4, 6).

1.5 Respuesta inmunoldgica e inflamacion durante la NCC

Los quistes viables pueden o no generar una respuesta inmunolégica en el
tejido circundante del hospedero. Los cisticercos localizados en el parénquima
cerebral permanecen aislados y protegidos del sistema inmunolégico por la
barrera hematoencefalica (BHE) (8). Estudios previos demuestran el
establecimiento de mecanismos para la evasion inmunoldgica por parte del
paréasito, por ejemplo, mediante la secrecién de antigenos capaces de inhibir la
cascada del complemento (9). Luego de un periodo prolongado de varios afos
e incluso décadas (8), el parasito degenera produciendo un cuadro inflamatorio
caracterizado por estar rodeado de un granuloma formado por una densa capa
fibrosa rica en colageno, células gigantes multinucleadas, las células mas
abundantes son macréfagos, linfocitos T CD3/CD8", células plasmaticas y en
menor proporciéon linfocitos T CD3/CD4*. Adicionalmente se observan
eosinodfilos, neutrofilos, mastocitos, activacion y proliferacion de la microglia,
astrogliosis y posterior formacién de cicatriz glial, edema, degeneracion

neuronal y una fuerte respuesta periférica caracterizada por un perfil mixto de



citoquinas Th1/Th2 (IL-12, INF-y/ IL-4, 1L-13) y citoquinas pro-inflamatorias

(IL-8, TNF-a) (10).

El proceso de neuroinflamacion se encuentra estrechamente ligada a la
generacion de cuadros de convulsiones y epilepsia, que constituyen los
sintomas clinicos méas importantes de la NCC (11). El quiste también causa
sintomas debido a un efecto de masa al ejercer presion y desplazamiento del

tejido circundante o por obstruir el flujo del liquido cefalorraquideo (LCR).

1.6 Patologia de la NCC

La NCC es en muchos casos asintomatica, pero cuando los sintomas se
presentan suelen ser muy heterogéneos debido a la localizacion anatémica de
las lesiones, a la carga parasitaria en el sistema nervioso, asi como a la
intensidad de la respuesta inmunoldgica (12-14). Los cuadros de epilepsia
ocurren en el 50-80% de los pacientes con quistes cerebrales parenquimales o
calcificaciones pero es menos frecuente en otras formas de NCC. Otras
manifestaciones relevantes son hipertension intracraneal, hidrocefalia o0 ambos
en el 20-30 % de los casos (15). En el Peru existen zonas rurales donde se ha
reportado que, en adultos, el 10% de los casos de epilepsia adquirida estan

directamente asociados a NCC (16).

Los quistes localizados en espacios subaracnoideos producen aracnoiditis
difusa o local, causando hidrocefalia por la obstruccion mecénica del LCR o

como resultado de ventriculitis y cicatrizacion (15).



En la NCC intraventricular el parésito es Unico y esta libre dentro de la
cavidad, es poco frecuente que el quiste se mueva de un ventriculo a otro. Los
quistes son mas frecuentes en el cuarto ventriculo, menos comun es
encontrarlos en el tercero y ain menos, en los ventriculos laterales (15).
Parésitos intraventriculares pueden bloquear el LCR o producir inflamacion

del ependima y plexos coroideos.

1.7 Tratamiento y control de la NCC

El tratamiento de la NCC se realiza administrando farmacos antihelminticos
como el praziquantel o albendazol en combinacién con antiinflamatorios
corticoides como la dexametasona (5, 7). Los antiparasitarios destruyen a los
quistes liberando una gran cantidad de antigenos que exacerban la respuesta
inflamatoria, sin embargo la accion de los antiinflamatorios reduce estos

efectos (5, 7).

Se han ejecutado diversos programas dirigidos a controlar la transmisién como
el tratamiento contra la teniasis (17), tratamiento combinado de la teniasis y la
cisticercosis porcina (18, 19), la administracion de vacunas en cerdos (20) y
planes de saneamiento e intervenciones educativas (21). Sin embargo, las
conclusiones sobre la eficacia de estos programas se han visto limitadas por

realizarse un seguimiento a pequefa escala.
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1.8 Neurocisticercosis racemosa

La NCC racemosa es la forma menos comun pero de mayor gravedad de la
NCC extraparenquimal, ocurre cuando el quiste se desarrolla en la regién
subaracnoidea basal, en cisternas basales o la fisura de Silvio del cerebro (22).
La NCC racemosa se caracteriza por la presencia de una forma aberrante y
proliferativa del parasito, que alcanza varios centimetros de diametro,
compuesta de maultiples vesiculas interconectadas, formadas por una
membrana traslucida, delicada y delgada (23). El quiste carece de escélex lo
que resulta en una larva anormal y estéril (23). Como su apariencia se asemeja

a la de un racimo de uvas recibe el nombre de quiste racemoso.

La NCC racemosa esta asociada a un desplazamiento del tejido nervioso
circundante, a una intensa reaccion inflamatoria, fibrosis, engrosamiento de la
leptomeninge en el tronco del cerebro, hidrocefalia, hipertension intracraneal y
meningitis; es clinicamente mas agresiva que la forma parenquimal. La
prevalencia exacta de la NCC racemosa se deconoce pero se presume que
oscila en el 15-20% de los pacientes (23, 24). El cuadro resultante es un

aumento de la tasa de mortalidad de alrededor del 50% (22).

El tratamiento de la NCC racemosa requiere la administracion de farmacos
antihelminticos en combinacién con anti-inflamatorios, comunmente
corticoesteroides, por largos periodos de tiempo para controlar la respuesta

inflamatoria y la infeccion parasitaria (25).
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Los eventos a nivel celular, molecular y metabdlicos que promueven o
favorecen el desarrollo y la proliferacion del quiste racemoso aun no son
comprendidos por completo. El quiste racemoso solo puede ser obtenido
mediante intervencién quirdrgica a los pacientes y la remocion del parasito
solo es posible en algunos casos. Cuando el parasito se localiza en una region
anatomica de dificil acceso o compromete la integridad de arterias o venas, la
intervencion es de alto riesgo para el paciente y no se realiza. La
disponibilidad de material bioldgico es por lo tanto la principal limitante para

estudiar y comprender la biologia del quiste racemoso.
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1.9 Justificacion del estudio

Durante su desarrollo y crecimiento descontrolado en el espacio
subaracnoideo, el quiste racemoso de T. solium responde a diversas sefiales 0
estimulos externos provenientes de su microambiente asi como a sefiales
internas; sin embargo los eventos o cambios a nivel celular, molecular y
metabolicos responsables en el desarrollo y proliferacion de esta forma

aberrante de cisticerco son poco entendidos y estudiados.

La identificacion de los eventos asociados al crecimiento continuo del quiste
racemoso permitird aprovechar estas caracteristicas bioldgicas para multiples
fines incluyendo la identificacion de moléculas con potencial diagnostico o la
evaluacion de nuevos farmacos y tratamientos que contribuyan en el control de
la infeccion y aumentar la efectividad de los tratamientos actuales. El presente
proyecto exploratorio constituye el primer estudio dirigido a comprender las

bases bioldgicas del quiste racemoso asociadas a su continuo crecimiento.
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1.10 Objetivos generales del estudio
El objetivo general de esta tesis fue caracterizar parcialmente a nivel celular y

molecular la pared quistica del cisticerco racemoso de T. solium.

Los objetivos especificos fueron:
e Caracterizar histologicamente los componentes celulares de la pared
quistica del cisticerco racemoso.
e ldentificar vias de sefializacion asociadas al desarrollo o crecimiento
del cisticerco racemoso.
e Identificar genes con expresion diferencial en el cisticerco racemoso.
e Identificar cambios en el metabolismo del hierro en el cisticerco

racemaoso.

1.11 Aspectos éticos

Los protocolos para el uso de animales empleados en el presente estudio fueron
revisados y aprobados por el Comité de Etica Institucional para el uso de
animales de la Escuela de Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos (numero de protocolo 006) y de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia (SIDISI 62392 y 101250). Adicionalmente, se obtuvo le aprobacion
para el uso de muestras de quistes racemosos por parte del Comité de Etica del

Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas (INCN) (242-2018-DG-INCN).
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Capitulo 2
Identificacion y cultivo de células proliferativas de quistes racemosos de

Taenia solium

2.1 Introduccion

La naturaleza del quiste racemoso es poco estudiada y comprendida. El
parasito presenta largos periodos de incubacion para su desarrollo, alrededor
de 1.5 a 2 décadas (25) y se postula que a medida que el escélex degenera la
proliferacion de la pared quistica y vesiculas aumenta. La teoria méas aceptada
que intenta explicar su origen propone una degeneracion hidropica, es decir, la
degeneracion del escolex como consecuencia del ingreso de grandes
volumenes de agua (26), sin embargo, esta teoria no es consistente con la
histologia previamente reportada del quiste racemoso que indica una

organizacion aberrante comparado con el quiste vesicular parenquimal (23).

Estudios realizados en diferentes especies de parésitos han evidenciado una
poblacion de células madre denominadas células germinativas que participan
en el crecimiento y dirigen la transicion entre los diferentes estadios de los
cestodes (26, 27). Adicionalmente, las celulas germinativas se describen como
las Unicas mitdticamente activas, auto renovables y con la capacidad de
diferenciarse a cualquier tipo de célula somatica. Las funciones biologicas de
las células germinativas son poco comprendidas y su estudio es limitado
debido a que los cestodes presentan ciclos de vida complejos que involucran a

mas de un hospedero (29).

15



Estudios publicados en Echinococcus multilocularis reportan un serie de
marcadores celulares que permiten identificar células germinativas tales como
la proteina quinasa tipo polo 1 (PLK1) (27), la proteina argonauta 2 (ARGO2),
la proteina nanos (NANOS) (31), y un retrotransposon en miniatura de
repeticion terminal (TRIM) (32). En particular, plk1 es expresado en la fase G2

tardia de la mitosis y meiosis.

Taenia crassiceps es un parasito cercano a T. solium cuyo estadio adulto se
desarrolla en el intestino de cénidos y su cisticerco 0 quiste se encuentra
presente en roedores, los cuales adquieren la infeccién luego de ingerir huevos
presentes en las heces del hospedero definitivo (33). Debido a que el quiste de
T. crassiceps prolifera normalmente de forma asexual por brotes, una gran
cantidad de quistes pueden ser producidos en la cavidad peritoneal de ratones y
asi disponer del material bioldgico para mayores investigaciones (33). Células
aisladas de fragmentos de la pared quistica de T. crassiceps fueron capaces de
regenerar el quiste, estos hallazgos sugieren la participacion de las células
madre en la proliferacion de la membrana durante la formacion y desarrollo de

los nuevos quistes para la supervivencia del parasito dentro del hospedero (28).

Previamente, identificamos células proliferativas en el quiste vesicular de T.
solium, estas células estuvieron limitadas a la region del cuello del escdlex, que
es la ubicacion esperada para las células germinativas ya que los proglétidos se
forman a partir de esta region (34). En el presente estudio evaluamos la

presencia de células germinativas en la pared quistica del cisticerco racemoso y
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vesicular, evaluando la expresion de plkl y la fosforilacion de la histona H3
como marcadores de proliferacion. Adicionalmente, establecimos un protocolo
para el aislamiento y cultivo de células proliferativas y procedimos a evaluar la

accion de la hormona insulina en los cultivos celulares.

2.2 Objetivos
e Caracterizar histologicamente la pared quistica del cisticerco racemoso
de T. solium.
e Evaluar la viabilidad de la pared quistica de los cisticercos racemosos.

e ldentificar células proliferativas en la pared quistica del cisticerco

racemoso de T. solium.

e Establecer cultivos primarios de células germinativas de cisticercos

racemosos de T. solium.

e Evaluar la accion de la hormona insulina en las células germinativas.

2.3 Metodologia

2.3.1 Disefio experimental

Se empled un total de seis muestras de quiste racemoso y doce vesiculares.
Secciones de las muestras de quistes racemosos Yy seis quistes vesiculares
fueron empleados para la identificacion in situ de las células germinativas y
observar la distribucion de esta poblacion celular en ambas formas del parésito.
Secciones adicionales de los quistes racemosos y seis quistes vesiculares
adicionales fueron empleados para el aislamiento del ARNmM total.

Adicionalmente, secciones de quistes racemosos fueron empleados para
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establecer cultivos celulares primarios. Quistes de T. crassiceps de la cepa

ORF fueron empleados como controles para los ensayos de hibridacion y para

estandarizar el protocolo de aislamiento celular. Un diagrama esquematico se

muestra en la Figura 1.

Colecta de muestras

Ensayos de

viabilidad .
ISH/ IF/qPCR en
muestras de tejido

Digestion
enzimatica

1

ISH/ IF en cultivos
celulares

!

Curvas de crecimiento
y accion de la insulina

1

ISH en cultivos
celulares

Obtencion de muestras de quistes vesiculares y
racemosos de T.solium y quistes de T.crassiceps

Determinar la calidad de las muestras racemosas

Identificar in situ células germinativas en quistes
racemosos y vesiculares

Aislar células germinativas de quistes racemosos de
T'soliumy quistes de T.crassiceps

Evaluar la expresion de plkl como marcador de
células germinativas y fosthistona H3 como
marcador de proliferacion

Caracterizar los cultivos primarios y evaluar in vitro
la accion de la insulina

Evaluar la expresion de plk] luego de la
exposicion a la insulina

Figura 1: Representacion esquematica mediante diagrama de flujo del estudio.
Los procesos desde la colecta de muestras hasta el establecimiento de los cultivos
primarios (izquierda) y el racional de cada uno de los pasos (derecha). ISH:
hibridacion in situ; IF: inmunofluorescencia; FFPE: fijado en formalina-embebida en

parafina.

18



2.3.2 Colecta de muestras

Los remanentes de la pared quistica de cisticercos racemosos extraidos luego
de la cirugia fueron colectados de pacientes en la sala de operaciones del INCN
y transportados al laboratorio en buffer fosfato salino estéril (PBS; pH 7.4;
Gibco-Invitrogen, Gaitherburgs, MD). El origen de las muestras se mantuvo en
el anonimato removiendo de los frascos cualquier identificacién personal del

paciente.

Las muestras de quistes vesiculares fueron obtenidas de cerdos naturalmente
infectados de una zona endémica del Perd siguiendo los protocolos
previamente publicados (35). Los quistes fueron removidos del musculo
esquelético y transportados al laboratorio en PBS pH 7.4 suplementado con
antibidticos penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml.) (Gibco-

Invitrogen, Gaithersburg, MD).

Quistes de T. crassiceps de la cepa ORF fueron proporcionados por el Dr.
Theodore Nash (Laboratorio de Enfermedades Parasitarias, NIAD, NIH,
EE.UU) y se procedi6 de acuerdo a los protocolos de Robinson (33). Ratones
hembra de seis semanas de la cepa BALB/c fueron inoculadas via
intraperitoneal con 10 quistes de T. crassiceps suspendidos en medio RPMI
1640. Luego de 3 meses, los animales fueron sacrificados y los quistes se

colectaron de la cavidad abdominal en condiciones de esterilidad.
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2.3.3 Ensayos de viabilidad

Las muestras de quiste racemoso fueron lavadas dos veces con PBS estéril y
una vez con medio RPMI 1640 suplementado con 10 mM de HEPES (Gibco),
100 U/ml de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina y 0.25 g/ml amfotericina
B; todos de Gibco-Invitrogen, Gaithersburg, MD) y se dejaron estabilizar por 1
h a 37°C a 5% CO.. La viabilidad de las muestras fue evaluada empleando el
reactivo Mitotracker Red CM-H2Xros (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA) siguiendo las recomendaciones de manufactura. Las muestras fueron
incubadas por 30 min en medio RPMI 1640 con 500 mM de Mitotracker;
luego, lavadas con PBS y tefiidas con azul de metileno al 1% por 30 segundos.
Las muestras fueron lavadas 3 veces con PBS para eliminar el exceso de la
solucion y se observaron con microscopio confocal a una longitud de onda de
599 nm. Secciones viables positivas a Mitotracker fueron fijadas en formalina e
incluidas en parafina para los estudios histoldgicos, otras se emplearon para el

aislamiento celular y otras fueron preservadas en RNAlater (Qiagen) a -70°C.

2.3.4 Hibridacion in situ (ISH) en muestras de tejido

Se disefiaron y sintetizaron sondas de tipo LNA marcadas con digoxigenina
para los genes plkl; (’TGTCTGACTCTCGACGTACGAT-3’) y actina (5°-
ATCTGCTGGAAGGTGGAGAGT-3) (Qiagen/Life Technologies,
Gaithersburg, MD) empleando las secuencias de los genes plkl
(TsM_001148400) y actina (TsM_000357600) anotadas en el genoma de T.

solium (GeneDB, https://www.genedb.org/#/species/Tsolium) (36). Se empled

una sonda sentido del gen plkl como control y se incluyé en todos los
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experimentos. La secuencia de plkl es de 1806 bp y codifica una proteina de
601 aa con una identidad de 89 % and 88% a las secuencias de E.
multilocularis y E. granulosus, respectivamente. Las muestras embebidas en
parafina fueron cortadas en secciones de 4 um y colocadas en laminas
portaobjetos tratadas con poli-L-lisina y se procesaron segun el protocolo de
Solana (37). Todas las soluciones fueron preparadas antes de su uso y el agua
empleada fue tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) para eliminar cualquier
contaminacion. Las secciones fueron desparafinadas a 56°C, rehidratadas en
una bateria de alcoholes en proporciones decrecientes (100% a 70%),
permeabilizadas en buffer citrato (10 mM de &cido citrico, 0.05% de Tween
20, pH 6.0) a 95°C por 30 min, luego incubadas en 0.2M de HCL, post fijadas
en 4% de PFA/PBS por 20 min, incubadas dos veces en 0.1M de
trietanolamina por 5 min y luego incubadas en 0.25% y 0.5% de anhidrido

acetico por 15 min cada uno.

Las secciones fueron incubadas 1 h a 56°C en buffer de pre-hibridacion (50%
de formamida, 5X SSC, 0.1% de Tween 20, 1 mg/ml de ARN de levadura, 10
mM de DTT, 0.1 mg/ml de heparina). Para la hibridacion, las muestras fueron
incubadas a 56°C por toda la noche en buffer de hibridacion (10 % de sulfato
de dextrano en buffer de pre-hibridacion) con la sonda diluida a una
concentracion de 0.5 ng/ul., luego lavadas cuatro veces con buffer de lavado
(50% de formamida, 5X de SSC, 0.1% de Tween 20) a 56°C por 15 min y
cuatro veces a temperatura ambiente por 10 min con buffer MAB (99.4 mM de

acido maleico, 167 mM de NaCl, 0.1% de Triton x-100, pH 7.5) (37).
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Las muestras fueron incubadas con buffer de bloqueo (Buffer MAB, 1% de
BSA vy suero de oveja) por 30 min a temperatura ambiente, incubadas a 4°C
por toda la noche con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa
alcalina (AP) (Roche, Basel, Switzerland) diluido 1/500 en buffer de blogueo,
luego lavadas seis veces con buffer MAB por 15 min, incubadas en TMN por 5
min y finalmente reveladas con una solucién de NBT/BCIP (Roche, Basel,
Switzerland) (37). Las laminas fueron observadas con un microscopio de luz
(Primo Star, Zeiss, Oberkochen, Germany) y las imagines tomadas con una
camara calibrada (AxioCam ICc1, Zeiss, Oberkochen, Germany) empleando el

software AxioVision (version 4.6, Zeiss, Oberkochen, Germany).

2.3.5 Inmunofluorescencia (IF) para histona H3 fosforilada

Secciones de las muestras colocadas en laminas portaobjetos se desparafinaron
y rehidrataron de forma similar a lo detallado en la hibridacién, luego
sumergidas en buffer citrato 10 mM (10 mM &cido citrico, 0.05% de Tween 20,
pH 6.0) a 95°C por 30 min, incubadas por 30 min con solucién de bloqueo
(PBS pH 7.2, 0.05% de Tween 20, 0.1 % de Triton X-100, 2% de suero de
cabra, 2% de BSA) a temperatura ambiente en camara himeda, luego
incubadas a 4°C por toda la noche con un anticuerpo policlonal anti
fosfohistona H3 (Ser 10) hecho en conejo (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA) diluido 1/800 en PBS, lavados tres veces por 2 min con solucion
de lavado (PBS pH 7.2, 0.05% de Tween 20) y luego incubados a temperatura
ambiente por 30 min con un anticuerpo policlonal anti 19gG de conejo (H+L)

hecho en cabra marcado con fluoresceina (Jackson ImmunoResearch Lab,
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West Grove, PA) diluido 1/500 en PBS. Las secciones fueron lavadas con PBS
y cubierta con solucion de montaje conteniendo DAPI (VectaShield, Vector,
Laboratories, Burlingame, Ca). La linea celular humana U251 fue incluida
como control de proliferacion. Se tomaron imagines empleando microscopio

confocal (Zeiss, LSM880, Oberkochen, Germany).

2.3.6 Generacion de ADN complementario (ADNCc) y PCR cuantitativa (QPCR)

La gPCR se realiz6 empleando el ARN total de seis quistes racemosos y seis
vesiculares. La pared quistica y el escolex de los quistes vesiculares fueron
separadas empleando un bisturi para aislar el ARN total de cada estructura por
separado. Las muestras fueron homogenizadas en 1 ml de TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA) y se procedié con el aislamiento segln protocolo del producto.
La concentracion fue determinada usando un espectrofotémetro UV (Nanodrop
Productos, Wilmington, DE). EI ADNc fue generado a partir de 500 ng de
ARN total empleando el kit de transcripcion inversa de ADNc de alta
capacidad con la polimerasa MultiScribe RT y cebadores aleatorios (Applied
Biosystems, Foster City, CA) en un volumen final de 20 ul por reaccién y
empleando un protocolo de incubacién de 10 min a 25°C luego 60 min a 37°C,
5 min a 95°C utilizando un termociclador SimpliAmp (Applied Biosystems,
Foster City, CA). La qPCR fue realizada en volumen de 10 ul por reaccién
utilizando SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (BioRad
Laboratories, Hercules, CA) con cebadores disefiados para plkl
(TsM_001148400)  (sentido:  5’-TCGACAATCTTGCCCGTAATC-3’)

(antisentido: 5’-GGTGTAGTCTTTATTCGCCTCTG-3")
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y gapdh (TsM_000056400) (sentido: 5’-
TCCAAGAGATGAATGCCAATGC-3%) (antisentido: 5’-
CAGAAGGAGCCGAGATGATGA-3). La reaccion de la qPCR se realizo
por triplicado empleando los siguientes parametros de ciclamiento:
preincubacion de 2 min a 50°C y 10 min a 95°C seguido de 40 ciclos de 15 seg
a 95°C y 1 min a 60°C en un sistema Lightcycler 96 (Roche, Basilea, Suiza).
El escélex fue empleado como muestra calibradora y se expresaron los
resultados como expresion relativa al gen enddgeno gapdh utilizando la

formula 2-24¢T (38).

2.3.7 Asilamiento de células y condiciones de cultivo

Las secciones de quistes racemosos de T.solium y quistes de T.crassiceps
destinadas para el aislamiento celular fueron lavadas con PBS estéril
suplementado con antibidticos: penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100
pg/ml) y anfotericina B (0.25 pg/ml; todos de la marca Gibco-Invitrogen) y se
procedid segun protocolo de Spiliotis (39) con modificaciones. Se agregaron 8
volimenes de solucion de tripsina (0.025%)/ EDTA (0.01%) y se incubaron
por 15 min a 37°C, luego se agitd el tubo suavemente girandolo de lado a lado
durante 3 min, el sobrenadante (solucion primaria A) fue transferido a un tubo
de 50 ml. Se agregaron 35 ml de PBS al tubo que contiene las membranas y
nuevamente se agitd vigorosamente por 3 min, se colectd el sobrenadante
(solucion primaria B) y nuevamente se agregaron 35 ml de PBS, se agito
vigorosamente hasta que las membranas se vuelvan transparentes y queden

flotando en la superficie y se colecto el sobrenadante (solucion primaria C).
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Las tres soluciones se juntaron y se centrifugaron a 400G por 5-10 min, se
elimind el sobrenadante y se resuspendié con mucho cuidado el pellet con 5 ml
de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal, 1 mM de
piruvato de sodio, 0.01 mM de aminoacidos no esenciales, 0.2 % de glutamina,
1.6 UM de mercaptoetanol, 25 mM de buffer HEPES, penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml) y anfotericina B (0.25 pg/ml; todos de la marca
Gibco-Invitrogen) y 2 g/L NaHCOa. Las células fueron sembradas en placas de
12 pozos e incubadas a 37°C y 5% de CO.. Las placas fueron observadas

diariamente con un microscopio invertido (39).

2.3.8 Evaluacion de antigenos excretorios/secretorios de T.solium en

sobrenadante mediante ensayo por inmunoabsorcién acoplado a enzima (Ag-

ELISA)

Células aisladas de quistes racemosos y quistes de T. crassiceps fueron re

suspendidas y sembradas en placas de 12 pozos en tres condiciones de
densidad: baja densidad (< 100 células por pozo), media densidad (< 1000
células por pozo) y alta densidad (> 100000 células por pozo), incubadas por
48 horas a 37°C y 5% de CO: luego los sobrenadantes fueron colectados. Se
emple6 100 pl/pozo del anticuerpo monoclonal (TsW8) a una concentracion de
2 pg/ml para cubrir el fondo de las placas de 96 pozos (Nunc MaxiSorp)
usando buffer carbonato-bicarbonato pH 9.6 (0.05 M de NaHCO3/Na;COs,
Sigma, St. Louis, CA) a 37°C por 30 min. Luego, se agregd 100 ul/pozo de
solucion de bloqueo (PBS pH 7. 4, 0.05% de Tween-20 and 1% leche

descremada) e incubada a 37°C por 30 min, lavada cinco veces con PBS pH
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7.4, 0.05% Tween-20. Luego se agregd 100 pl de sobrenadante pre tratado con
5% de &cido tricloroaceético (por duplicado), e incubadas a 37°C por 30 min en
agitacion constante. Luego de lavar cinco veces, se agregdé 100 ul del
anticuerpo monoclonal (TsW5-biotinilado a una concentracion de 2 pg/ml en
solucion de bloqueo) e incubada a 37°C por 30 min en agitacion. Luego de
lavar cinco veces, se agregd 100 ul de estreptavidina diluida 1/10 000 en
solucion de bloqueo y se incubd a 37°C por 30 min en agitacién y lavado cinco
veces. Finalmente se agreg6 100 pl de o-phenylenediamine (OPD/H20,)
diluido en buffer citrato e incubado en oscuridad por 15 min. La reaccion fue
detenida con 50 ul de H2SO4 2N. La lectura de la densidad 6ptica (OD) se
realiz6 empleando un lector de micro placas VersaMax ELISA (Molecular
Devices), a 650 nm y los resultados se expresaron como OD ratio. Antigenos
de excrecion/secrecion (E/S) fueron preparados siguiendo el protocolo
previamente publicado (40) y empleados como controles positivos, usando 50

quistes vesiculares de T. solium y quiste racemoso.

2.3.9 Confirmaciéon de la condicién axénica de los cultivos celulares de T.

solium mediante transcripcion reversa PCR (RT-PCR)

Para detectar alguna posible contaminacion con células del hospedero, se
disefiaron cebadores especificos para el gen B-actina humano (NM_001101.5).
El ARN total de tres cultivos celulares primarios de quistes racemosos fue
aislado empleando TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las concentraciones se
determinaron empleando un espectofotobmetro UV (Nanodrop Products,

Wilmington, DE). Se generd el ADNc a partir de 500 ng de ARN total
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empleando el kit de transcripcion inversa de ADNc de alta capacidad con la
polimerasa MultiScribe RT y cebadores aleatorios (Applied Biosystems, Foster
City, CA) en un volumen final de 20 ul por reaccién y empleando un protocolo
de incubacion de 10 min a 25°C luego 60 min a 37°C, 5 min a 95°C utilizando
un termociclador SimpliAmp (Applied Biosystems, Foster City, CA). La PCR
se realizo  empleando  cebadores  especificos (sentido: 5’-
AGCCATGTACGTTGCTATCC-3’) (antisentido: 5’-
CGTAGCACAGCTTCTCCTTAAT-3’) con un protocolo de 30 ciclos de 45
seg a 95°C, 45 seg a 57°C y 45 seg a 72°C. Los productos de PCR fueron
separados en un gel de agarosa al 1%. EIl bromuro de etidio fue afiadido al gel
antes de la electroforesis a una concentracion final de 0.5 pg/ ml, luego se
realizo la electroforesis a 100V por 1 hora y se visualizo el gel bajo luz UV. Se
generd ADNCc a partir de células sanguineas totales humanas y se utilizd6 como

control positivo.

2.3.10 Curvas de crecimiento vy evaluacién de la accién de la insulina

El crecimiento celular fue evaluado para determinar el tiempo de duplicacion
de las células germinativas y evaluar la accion in vitro de la insulina. Células
de tres cultivos primarios fueron resuspendidos y una alicuota de cada
suspension fue diluida para realizar el conteo celular y viabilidad con azul de
trypan empleando un hemocitometro. Se sembraron 10 000 células aisladas de
quiste racemoso Y quiste de T. crassiceps en placas de 24 pozos. Considerando
70 pmol/L los niveles basales de insulina en sangres durante ayunas, tres

concentraciones de insulina fueron evaluadas (35, 70 y 140 pmol/L) por
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triplicado, el conteo celular se realizo cada 24 horas. El tiempo de duplicacion

fue obtenido aplicando la siguiente formula (usando logaritmo de base 10):

Duracion*Log(2)
Tiempo de duplicacion =

Log(concentracion final)-Log(concentracion inicial)

Para las evaluaciones de hibridacion in situ e inmunofluorescencia empleando
células aisladas empleamos los mismo protocolos indicados para las muestras
de tejido (secciones 2.3.4 y 2.3.5) con algunas modificaciones, las células
fueron fijadas con PFA/PBS a 4°C por toda la noche, todos los pasos se

realizaron en tubos eppendorf y se centrifugaron entre cada paso.

2.3.11 Andlisis estadistico

Se realiz6 estadistica no paramétrica (prueba U, Mann-Whitney para dos
grupos) usando el software Prism (Graphpad, San Diego, CA) para comparar la
expresion relativa del gen plkl entre escolex (quiste vesicular) y pared quistica
(quiste racemoso) o pared quistica (quiste vesicular) y pared quistica (quiste
racemoso). Diferencias con un valor P<0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos. Las curvas de crecimiento son presentadas
como grafico de puntos con la media + desviacion estandar (SD). Las
comparaciones cuantitativas de los efectos de la insulina sobre la proliferacion
celular in vitro se analizaron mediante one-way ANOVA vy los valores P<0.05

fueron considerados estadisticamente significativos.
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2.4 Resultados

Logramos obtener y procesar seis muestras de quiste racemoso colectados en
un periodo de 12 meses. La observacion de secciones aleatorias revela
caracteristicas histoldgicas variadas (Fig. 2B) que incluyen regiones de la
membrana hipertroficas con integridad tisular (Fig. 2C), otras partes muestran
degeneracion (Fig. 2D) o necrosis (Fig. 2E). La proporcion de estas regiones
varia en cada muestra y entre ellas, ademas muchas de estas regiones se
encuentran proximas entre si. La identificacion macroscépica de estas regiones
fue dificil de realizar y requirié el uso de tinciones vitales que garanticen la

seleccidn de muestras viables para las siguientes etapas del estudio.

La viabilidad fue evaluada utilizando la actividad mitocondrial como principal
indicador. Luego de la doble tincion con Mitotracker y azul de metileno, el
tejido de los quistes racemosos presentaron dos coloraciones: azul 0 morado
(Fig. 3A). La observacion de las muestras con microscopio confocal, reveld
que la coloracion morada es causada por la combinacion del azul de metileno y
el Mitotracker indicando la presencia de mitocondrias funcionales (Fig. 3B-D).
De este modo, las secciones moradas fueron seleccionadas para continuar los

estudios.
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Figura 2: Muestras de quiste racemoso. Imagen macroscopica de una muestra representativa (A) y su tincién HE (B). Tres regiones
seleccionadas por presentar diferentes caracteristicas histolégicas son mostradas; region con integridad (C) el tegumento se encuentra
intacto con microtrichas presentes en la superficie (las flechas rojas sefialan el tegumento); region degeneracion tisular (flechas negras)
(D); regidn con alto grado de necrosis (E) caracterizado por la ausencia de ndcleos (cabezas de flecha).
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Purple section

Blue section

Figura 3: Muestra de quiste racemoso luego de la doble tincién. Imagen macroscopica de la muestra, secciones moradas (cabeza de flecha) y azules fueron
separadas en placas Petri para las observaciones con microscopio confocal (A). Las secciones moradas y azules en placas Petri (B, E) se emplearon para la
toma de imégenes con un objetivo 20X; se utilizé el filtro rojo para la deteccion del mitotracker (C, F) y se colocaliz6 la sefial con el campo claro (D, G). En
todas las secciones moradas se observé una sefial positiva para el mitotracker. Después de 48 horas se repitio la tincién y se obtuvieron los mismos resultados.
Barra de escala: 200 pm.
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La presencia y localizacion de células proliferativas se determind en las
muestras de quiste de T. solium (vesiculares obtenidos de cerdos infectados y
racemosos obtenidos de pacientes con NCC subaracnoidea) y T.crassiceps. En
los quistes racemosos, células expresando plk1 estuvieron presentes en la pared
quistica del parasito (Fig. 4A) y notablemente ausentes en la pared quistica de
la forma vesicular (Fig. 4B). Adicionalmente, evaluamos los niveles de
expresion de plkl y comprobamos un incremento significativo de plkl en el
quiste racemoso comparado con el escolex y pared quistica de la forma

vesicular (Fig. 4F).

Como ensayo complementario, analizamos la actividad mitética por
inmunofluorescencia para detectar histona H3 fosforilada en la serina 10 (Fig.
5). La localizacion de la tincion de hibridacion y la sefial de la
inmunofluorescencia indica la presencia de células mitéticamente activas solo

en la pared quistica del cisticerco racemoso.

Los quistes de T. crassiceps de la cepa ORF fueron de menor tamafio que los
de T. solium, carentes de escdlex y normalmente se propagan por division
asexual durante este proceso mdaltiples vesiculas se desarrollan a partir de un
quiste madre para formar nuevos quistes. Células expresando plkl estuvieron
presentes en toda la pared quistica de T.crassiceps concentrandose en las
regiones de crecimiento y desarrollo de los nuevos cisticercos (Fig. 6B) lo cual

es consistente con el esencial rol de la proliferacion.

32



A A
» % )

3 o b
o N T
2 . b S prhi
Z ‘A Ne ®
< e
@ o T -
172]
§ } 40 2

ok 'S
3 o BW £ A
< TP .
~ iy S SO
; 4 e.l"a"":’J”‘
5 - __ 50um

D
=
-
=
=)
[P -
[<%]
2
=
=) ‘BW
5] o I .
Z

. 50pm '

Positive control

Vesicular larvae

BW .

X-Fold Expression (2°4€T)

% b ‘ v 2 A Y
. . . A v )
- - i\ ‘A \
.‘ 2 “ ¢ - { ’a
"R v e
- -3 5 ¥ G IR K Y
9 R, . 0 N TY=a
'A » ¢ O ke .
’ 4 4 & 2 o
iy gy - \| . fy i —
d ! : £ .
¢ ‘ & R
A D47 v S T e 2
A L f 3
v A’ ' A7
o 7 v
s e VRO
~ - A \
v 3 e il i e
- ey
71
4 : 7. _Fs50pm 4
plk1
30+
204
10. -
2+
14 ’—:li—-’
0

T
Scolex
(vesicular larvae)

T
Bladder wall Bladder wall
(vesicular larvae) (racemose larvae)

Figura 4: Identificacion in situ de células germinativas en muestras de quiste racemoso de Taenia solium mediante ISH. Células que expresan plkl fueron
observadas en la pared quistica de los cisticercos racemosos (A), siendo ausentes en pared quistica (B) y limitadas solo al cuello del escolex de los quistes
vesiculares (cabezas de flecha) (C). Una imagen aumentada se insertd (A, C). Se empled una sonda sentido de plkl como control negativo (D) y una sonda
antisentido para actina como control positivo (E) en muestras de quiste vesicular donde una fuerte tincidn de las fibras musculares fue observada (flechas rojas).
Expresion diferencial del gen plkl en los quistes racemosos (F). PCR cuantitativo empleando ADNc generado a partir de 500 ng del ARN total de quistes
racemosos comparado con escélex y pared quistica del cisticerco vesicular. Los resultados se normalizaron con el gen enddgeno gapdh y expresados como un
incremento en la expresién. Diferencias estadisticamente significativas en los niveles de expresion genética se indican con asteriscos (Prueba U, Mann-Whitney).

Los asteriscos representan niveles de significancia: *: P<0.05; **: P<0.01. BW: pared quistica; S: escolex.
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Figura 5: Identificacién in situ de células mitéticamente activas en muestras de quistes de Taenia solium mediante
inmunofluorescencia (IF). Ensayos de IF realizados en quistes racemosos y vesiculares. Los nucleos fueron tefiidos con
DAPI (A, E, 1), células positivas para fosfo histona H3 (cabezas de flechas) se observaron solo en la forma racemosa (B).
Colocalizacion (C, G, K) y colocalizacion con campo claro (D, H, L). Muestras de quistes racemosos incubadas con suero
total de conejo sano fueron empleadas como control de reaccion (I-L). Las imagenes se tomaron emplean un objetivo
20X; imagenes del quiste racemoso: zoom 3; imagenes del quiste vesicular y control: zoom 1. Barra de escala blanca: 20
pm; barra de escala roja: 50 pm.
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Figura 6: Identificacion in situ de células germinativas en muestras de quiste de Taenia crassiceps. Se realizé tincion HE (A) e ISH en quistes de

T. crassiceps (B). Se observaron células que expresan plk1 en la regién de brote (flechas negras) y a lo largo de la pared quistica (cabezas de flecha
rojas). Una imagen aumentada se insertd. La sonda sentido (C) fue empleada como control negativo. B: brote.
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Las células aisladas de la pared quistica de cisticercos racemosos presentan
diversas caracteristicas morfoldgicas. Luego de la primera semana de cultivo
en presencia de agentes reductores, solo las células proliferativas sobreviven,
esto se confirmé con ensayos de viabilidad realizado en los cultivos celulares
(Fig.7). Las células proliferativas incrementan en nimero y cubren el fondo del
pozo de la placa de cultivo, pero son facilmente separadas mediante pipeteo.
Las células aisladas y cultivadas de quistes racemosos de T. solium y quistes de
T. crassiceps presentan una morfologia similar a las descritas en células
germinativas de E. multilocularis y neoblastos de las planarias de vida libre
(41) con un prominente ndcleo, poco citoplasma y un didmetro aproximado de
8-12 um (Fig. 8). Luego de la tercera semana de cultivo, células que expresan
plk1 forman agregados (Fig. 9) que incrementan en tamafio y estan compuestos
por celulas de diferentes tamafios rodeadas por material extracelular (Fig. 10).

Las células crecieron por al menos 6 meses (15 pasajes) con una baja densidad.
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Figura 7: Viabilidad de las células proliferativas y agregados presentes en los cultivos. Luego de transcurridas 3 semanas desde su
aislamiento las células de quistes racemosos y los agregados observados fueron cultivados en presencia de mitotracker. Las imagenes
fueron captadas con un objetivo 40X mediante microscopia confocal a campo claro (A, E). Los nlcleos fueron tefiidos con DAPI (B, F), el
filtro rojo para mitotracker (C, G) y la colocalizacién de las sefiales (D, H). Barra de escala blanca: 5 um; barra de escala roja: 10 pum.
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Racemose larvae
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Figura 8: Células proliferativas aisladas de quiste racemoso de Taenia
solium y quistes de Taenia crassiceps. Células aisladas mediante digestion
enzimatica y cultivadas de quistes racemosos y quistes de T. crassiceps. Los
ndcleos fueron tefiidos con DAPI (A, E, 1), se evalu6 la fosfo histona H3 (B, F,
J). Se muestra la superposicion de ambas sefiales (C, G, K) observada mediante
microscopia confocal. Adicionalmente, se evalud la expresion de plkl (in situ)
(D, H, L). La linea celular humana de glioblastoma U251 fue empleada como
control de proliferacion (J, K) y de especificidad (L). Barra de escala roja: 10
pum; barra de escala negra: 20 um.
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Figura 9: IF e ISH en agregado de células proliferativas de quiste racemoso. Los
agregados expresan plkl (A) y fueron reactivos a fosfo histona H3 (cabezas de
flecha) (B), los nucleos fueron tefiidos con DAPI. La sonda sentido se empleé como

control negativo (C). Barra de escala: 50 pum.
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Figura 10: Imagen magnificada de agregado celular de quiste racemoso que
expresa plkl. Las células en cultivo tienden a formar agregados con presencia de
células de diversos tamafios (cabezas de flechas) rodeados de material extracelular
(flechas).

Para confirmar el origen parasitario de las células en cultivo, sobrenadantes
procedentes de diferentes cultivos fueron evaluados empleando un ELISA
casero basado en anticuerpos monoclonales anti T. solium (42). Solo las
muestras de cultivos con alta densidad de células de quiste racemoso
produjeron niveles significativos de antigenos, estos resultados son
consistentes con las evaluaciones obtenidas para los pacientes con NCC
subaracnoidea (42). Todos los sobrenadantes de células de T. crassiceps fueron

negativos (Fig. 11A).
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Para descartar alguna posible contaminacion con células del hospedero en los
cultivos de quiste racemoso, el ARN total aislado de tres cultivos primarios fue
evaluado mediante RT-PCR empleando cebadores especificos para el gen 8-
actina humano. Luego de realizar la electroforesis para visualizar el producto
de amplificacion observamos que los cultivos estuvieron libres de

contaminacion con células del hospedero (Fig. 11B).
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Figura 11: Evaluacion de sobrenadantes mediante Ag-ELISA y RT-PCR de los
cultivos celulares. Evaluacion de sobrenadantes obtenidos de cultivos celulares con
diferentes densidades empleando anticuerpos monoclonales anti-T. solium (A). Los
valores fueron expresados como ratio dividiendo la densidad Optica (OD) de las
muestras con el OD del punto de corte. Un ratio >1 se consider0 positiva. Se utilizaron
antigenos excretores/secretores como controles positivos (1 y 2) y medio de cultivo
RPMI como control negativo. Electroforesis en gel de agarosa para los productos de la
RT-PCR (B). EI ADNc se gener6 a partir del ARN total aislados de tres cultivos
celulares de quistes racemosos. El producto de amplificacion especifico (~266 pb)
para el gen g-globina humana solo se observé en el ADNc obtenido de células
sanguineas humanas empleadas como control positivo (flecha izquierda). M: marcador
para ADN de 100 pb; 1-3: muestras de cultivos celulares; 4: control positivo; 5: master
mix.
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El tiempo de duplicacion de las células aisladas de quiste racemoso Yy quiste de
T. crasicceps fue de 113 h y 79 h respectivamente. La fase estacionaria de la
curva de crecimiento no pudo ser alcanzada quiza debido al lento crecimiento.
La adicion de la insulina a 35 pmol/L produjo un significativo incremento en el
crecimiento de las células de quiste racemoso luego de 24 horas y a 70 pmol/L
luego de 72 horas (Fig. 12A). Las células de T. crassiceps solo mostraron un
incremento significativo en su crecimiento con insulina a 35 pmol/L luego de
48 horas (Fig. 12B). Adicionalmente, la insulina redujo el tiempo de
duplicacion en ambos cultivos pero las células de quiste racemoso mostraron
mayor crecimiento a menor concentracion de insulina comparado con T.
crassiceps indicando una mayor sensibilidad a la insulina (Fig. 12). Altas
concentraciones de insulina disminuyeron el crecimiento de ambos cultivos.
Observamos que la accion pro mitética de la insulina no alter6 la expresion de
plkl (Fig. 13). Estos hallazgos sugieren la importancia de las hormonas del
Sistema Endocrino y Paracrino del hospedero en el desarrollo y crecimiento del

parasito (43).
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Figura 12: Curvas de crecimiento de las células proliferativas y los efectos de la
insulina. Curvas de crecimiento de células aisladas de quistes racemosos de T. solium
(A) y quistes de T. crassiceps (B). Insulina a 35 pmol/L generé un incremento
significativo en las células del quiste racemoso luego de 24 horas (asteriscos rojos) y a
70 pmol/L luego de 72 horas (arteriscos negros). En el caso de T. crassiceps, las
células se incrementaron significativamente con 35 pmol/L luego de 48 horas
(asteriscos rojos). Altas concentraciones (140 pmol/L) disminuyeron ambos cultivos.
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
(tratados y control). Prueba one-way ANOVA (*: P<0.05; ***: P<0.001; ****:

P<0.0001).

44



Taenia solium
Racemose larvae

T. crassiceps

50 ym

Figura 13: Ensayos de ISH en células proliferativas de quistes racemosos de T.
solium y quistes de T. crassiceps. Células que expresan plkl antes (A, D) y
después de ser cultivadas 1 semana con insulina (B, E). La sonda sentido (C) se
empled como control negativo. La linea celular humana de glioblastoma U251 se
empled como control de especificidad.
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2.5 Discusiones

La naturaleza y caracteristicas del quiste racemoso son poco estudiadas. Zenker
sugirio que el quiste racemoso y vesicular pertenecian a T. solium luego de
identificar escOlex degenerados dentro de formas racemosas (44)
posteriormente su identidad fue confirmada por métodos moleculares (45).
Adicionalmente, la constante asociacion del quiste racemoso con otras formas
de NCC en el mismo paciente también sugiere un origen con T. solium (46). A
inicios del siglo 20, habia una aceptacion general que el masivo crecimiento
del quiste observado en necropsias se debia a una proliferacion del cisticerco
(47). Sin embargo, el crecimiento in vivo del quiste racemoso y su extension ha
sido documentado recientemente y solo luego de obtenerse imagenes por
resonancia magnética, lo que permitié una detallada caracterizacion asi como
el seguimiento continuo de pacientes tratados y no tratados (25). Existiendo
una falta de evidencia directa de la proliferacion y de los procesos involucrados

en el anormal crecimiento del parasito.

Plkl desempefia multiples funciones en el ciclo celular (48) y esta
dindmicamente regulada durante la mitosis en sus niveles de expresion,
activacion y distribucion dentro de la células (49). Estudios previos
demostraron que plkl es altamente expresada en diversos tipos de cancer
humano y su sobre-expresion estd asociado con una baja prognosis de los
pacientes (50). Nuestros resultados demuestran la presencia de una gran
cantidad de células proliferativas en la pared quistica del cisticerco racemoso y

observamos que estas celulas estan ausentes en la pared quistica de la forma
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vesicular (Fig. 4A y 4B). Una posible razén del inesperado numero de células
positivas a plkl es una desregulacion en la expresion génica generando la
presencia del mensajero en la fase G1/S del ciclo celular del mismo modo que
ha sido reportado en células cancerigenas (51, 52). Estas observaciones son
corroboradas con la evaluacion de los niveles de expresion de plk1 que revelan

diferencias significativas entre ambas formas del parésito (Fig. 4F).

Como una evaluacion complementaria, observamos un pequefio nimero de
células positivas a fosfohistona H3 (promedio: 96 células por cas mm? de
tejido) comparado con el nimero de células que expresan plkl (promedio: 695
células por cada mm? de tejido) (Fig. 5); estos resultados son consistentes con
la rapida transicion de la fase M del ciclo celular descrita en otras especies de
cestodes (53, 54). Estos hallazgos constituyen la primera evidencia clara de la
proliferacion y crecimiento descontrolado de la pared quistica del cisticerco

racemoso similar a un tumor.

Nuestras observaciones sugieren que las células proliferativas presentes en la
pared quistica del cisticerco racemoso son células germinativas debido a las
caracteristicas morfoldgicas que presentan y por su capacidad de proliferar
como se ha reportado y descrito en otros cestodes (28, 31). Sin embargo, se
necesitan mayores estudios para identificar la totalidad de células germinativas
y caracterizar subpoblaciones de acuerdo a la expresion de marcadores

celulares especificos.
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Debido a que las células proliferativas estan presentes solo en el escélex del
quiste vesicular (34, 55), su presencia en la pared quistica del cisticerco
racemoso sugiere que esto podria ser consecuencia de la incorporacion o
absorcion del escélex a la pared quistica en expansion durante las fases

iniciales de su desarrollo.

El quiste racemoso prolifera de manera continua y un posible mecanismo
involucrado seria causado por su localizacion en el espacio subaracnoideo, una
zona del cerebro carente de los beneficios nutricionales si se compara con el
parénquima cerebral. Esto puede llevar a la incorporacion del escolex y una
pérdida de la coordinacion normal del desarrollo incluyendo la inhibicién de la
proliferacion celular y organizacion tisular como respuesta a sus demandas

nutricionales y energéticas.

Adicionalmente, la sobreexpresion de genes que promueven el crecimiento, la
pérdida de funcion de genes represores, como consecuencia de mutaciones o
factores epigenéticos, mutaciones o una inusual respuesta a factores de
crecimiento del hospedero como la insulina pueden contribuir y explicar el
desarrollo de la forma racemosa. Estos conceptos requieren explorarse en

futuros estudios.

El quiste racemoso presenta caracteristicas proliferativas similares a un tumor,

esto de por si, sugiere un crecimiento anormal (23). Junto a su continua

proliferacion y crecimiento por largos periodos de tiempo, su morfologia
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tisular es también anormal. De forma similar a los tumores de animales
superiores, el quiste racemoso conserva las caracteristicas del tejido que le dio
origen pero con una organizacion y estructura variada o desordenada (23, 56).
Diferencias tisulares fueron encontradas entre las muestras y en cada una de
ellas. La habilidad de proliferar del quiste racemoso tiene profundas
implicancias para su tratamiento. Como ejemplo, los quistes parenquimales que
no presentan potencial para proliferar, tienen un tratamiento corto y efectivo
que elimina a la mayoria de quistes (25). Luego de iniciado el tratamiento, una
respuesta inmunologica es inducida, siendo importante y aparentemente
esencial en la eliminacién de los quistes (57). En contraste, tiempos similares
de tratamiento no eliminan a la forma racemosa y frecuentemente vuelve a
crecer (57). En estos casos, el tratamiento requiere ser administrado por
mayores periodos de tiempo. Esto es consistente con la necesidad de eliminar

todas las células proliferativas.

Nosotros hemos logrado establecer un cultivo primario de células proliferativas
de T. solium y T. crassiceps. Solo las células con capacidad proliferativa
sobreviven en presencia de agentes reductores (Fig. 8), incrementan en nimero
y son sensibles a la insulina (Fig. 12). No observamos un efecto diferente de la
insulina como se ha reportado previamente (43) quiza debido a que la pared
quistica del cisticerco racemoso de T. solium y el cisticerco de T. crassiceps
proliferan de una forma similar. Estos cultivos no resultaron en la regeneracion

completa del quiste. Solo observamos la formacion de agregados (Fig. 10)
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quiza debido a diferencias en el medio de cultivo que empleamos comparado

con los cultivos de E. multilocularis (39) o a la propia naturaleza del parasito.

La reaccidn cruzada entre antigenos de T. solium y T. crassiceps permite el uso
de T. crassiceps en pruebas de serodiagndstico para cisticercosis humana (58).
Sin embargo, los ensayos de ELISA no detectaron antigenos del parasito en los
sobrenadantes de cultivos celulares de T. crassiceps (Fig. 11A) quiza debido a
la baja sensibilidad del ensayo y del uso de diferentes anticuerpos
monoclonales, esto es consistente con el amplio rango de sensibilidad y
especificidad en ensayos de ELISA basados en el uso de diferentes antigenos

de T. solium y T. crassiceps (59).

La importancia de estos cultivos radica en su potencial uso para estudiar la
biologia celular del desarrollo de T. solium y otros cestodes, la biologia de las
células germinativas, el metabolismo celular, la identificacion de moléculas
para el diagnéstico y nuevos farmacos para el tratamiento de la enfermedad.
Compuestos como BI12536 (60) que inhibe la expresion del gen plkl o la
metformina (61) que se ha reportado logra inhibir el desarrollo de parasitos
como E. multilocularis podrian ser evaluados en los cultivos y demostrar su
habilidad de eliminar o inhibir su proliferacion. La eliminacion o inhibicion de
las celulas germinativas puede constituir una forma de controlar el crecimiento
0 la eliminacion del quiste racemoso y evitar su recuperacion luego de

administrar pequefias dosis de antiheminticos.
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Capitulo 3
Las células proliferativas en el quiste racemoso presentan la via de

sefializacion MAPK activa y responden al tratamiento con metformina

3.1 Introduccion

La via de sefializacion de la insulina participa en diversos procesos biolégicos
como la captacion de la glucosa, la sintesis de glucdgeno, el crecimiento y
proliferacion celular (62). Los principales componentes de la via de
sefializacion de la insulina se han identificado en varias especies de
platelmintos incluido T. solium (63, 64). La sefializacion se inicia por la unién
del ligando a los receptores tirosina quinasa de superficie (62). Tras la union
de la insulina al receptor (tetramero a2fB2) se induce la auto fosforilacion de

diversos residuos de tirosina presentes en la subunidad f (65, 66).

Las dos principales cascadas de sefializacion intracelular de la insulina en
vertebrados e invertebrados son la cascada de la proteina quinasa activada por
mitdégenos (MAPK)/quinasa regulada por sefal extracelular 1/2 (ERK1/2) y la

via de fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K)/ proteina quinasa B (62).

La metformina (Met) (N, N-dimetilbiguanida) es un agente anti-
hiperglucémico ampliamente empleado en el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo 2, es ademas eficaz contra el cancer y contra parasitos altamente
proliferativos como E. multilocularis y E. granulosus (61, 67). La actividad

antiproliferativa de la metformina se atribuye en parte a la activacion de la
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proteina quinasa activada por AMP (AMPK) con supresion de la diana de

rapamicina en mamiferos (mTOR) asi como de ERK 1/2 (68).

En el capitulo previo identificamos células proliferativas en la pared quistica
del cisticerco racemoso y demostramos la accion pro mitotica in vitro de la
insulina. En el presente estudio evaluamos puntualmente la via de sefializacion
MAPK-ERK 1/2 en quistes racemosos. Adicionalmente evaluamos in vitro e

in vivo la actividad antiproliferativa de la metformina.

3.2 Objetivos

e Determinar los niveles de expresion del receptor de insulina en los

quistes racemosos Yy vesiculares de T. solium.
e Caracterizar in silico el receptor de insulina y la quinasa ERK 1/2 de
T.solium.

e Determinar si la via de sefializacion de las MAPK se encuentra activa

en los quistes racemosos de T. solium.

e FEvaluar in vitro e in vivo la actividad antiproliferativa de la

metformina.

3.3 Metodologia

3.3.1 Disefio experimental

Muestras de quistes vesiculares y racemosos de T. solium fueron empleados
para comparar los niveles de expresion de los receptores 1 y 2 de insulina

mediante PCR cuantitativa y para evaluar los niveles de fosforilacion de la via
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de sefializacion MAPK-ERK 1/2 por inmunofluorescencia. Adicionalmente
evaluamos la accion in vitro de la metformina sobre células proliferativas
aisladas de la pared quistica de cisticercos racemosos. Finalmente empleamos
el modelo murino de cisticercosis con T. crassiceps para evaluar in vivo la

efectividad de la metformina para inhibir la proliferacion celular en el parasito.

3.3.2 Colecta de muestras

Para la colecta de muestras de quistes racemosos Yy vesiculares de T. solium y
quistes de T. crassiceps, se ejecutaron los protocolos indicados en la seccion

2.3.2

3.3.3 Procesamiento de las muestras

Para determinar la viabilidad, seleccién y procesamiento de todas las muestras
empleadas en este estudio se ejecutaron los protocolos indicados en la seccién

2.3.3

3.3.4 Andlisis Bioinformatico

Las secuencias de amino acidos del receptor de insulina y de ERK 1/2 de T.
solium, E. multiloculares, Mus musculus y Homo sapiens fueron descargadas
de los servidores GenBank y GeneDB para ser analizadas mediante BLAST.
Los residuos de fosforilacion conservados fueron identificados mediante
CLUSTALW. Adicionalmente se identifico la presencia de dominios
funcionales con la herramienta Pfam. Todas las herramientas bioinformaticas

estan disponibles en el dominio www.genome.jp
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3.3.5 Generacion de  ADN complementario (ADNc) y PCR cuantitativo

(gPCR) para los receptores 1 vy 2 de insulina

Para generar el ADNc y las posteriores evaluaciones mediante qPCR se
ejecutaron los protocolos indicados en la seccion 2.3.6 empleando ARN total
aislado de seis quistes racemosos y seis vesiculares. Para el presente estudio se
disefiaron cebadores especificos para el receptor de insulina 1 (MT242602.1)
(sentido: 5’-AGAGGTTGCAGGCGTTAAA-3’) (antisentido: 5’-
CACGGAACCAGAGAAGATACAC-3’), receptor de insulina 2
(MT242603.1) (sentido: 5~ GAACGAGCCTAACAGTCCTAAC-3’)
(antisentido: 5’-GCTGCGTCATCCTCCAAATA-3’) reportados previamente
(64), y gapdh (TsM_000056400) (Forward: 5’-
TCCAAGAGATGAATGCCAATGC-3%) (Reverse: 5-

CAGAAGGAGCCGAGATGATGA-3’).

3.3.6 Inmunofluorescencia (IF) para las formas fosforiladas del receptor de

insulina y ERK 1/2.

Se emplearon muestras de quistes de T. solium (7 racemosos y 12 vesiculares)
siguiendo el mismo protocolo indicado en la seccion 2.3.5. Se utilizaron los
siguientes anticuerpos: anti receptor IGF fosforilado (Tyrl135/1136) /
(Tyr1150/1151) y anti p44/42-ERK 1/2 fosforilado (Thr202/Tyr204) ambos de
la misma casa comercial (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) en una
dilucion 1:250 recomendada por el fabricante. Se realizo la captura de
imagenes empleando microscopio confocal (Zeiss, LSM 880; Oberkochen,

Alemania). Se seleccionaron aleatoriamente 5 imagenes por cada condicion de
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3 reéplicas independientes y se conto el numero de células positivas para el
receptor de insulina fosforilado o ERK 1/2 fosforilado y el total de ndcleos

(67).

3.3.7 Aislamiento de células proliferativas y condiciones de cultivo

Las secciones de quiste racemoso y de T. crassiceps seleccionadas para el
aislamiento celular fueron procesadas ejecutando los protocolos indicados en

la seccién 2.3.7.

3.3.8 Efectos in vivo de la metformina en secciones de quiste racemoso y

células proliferativas

Para evaluar los efectos de la metformina se emplearon secciones de pared
quistica y células proliferativas previamente aisladas y en cultivo. Tres
secciones viables de quistes racemosos (de 5mm cada una) seleccionadas de
forma aleatoria, fueron cultivadas en presencia de metformina (4 mM) por dos
semanas, secciones no tratadas se emplearon como control. Las muestras
tratadas y no tratadas se procesaron para realizar ensayos de IF con el objetivo
de evaluar los efectos directos de la metformina sobre la via de sefializacion

MAPK-ERK 1/2 en la pared quistica de quistes racemosos (67).

Ademas, se resuspendieron tres cultivos primarios de células proliferativas y
se evaluo la viabilidad con el colorante Azul de Tripan utilizando un
hemocitdmetro. Se sembraron 200, 000 celulas aisladas de quistes racemosos y

de T. crassiceps en placas de 24 pozos y se cultivaron en presencia de tres
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concentraciones de metformina (0.4, 4, y 40 mM) por triplicado, células no
tratadas se emplearon como control y el conteo celular se realizé cada 24 horas

(67).

3.3.9 Eficacia in vivo del tratamiento con metformina en el modelo murino de

cisticercosis con T. crassiceps

Ratones hembra de seis semanas de edad infectadas con 10-20 quistes de T.
crassicpes (cepa ORF) fueron distribuidas aleatoriamente en 2 grupos: 6
ratones recibieron durante 3 meses metformina (50 mg/kg/dia) en forma de
suspension en agua administrada via oral con sonda, el tratamiento se inicié
luego de transcurrir 24 horas post infeccion; 4 ratones que recibieron solo agua
se emplearon como controles. Al finalizar el tratamiento los animales fueron
sacrificados, los quistes fueron colectaron cuidadosamente de la cavidad
peritoneal y se determind el peso total. La eficacia del tratamiento se calculo
mediante la siguiente férmula: 100 x [(peso medio de los quistes del grupo
control) — (peso medio de los quistes del grupo tratado)] / (peso medio de los

quistes del grupo control) (67).

3.3.10 Andlisis estadistico

Se realiz6 estadistica no paramétrica (prueba U, Mann-Whitney para dos
grupos) usando el software Prism (Graphpad, San Diego, CA) para comparar la
expresion relativa de las dos isoformas del receptor de insulina en ambos tipos
de cisticerco (vesicular y racemoso) y también para analizar los efectos in vivo

de la metformina en el modelo murino de cisticercosis con T. crassiceps.

56



Se calcularon los ratios de células positivas por IF respecto a la fluorescencia
de los nucleos y las curvas de crecimiento en los ensayos de proliferacion
celular se presentan como un grafico de puntos con la media + desviacion
estandar (SD). Todas las comparaciones cuantitativas de los efectos de la
metformina in vitro se analizaron mediante one-way ANOVA vy los valores

P<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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3.4 Resultados

Para determinar el porcentaje de identidad del receptor de insulina y ERK 1/2,
analizamos las secuencias de aminoacidos empleando la herramienta BLAST.
El receptor de insulina 1 (QKL20108.1) y 2 (QKL20109.1) de T. solium
presentaron un alto porcentaje de identidad (83%) con las secuencias de E.
multilocularis (AJ458426.1; HG326255.1) y del 32% al 49% con H. sapiens
(AH002851.2). Adicionalmente, ERK 1/2 (TsM_000447200) presentd una
identidad del 95% con E. multilocularis (EmuJ_000891000.1;

EmuJ_000803700.1) y del 69% con H. sapiens (NP_002736.3).

El alineamiento multiple de secuencias revela que las secuencias primarias de
aminoacidos del receptor de insulina y ERK 1/2 de T. solium son altamente
conservados en los residuos de tirosina y treonina comparado con E.
multilocularis, H. sapiens y M. musculus (Fig. 1, 3). Por otro lado, estas
secuencias presentan los dominios estructurales tipicos para el receptor de

insulina y proteina quinasa (Fig. 2, 4).
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Figura 1: Alineamiento multiple de secuencias del receptor de insulina.
Comparacion de las secuencias de animoacidos correspondientes al domino tirosina
quinasa del receptor de insulina de T. solium (TsolR1, TsolR2); E. multilocularis
(EmulR1, EmulR2); Homo sapiens (Homo) y Mus musculus (Mouse). Los rectangulos
rojos resaltan los sitios conservados de fosforilacion correspondientes a residuos de
tirosina. Los asteriscos (*) indican residuos identicos en dicha posicion, el doble punto
(:) indica sustitucion conservativa y el punto (.) indica sustitucion semi-conservativa.
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Figura 2: Identificacion de dominios funcionales en la secuencia del receptor de
insulina. La localizacion y tamafio de los dominios identificados en las secuencias de
aminoacidos son mostrados como barras azules en T. solium (TsolR1, TsolR2); E.
multilocularis (EmulR1, EmulR2); Homo sapiens (HsIR) y Mus musculus (MIR). El
dominio de unién a ligando (LBD) esta constituido los dominios L del receptor y los
dominios similares a furina. Fn3: dominio de fibronectina 3
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Figura 3: Alineamiento multiple de las secuencias de ERK 1/2. Comparacion de la
secuencia de animoacidos ccorrespondiente al dominio tirosina quinasa de ERK 1/2 de
T. solium (Tsol); E. multilocularis (Emul, Emu); Homo sapiens (Homo) y Mus
musculus (Mouse). El rectangulo rojo resalta el motivo conservado TEY
correspondiente a los residuos de treonina-acido glutdmico-tirosina. Los asteriscos (*)
indican residuos identicos en dicha posicion, el doble punto (:) indica sustitucion
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Figura 4: Identificacién de los dominios funcionales en las secuencias de ERK
1/2. La localizacién y tamafio del dominio proteina quinasa identificado en las
secuencias de aminoacidos son mostrados como barras azules en T. solium
(TsolERK1/2); E. multilocularis (EmERK1/2, Emerk1/2); Homo sapiens (HSERK) y
Mus musculus (MERK).
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Los niveles de expresion de ambas isoformas del receptor de insulina de T.
solium se determinaron mediante PCR cuantitativo empleando cebadores
especificos. Los niveles de expresion de ambas isoformas se encuentran
significativamente incrementados en el quiste racemoso comparado con el
quiste vesicular (mediana: 4.5 para el quiste racemoso versus 1.0 para el quiste

vesicular, valor P<0.01, prueba U Mann-Whitney) (Fig. 5).
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Figura 5: qPCR para los receptores 1 y 2 de T. solium. PCR cuantitativo
empleando ADNc generado con 500 ng del ARN total de quistes racemosos
comparado con la pared quistica y escolex del cisticerco vesicular. Los resultados
estan normalizados con el gen enddgeno gapdh y expresados como incremento de la
expresion. Diferencias estadisticamente significativas en los niveles de expresion son
indicadas con asteriscos (Prueba U Mann-Whitney). Los asteriscos representan los
niveles de significancia **: P<0.01.
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Empleando muestras de tejido de quiste racemoso y vesicular evaluamos por IF
los niveles de fosforilacion de la via de sefializacion MAPK. El nimero de
células positivas para el receptor de insulina fosforilado fue significativamente
elevado en la pared quistica de cisticerco racemoso comparado con el vesicular
(media: 626.7 células en el quiste racemoso versus O células en el quiste
vesicular, valor P<0.0001, prueba one-way ANOVA) (Fig. 6B, J); estas células
estuvieron completamente ausentes en la forma vesicular (Fig. 6E). A
continuacion, evaluamos los niveles de fosforilacidon de la proteina ERK 1/2 y
de forma similar, observamos células positivas solo en la pared quistica del
cisticerco racemoso (media: 104.3 células para el quiste racemoso versus O
células para el quiste vesicular, valor P<0.001, prueba one-way ANOVA) (Fig.

7B, E, J).
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Figura 6: Identificacion in situ del receptor de insulina fosforilado. IF realizada en quistes racemosos, vesiculares y racemosos tratados con metformina (Met). Los
nacleos fueron tefiidos con DAPI (A, D, G), células positivas para el receptor de insulina fosforilado (B, E, H) fueron observadas solo en la pared quistica del cisticerco
racemoso (flechas rojas). Colocalizacidn con campo claro (C, F, 1). Imégenes representativas. El grafico (J) representa el ratio de células positivas para el receptor de
insulina fosforilado y la fluorescencia de nlcleos en quistes racemosos no tratados, tratados con Met (4 mM) en relacién con los quistes vesiculares. Los valores son
expresados como medianas * la desviacidn estandar. Prueba One-way ANOVA (****: P<0.0001)
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Figura 7: Identificacion in situ de la proteina ERK 1/2 fosforilada. IF realizada en quistes racemosos, vesiculares y racemosos tratados con metformina (Met). Los
nacleos fueron tefiidos con DAPI (A, D, G), células positivas para ERK 1/2 (B, E, H) fueron observadas solo en la pared quistica del cisticerco racemoso (flechas rojas).
Colocalizacion con campo claro (C, F, 1). Iméagenes representativas. El gréafico (J) representa el ratio de células positivas para ERK 1/2 fosforilado y la fluorescencia de
nlcleos en quistes racemosos no tratados, tratados con Met (4 mM) en relacion con los quistes vesiculares. Los valores son expresados como medianas * la desviacion
estandar. Prueba One-way ANOVA (*: P<0.05; ***: P<0.001)
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Procedimos a evaluar los efectos directos de la metformina (Met) en la pared
quistica del cisticerco racemoso. Secciones fueron incubadas por dos semanas
en presencia de Met, para luego evaluar los niveles de fosforilacion del
receptor de insulina y de ERK 1/2 mediante IF. Observamos que Met (4mM)
no tuvo efectos en los niveles de fosforilacion del receptor de insulina (Fig. 6H,
J) (media: 650 células para el quiste racemoso tratado versus 626 células para
el quiste racemoso no tratado, prueba one-way ANOVA), sin embargo Met
produjo una reduccion significativa en los niveles de fosforilacion de ERK 1/2
en las secciones tratadas comparado con las no tratadas (media: 41.3 células
para el quiste racemoso tratado versus 104.3 células para el quiste racemoso no

tratado, valor P<0.05, prueba one-way ANOVA) (Fig. 7H, J).

Para evaluar los efectos de la metformina sobre las células proliferativas,
empleamos secciones de pared quistica de cisticercos racemosos y de T.
crassiceps para aislar y establecer cultivos celulares como describimos
previamente. Cultivamos las células proliferativas en presencia de 3 diferentes
concentraciones de Met y observamos que luego de 24 horas, Met (4, 40 mM)
redujo significativamente la proliferacion en las células aisladas de quiste
racemoso de T. solium (media: 270 000 células para el control versus 188 333
células para el tratamiento a 4 mM y 155 000 células para el tratamiento a 40
mM, valor P<0.001; P<0.0001, prueba one-way ANOVA) y en las células
aisladas de quiste de T. crassiceps (media: 250 000 celulas para el control
versus 188 000 células para el tratamiento a 4 mM y 150 000 células para el
tratamiento a 40 mM, valor P<0.01; P<0.001, prueba one-way ANOVA) (Fig.

8A, B).
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Figura 8: Eficacia in vitro e in vivo de la metformina (Met). Curvas de crecimiento de células aisladas de quistes racemosos de T. solium (A) y quistes
de T. crassiceps (B). Met a 4 y 40 mM ocasiond una reduccién significativa la proliferacion celular luego de 24 horas (asteriscos rojos y negros). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (tratados y control). Prueba one-way ANOVA (**: P<0.01; ***: P<0.001,
**x*: P<0.0001). El grafico en (C) muestra el peso de los quistes de T. crassiceps colectados de ratones no tratados (control) y tratados (Met 50 mg/Kg/
dia). Prueba U Mann-Whitney (*: P<0.05).
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Finalmente, evaluamos la eficacia in vivo del tratamiento con Met empleando
el modelo murino de cisticercosis con T crassiceps. Como describimos en el
capitulo previo, los quistes de la cepa ORF proliferan asexualmente en la
cavidad peritoneal, sin embargo, los ratones que recibieron Met (5 mg/Kg/ dia)
via oral por 3 meses presentaron un reduccion significativa en el namero de
quistes y el peso total en un 53% en comparacion con los ratones que
recibieron solo agua empleados como control (mediana: 8.594 gramos para el
control versus 4.331 gramos para el grupo tratado con Met, valor P<0.05,
prueba U Mann-Whitney) (Fig. 8C). Durante este periodo no se observaron

alteraciones en el consumo de alimento.
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3.5 Discusiones

Las dimensiones anormales que alcanza el quiste racemoso y su morfologia
sugieren alteraciones en vias de sefializacion asociadas con la proliferacion
celular. La via MAPK desempefia un papel fundamental, en diversos
organismos desde los vertebrados a los invertebrados incluidos los cestodes, en
la traduccidn de sefiales extracelulares para generar diversas respuestas en la
célula que incluyen proliferacion, diferenciacién o desarrollo (69, 70). Aunque
se han identificado vias conservadas en T. solium (61) se desconoce su
participacion en la proliferacion de la pared quistica del cisticerco racemoso.
Nuestras observaciones revelan por primera vez la presencia de células con el
receptor de insulina en su forma activa (fosforilada) asi como el mediador
intracelular ERK 1/2 (Fig. 6, 7). Estos hallazgos sugieren la importancia en la
activacion de la via MAPK/ERK en la proliferacion de la pared quistica del

cisticerco racemoso de T. solium.

La via de sefializacion de la insulina es altamente conservada y desempefia un
papel fundamental en el crecimiento celular y la regulacion metabdlica (71,
72). Previamente, identificamos células proliferativas en la pared quistica del
cisticerco racemoso Yy estas células fueron sensibles a la accion de la insulina
reduciendo su tiempo de duplicacion (73). En este estudio demostramos que las
dos isoformas del receptor de insulina se encuentran significativamente sobre
expresadas en los quistes racemosos (Fig. 5), lo que probablemente indicaria
un mayor requerimiento energetico de las células en proliferacion comparado

con el quiste vesicular.
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A diferencia del quiste racemoso, la forma vesicular constituye un estadio
latente no proliferativo adaptado para sobrevivir en un microambiente adverso
y con sus propias demandas energéticas. Se necesitan mas estudios para
identificar la totalidad de alteraciones metabolicas que ocurren en el quiste

racemoso asociadas a su continua proliferacion.

Los quistes racemosos presentan caracteristicas proliferativas similares a las de
un tumor, lo que de por si sugiere un crecimiento anormal (23). De forma
similar a los tumores de animales superiores, el quiste racemoso presenta
alteraciones en la expresion genética y la activacion de la via MAPK.
Considerando que la tumorigénesis se produce por la interaccion sinérgica de
vias de sefializacion complejas como MAPK, PI3K/Akt/ mTOR, Ras y Myc
(71, 74), este estudio tuvo como objetivo evaluar puntualmente la via MAPK-
ERK 1/2. Se necesitan mas estudios para determinar si las otras vias

mencionadas participan en el desarrollo y proliferacion del quiste racemoso.

Met inhibi¢ la proliferacién de los cultivos celulares de quistes racemosos y de
T. crassiceps (Fig. 8A, B). Adicionalmente, secciones de la pared quistica del
cisticercos racemoso cultivadas en presencia de Met por dos semanas
presentaron una reduccion significativa del numero de células positivas para la
forma activa de ERK 1/2, estos hallazgos confirman la actividad anti-
proliferativa de Met sobre las células germinativas presentes en la pared
quistica actuando puntualmente en ERK 1/2 y son consistentes con estudios

preclinicos (75).
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Empleando el modelo murino de cisticercosis, evaluamos in vivo la accion de
Met y observamos una reduccion del 53% en el peso de los quistes (Fig. 8C).
Considerando que los quistes de T. crassiceps se caracterizan por una alta
proliferacion de la pared quistica, estos resultados sugieren una accion
selectiva de Met sobre las células germinativas reduciendo su tasa de

proliferacion y con ello inhibir la formacion de nuevas vesiculas.

Las concentraciones de Met utilizadas en nuestras evaluaciones in vitro (40, 4
y 0.4 mM) fueron altas en comparacion con las concentraciones obtenidas en el
plasma de los pacientes después de tomar Met (76); sin embargo, son mas bajas
que las concentraciones utilizadas para evaluar sus efectos in vitro sobre las
células madre cancerigenas (75). Estudios previos reportaron que las
concentraciones de Met necesarias para inducir efectos bioldgicos in vitro son
mayores que los niveles plasmaticos in vivo debido a una posible acumulacion

de Met en 6rganos como el intestino (77, 78).

El quiste vesicular constituye un estadio latente no proliferativo, mientras que
el quiste racemoso presenta caracteristicas celulares y metabdlicas diferentes,
por lo que se debe considerar y evaluar farmacos con otros mecanismos de
accion. El uso de Met para el tratamiento de la NCC racemosa representa una
alternativa atractiva por actuar directamente sobre las células proliferativas
pero que requiere mayores evaluaciones como su uso en combinacion con
praziquantel o albendazol, lo que podria mejorar la eficacia del tratamiento

antihelmintico actual.

72



Capitulo 4
Incremento en la captacion de hierro en la pared quistica del cisticerco

racemoso de T. solium

4.1 Introduccion

El espacio subaracnoideo es el area comprendida entre la aracnoides y la
piamadre que rodea al cerebro y la médula espinal y a través de la cual circula
el liquido cefalorraquideo (LCR) (79). El LCR presenta una composicion muy
distinta con wuna limitada presencia de micronutrientes y factores de
crecimiento comparado con la sangre (79). Sin embargo, el quiste racemoso se
desarrolla y prolifera por largos periodos en ese microambiente (25). A pesar
de que los requerimientos metabdlicos del quiste racemoso son desconocidos,

esta forma de quiste podria estar adaptada a la composicion especial del LCR.

El hierro es un micronutriente inorganico que tiene una participacion esencial
en numerosos procesos biolégicos que incluyen la sintesis de ADN y ARN,
respiracion celular, actividad enzimética y metabolismo (80). Alteraciones en
el metabolismo del hierro se asocian con proliferacion celular, resistencia a

drogas y evasion inmunologica (81).

El metabolismo del hierro que involucra consumo, almacenamiento, uso y
exportacion es altamente controlado debido a que el hierro libre es toxico para
las células (82). Un aumento en las concentraciones de hierro en combinacion

con H2O2 genera especies reactivas de oxigeno a traves de reacciones de
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Fenton (83), pudiendo ocasionar ruptura de las hebras del ADN, mutagénesis,
activacion de oncogenes o inhibicidon de genes supresores tumorales, dafio en
las proteinas celulares y peroxidacion de lipidos (83). El exceso de hierro es
neutralizado por la proteina ferritina (84) y luego es exportado o empleado de

acuerdo a los requerimientos celulares.

A pesar del papel fundamental que tiene el hierro como cofactor en diversos
procesos celulares, hay poca informacién sobre los mecanismos para la
captacién de este metal en T. solium y su papel en la proliferacion continua de
la pared quistica de forma racemosa. Realizamos una busqueda en el genoma
de T. solium de las principales proteinas de union y transporte de hierro y
logramos identificar los genes de la ferritina y melanotransferrina.

Adicionalmente identificamos el gen de la ribonucledtido reductasa.

La ferritina (FT) es una proteina de unién a hierro constituida por 24
subunidades de cadenas pesadas (H) o ligeras (L), juntas forman una estructura
esférica que puede almacenar 4,500 atomos de hierro (84). FT puede ser
detectada extracelularmente en suero y constituye un importante marcador de
los niveles de hierro. Adicionalmente, elevados niveles en la expresion de FT

estan asociados con diversas patologias (85).
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La melanotransferrina (MTF) es una proteina de transporte de hierro homologa
a la transferrina sérica (86). MTF se encuentra principalmente anclada en la
superficie celular y presenta una estructura bilobular. Adicionalmente, presenta
puentes disulfuro y un sitio de unidn a hierro en el extremo N-terminal. MTF es

altamente expresada en células de melanoma (86).

La ribonucledtido reductasa (RNR) es una enzima clave para la sintesis de
novo de deoxiribonucleodtidos trifosfatos (dNTPs) (87), bloques de
construccién para la preplicacion y reparacion del ADN (87, 88). RNR cataliza
la sustitucion del grupo OH en la posicion 2’ de un ribonucledsido di o tri
fosfato por un 4&tomo de hidrogeno y usa metales como el hierro 0 manganeso
como cofactores (89). La clase mas estudiada de RNRs es la la la cual emplea
un centro de dos atomos de hierro como cofactor para generar el radical

tirosilo (88, 89). Los eucariotas solo presentan enzimas de la clase la (88).

El quiste racemoso responde y se adapta a un microambiente con bajos niveles
de factores de crecimiento y micronutrientes para suplir 0 compensar sus
requerimientos metabdlicos; sin embargo estos cambios o alteraciones en el
metabolismo del parésito son poco comprendidos. En este estudio empleamos
métodos histopatoldgicos y andlisis molecular por PCR cuantitativa, para

comparar el metabolismo de hierro entre las dos formas de quiste de T. solium.
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4.2 Objetivos
e ldentificar in situ depdsitos de hierro en los quistes racemosos Yy
vesiculares de T. solium.
e Determinar los niveles de expresion de proteinas de unién a hierro
(ferritina y melanotransferrina) en quistes racemosos Yy vesiculares

mediante PCR cuantitativo.

4.3 Metodologia

4.3.1 Diseio experimental

Se emplearon muestras de tejido de quistes racemosos y vesiculares de T.
solium para identificar depositos de hierro realizando una tincion con azul de
Prusia. Adicionalmente, el ARN total aislado de ambas formas de quiste fue
empleado para evaluar y comparar los niveles de expresion de FT, MTF y

RNR.

4.3.2 Colecta de muestras

Para la colecta de muestras de quistes racemosos y vesiculares de T. solium y
quistes de T. crassiceps, se ejecutaron los protocolos indicados en la seccion

2.3.2

4.3.3 Procesamiento de las muestras

Para determinar la viabilidad, seleccion y procesamiento de todas las muestras
empleadas en este estudio se ejecutaron todos los protocolos indicados en la

seccion 2.3.3
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4.3.4 Tincidn con Azul de Prusia en muestras de membrana

Para identificar la presencia de depositos de hierro en las muestras de tejido se
empled el kit Iron Stain de Abcam (ab150674, Abcam, Cambridge, Reino
Unido). Las muestras embebidas en parafina de 5 quistes racemosos y 6
vesiculares fueron cortadas en secciones de 4 um y puestas sobre laminas
portaobjetos tratadas con poli-L-lisina para luego ser procesadas. Las secciones
fueron desparafinadas a 56°C y rehidratas en soluciones decrecientes de etanol
(100% a 70%), luego incubadas en una solucién de tincion preparada
combinando volumenes iguales de soluciones de ferrocianuro de potasio y de
acido clorhidrico por 3 min. Las secciones fueron lavadas con agua destilada y
teflidas con una solucion nuclear fast red por 5 min. Finalmente, las secciones
fueron deshidratadas con etanol al 95% seguido con etanol absoluto. Como
control positivo se emplearon muestras de bazo de ratén. Las muestras fueron
observadas con un microscopio de luz (Primo Star, Zeiss, Oberkoche,
Alemania) y se tomaron las imagenes empleando una cémara calibrada
(AxioCam ICc1, Zeiss, Oberkochen, Alemania) empleando el programa Axio

Vision (version 4.6, Zeiss, Oberkochen, Alemania).

4.3.5 Generacion de ADN complementario (ADNc) vy PCR cuantitativo

(0PCR) para los genes de ferritina, melanotransferrina y ribonucle6tido

reductasa
Para generar el ADNc y las posteriores evaluaciones mediante qPCR se
procedio con los protocolos indicados en la seccion 2.3.6 empleando ARN total

aislado de seis quistes racemosos Y seis vesiculares. Se disefiaron cebadores
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especificos para los genes de ferritina (TsM_000026400) (sentido: 5'-
TGGTGGCATTGTTTA-3) (antisentido: 5'-
CATTGACCTCTCGCTCGATTT-3"), melanotransferrina (TsM_000830600)
(sentido: 5-GAATTCCCGCTCGTCTCATTAT-3) (antisentido: 5-
TTCCTGGTGCTGCATTAGTC-3), ribonucelotido reductasa
(TsM_000697400) (sentido: 5’-CTACGGCGGAAAGGGTTTAT-3’)
(antisentido: 5’-AGCGACAATTCATGCCAATAAG-3) y gapdh
(TsM_000056400) (sentido: 5-TCCAAGATGAATGCCAATGC-3)
(antisentido: 5-CAGAAGGCCGAGATGA-3). Todas las secuencias estan
disponibles en el repositorio WormBase

https://parasite.wormbase.org/Taenia solium prjnal70813/Info/Index/

4.3.6 Anélisis estadistico

Se emple6 estadistica no paramétrica (Prueba U de Mann-Whitney) utilizando
el software Prism (Graphpad, San Diego, CA) para comparar la expresion
relativa de ferritina, melanotransferrina y ribonucleétido reductasa en el
quiste racemoso y vesicular. Las diferencias con valores de P<0,05 se

consideraron estadisticamente significativas.
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4.4 Resultados

Utilizando muestras de tejido de quistes racemosos y vesiculares, evaluamos el
contenido de hierro mediante la tincion con azul de Prusia, observamos
depdsitos de hierro s6lo en la pared quistica del cisticerco racemoso (Fig. 1A);
regiones analogas de los quistes vesiculares fueron completamente ausentes a
una tincién positiva a hierro (Fig. 1B). Adicionalmente, empleamos muestras
de quistes de T. crassiceps y observamos depdsitos de hierro en la pared

quistica cerca de los puntos de formacion de los nuevos brotes (Fig. 1C).

La expresion de las dos proteinas de union a hierro y RNR se determind
mediante PCR cuantitativa utilizando cebadores especificos. Observamos un
incremento significativo en los niveles de expresion para los tres genes en el
quiste racemoso en comparacion con los quistes vesiculares (mediana de FT:
6,4 para la pared quistica del cisticerco racemoso versus 1,0 para la pared
quistica del cisticerco vesicular, valor P< 0,0022, prueba U de Mann-Whitney);
(mediana de MTF: 10,16 para la pared quistica del cisticerco racemoso versus
1,0 para la pared quistica del cisticerco vesicular, valor P< 0,0121, prueba U de
Mann-Whitney); (mediana de RNR: 89.88 para pared quistica del cisticerco
racemoso versus 1.0 para la pared quistica del cisticerco vesicular, valor P<

0.0004, prueba U de Mann-Whitney) (Fig. 2).
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Figura 1: Identificacion in situ de depdsitos de hierro en la pared quistica del cisticerco racemoso. Tincion con azul de
Prusia realizada en muestras de quistes racemosos (A), vesiculares (B) y quistes de T. crassiceps (C). Los depdsitos de hierro
férrico solo fueron observadas en el quiste racemoso y en los quistes de T. crassiceps (flechas rojas). Se inserta una imagen
amplificada (cuadrado rojo en A y C). El tejido de bazo de raton (D) fue empleado como control positivo. Imagenes
representativas. Barra de escala roja: 100 um, barra de escala negra: 50 um.
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Figura 2: Niveles de expresion de la ferritina, melanotransferrina y ribonucleétido
reductasa en el quiste de T. solium. PCR cuantitativo empleando ADNc generado a
partir de 500 ng de ARN total de quistes racemosos y vesiculares. Los resultados
fueron normalizados empleando los niveles de expresion del gen gapdh. Diferencias
significativas (Prueba U, Mann-Whitney) en los niveles de expresion son indicadas
con el asterisco. *; P<0.005; **: P<0.01; ***: P<0.001.
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4.5 Discusiones

Los procesos que conducen a la formacion del quiste racemoso asi como los
cambios moleculares y metabolicos asociados a su proliferacion son
desconocidos. Es probable que en comparacion con el quiste vesicular
quiescente, los quistes racemosos en proliferacion requieran mayores niveles

de nutrientes y aporte energetico.

El hierro es un elemento indispensable requerido en mdltiples procesos
esenciales para la célula que incluyen la sintesis de cofactores para la
produccion de energia a través de la transferencia de electrones entre los
complejos de la cadena de respiracion mitocondrial (90). Adicionalmente, la
enzima ribonucle6tido reductasa requiere de hierro para la sintesis de los
deoxiribonucle6tidos empleados durante la replicacion del ADN (91).
Empleando muestras de quiste racemoso, observamos la presencia de depdsitos

de hierro en la pared quistica a diferencia de la forma vesicular (Fig. 1A, B)

La cepa ORF de T. crassiceps prolifera por brotes (33) y al igual que en el
quiste racemoso, observamos depositos de hierro en la pared quistica cerca de
los puntos de formacion de los nuevos brotes (Fig. 1C). Ambos resultados
sugieren que paréasitos altamente proliferativos absorben y almacenan hierro
para suplir los requerimientos metabdlicos asociados con su continua

proliferacion.
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Estudios previos demostraron que los quistes de T. solium establece
mecanismos para adquirir nutrientes del hospedero (92-94). Se ha postulado
que el quiste vesicular podria captar complejos plasmaticos de haptoglobina-
hemoglobina del hospedero como una fuente de hierro (94). Sin embargo, el
quiste racemoso se desarrolla en un microambiente particular, esto significa
que el parasito no tiene las mismas fuentes nutricionales. Nuestros resultados
de gPCR demuestran un significativo incremento en la expresion de dos genes
cuyos productos son proteinas de union a hierro (Fig. 2A, B). Esto podria
sugerir una adaptacion del parasito para captar y almacenar el escaso hierro

presente en el LCR.

En los capitulos 2 y 3 del presente trabajo, demostramos la presencia de células
mit6ticamente activas en la pared quistica del quiste racemoso y estas células
tienen la via de sefializacion MAPK activa (73, 95). Para asegurar la division
celular, el parésito requiere mantener los niveles de dNTPs necesarios para la
sintesis de nuevas moléculas de ADN. La RNR, enzima que requiere hierro
para catalizar el paso limitante en la sintesis de dNTPs, es esencial para la
proliferacion de la célula. Nuestros resultados de gPCR demuestran que en el
quiste racemoso hay un incremento significativo en la expresion del gen RNR
(Fig. 2C), esto sugiere una estrecha asociacion con la presencia de depdsitos de

hierro y su participacion en la continua proliferacion de la pared quistica.
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El quiste vesicular constituye un estadio latente no proliferativo, mientras que
el quiste racemoso presenta caracteristicas celulares y metabolicas muy
particulares (73, 95). El uso de farmacos como la deferoxamina (DFO), un
agente quelante (96) podria ser evaluada en combinacion con las drogas
antihelminticas como el praziquantel o albendazol para el tratamiento de la
NCC racemosa, en un intento por mejorar la eficacia del tratamiento

antihelmintico actual.
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Capitulo 5

5.1 Discusiones generales

El objetivo general de esta tesis fue caracterizar parcialmente la pared quistica
del cisticerco racemoso de T. solium, identificando cambios en los
componentes celulares de esta estructura, en la expresion relativa de genes
asociados a su continua proliferacion y aumento en la captacion del hierro. Este
estudio pudo concretarse al contar con acceso a material biologico

extremadamente valioso por obtenerse solo mediante intervencidn quirurgica.

En el capitulo 2 se caracterizd6 mediante histologia una coleccion de muestras
de quistes racemosos y demostramos que la pared quistica es una estructura
heterogénea presentando regiones viables proliferativas y regiones con
diferentes grados de degeneracion tisular y necrosis. Adicionalmente
demostramos que a diferencia del quiste vesicular, el quiste racemoso presenta
células germinativas mitéticamente activas distribuidas en su pared quistica.
Este estudio constituye el primer reporte sobre la presencia e importancia de
esta particular poblacion celular en los eventos de proliferacion y expansion de
la pared quistica del parasito. Nuestros resultados nos permiten proponer el
modelo de absorcion del escolex que explicaria la naturaleza proliferativa,

aberrante y estéril (por carecer de escdlex) del quiste racemoso.
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T. crassiceps es una de las especies en las que se ha reportado previamente la
presencia de células proliferativas, su inclusion en el presente estudio
representa un excelente control para las evaluacion histologicas y morfologicas
de las células germinativas corroborando la importancia de estas células en el

crecimiento continuo del cisticerco.

Por otra parte, establecimos un protocolo que permite aislar y cultivar de las
células germinativas y demostramos que las células son sensibles a la accion de
la hormona insulina, lo que reflejaria el tropismo natural durante el desarrollo
del cisticerco racemoso y la estrecha interaccion hospedero-parésito. El
sistema de cultivos celulares constituye una poderosa herramienta para evaluar
en futuros ensayos la accién de otras biomoléculas que permitan acondicionar
el medio de cultivo con el objetivo de lograr la regeneracion total del
cisticerco; ademas poder evaluar farmacos que actlen sobre las células
germinativas y que puedan ser empleados en el tratamiento de la NCC

racemosa.

Luego de observar los efectos de la insulina sobre las células germinativas
evaluamos en el capitulo 3 la via de sefializacion intracelular de esta hormona,
particularmente la via de las MAPK y demostramos que el quiste racemoso
presenta la via MAPK activa. Si bien los principales componentes de la via
fueron previamente reportados en T. solium, este trabajo demuestra por primera

vez el importante papel que tiene la via MAPK-ERK 1/2 en la proliferacion de
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la pared quistica del cisticerco racemoso. La via MAPK representa un blanco
terapéutico atractivo para la evaluacion de drogas de bajo costo como la

metformina.

En el capitulo 4, evaluamos el metabolismo del hierro en el quiste racemoso y
demostramos que a diferencia del quiste vesicular, el quiste racemoso presenta
depdsitos de hierro en la pared quistica. Este estudio demuestra por primera
vez el aumento en la captacion y almacenamiento de este micronutriente en la
forma racemosa lo que indicaria la adaptacion del parasito a un medio
ambiente limitado en factores de crecimiento y nutrientes. La presencia de
depdsitos de hierro podria suplir las demandas energéticas asociadas a los
procesos de proliferacion a través de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial, sin embargo, se requieren mayores estudios para determinar el
posible aumento en la sintesis de proteinas de la cadena respiratoria como el

Citocromo C en el quiste racemoso.

Estudios realizados en E. multilocularis, demuestran el importante papel de la
via WNT en el desarrollo coordinado y direccionado del parasito regulando la
expresion de genes asociados a proliferacion y diferenciacion a través de los
Ilamados ejes de polarizacion anterior/posterior. Dado que el quiste racemoso
carece de escolex, las posibles alteraciones en la via de sefalizacion WNT asi

como su participacion en la proliferacion de la pared quistica del cisticerco
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racemoso son desconocidas por lo que se recomienda evaluar en futuros

estudios la via WNT en el quiste racemoso.

Finalmente, este estudio demuestra que el quiste racemoso presenta
alteraciones en los niveles de expresion génica asociados a la presencia de
células mitéticamente activas en su pared quistica, sin embargo recomendamos
realizar la caracterizacion molecular completa de las células germinativas para
poder identificar: subpoblaciones, marcadores de superficie para optimizar su
aislamiento y componentes secretados que puedan ser empleados en sistemas

de diagnostico.
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5.2 Conclusiones generales

Basados en los resultados obtenidos podemos indicar que el cisticerco
racemoso de T. solium presenta caracteristicas celulares, moleculares y
metabolicas Unicas en comparacion al cisticerco vesicular. Estas caracteristicas
permiten comprender las bases bioldgicas de su formacion y desarrollo y a su
vez nos permiten abordar la infeccién desde otro enfoque para proponer la
evaluacion de nuevas drogas con el objetivo de mejorar la eficacia de los

actuales esquemas de tratamiento en la NCC racemosa.

De esta forma podemos resaltar las principales conclusiones:

1. El quiste racemoso presenta células germinativas mitdticamente activas
distribuidas en su pared quistica y las células son sensibles in vitro a la
accion de la hormona insulina.

2. El quiste racemoso presenta la via MAPK activa y responde in vitro e
in vivo al tratamiento con metformina.

3. El quiste racemoso presenta depdsitos de hierro en la pared quistica y
una alta expresion en genes que codifican proteinas involucradas en el

metabolismo del hierro.
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5.3 Limitaciones

El presente estudio presentd dos principales limitaciones:

1. Las muestras de quistes empleadas en el presente estudio provienen de
diferentes hospederos (racemosos obtenidos de pacientes y vesiculares
de cerdos infectados), lo que podria resultar un sesgo en los resultados
obtenidos, sin embargo, no existe reporte que describa el desarrollo de
quistes racemosos en cerdos y no se contd con el acceso a muestras de
quistes vesiculares humanos.

2. Debido a principios éticos, no se conto con los permisos necesarios para
acceder al historial clinico de los pacientes intervenidos para la
obtencion de los remanentes de quiste racemoso, de esta forma no se
obtuvo la informacion relevante como: neuroimagenes, edad y género
de los pacientes, administracion previa de antihelminticos u otros
medicamentos que puedan afectar directamente en la viabilidad de las
muestras.

3. La ejecucion del presente proyecto durante el estado de emergencia
sanitaria no permitio el envio de muestras al extranjero para realizar
ensayos adicionales planteados en un inicio como el andlisis del
transcriptoma mediante RNAseq de ambas formas del quiste de T.
solium. Por otra parte, la adquisicion de reactivos también fue limitada,
ante esta situacion se optd por evaluar un ndmero reducido de

marcadores celulares y biomoléculas de facil acceso como la insulina.
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