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Resumen

La neurocisticercosis, hiperdémica en el Perd, es la infeccidon cerebral causada por
el estadio larval (quiste) de Taenia solium, cuya manifestacion clinica mas frecuente
son las crisis epilépticas. Esta enfermedad ha sido clinicamente bien documentada,
pero la compleja relacion hospedero-parasito y la inflamacién resultante que es un
factor principal en la severidad de los sintomas aun no son completamente

comprendidas.

Entre la gran diversidad de marcadores inflamatorios, los péptidos beta amiloides
han sido asociados con procesos neuropatolégicos incluyendo activacion glial,
disfuncién sinaptica y apoptosis neuronal. Sin embargo, el rol del beta amiloide en
la neuropatologia de la neurocisticercosis aun no ha sido explorado y el efecto del

tratamiento antihelmintico sobre esta molécula es también desconocido.

En este trabajo se usaron secciones de tejido cerebral de ocho cerdos naturalmente
infectados con quistes de Taenia solium. Cinco animales recibieron una dosis Unica
de praziquantel, que ha demostrado inducir inflamacioén, y tres cerdos sirvieron
como controles (UT). Del primer grupo, tres cerdos fueron sacrificados a los dos
dias de haber recibido el tratamiento (T48) y dos después de 5 dias (T120). Previo
al sacrificio, todos los animales fueron sedados y perfundidos con el colorante Azul
de Evans para indicar visualmente el compromiso de la barrera hematoencefalica,
hecho que ha sido correlacionado con la inflamacién. La presecia de beta amiloide
se evalud por inmunohistoquimica en 82 capsulas y la expresion de gen de la

proteina precursora de amiloide (app) en 20.

Tras el analisis se observo que el praziquantel induce tanto la presencia del péptido
beta amiloide como la expresién de app. Este fendmeno fue mas evidente en
capsulas que presentaron aumento en la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica. Los resultados de inmunohistoquimica mostraron valores
similares para T48 y T120, ambos grupos con mayor inmunorreactividad en
comparacion a UT mientras que la expresién de app fue significativamente mayor
en T48 en comparacion a UT, lo que sugiere la participacion de mecanismos post

transcripcionales que modulan su expresion. Paralelamente, se observd menos
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beta amiloide en quistes degenerados, lo que sugiere la participacion de un proceso
de regeneracion posterior a la fase inflamatoria aguda. En conjunto estos hallazgos
sugieren que beta amiloide es un componente de la respuesta inflamatoria aguda
en neurocisticercosis y su expresion es regulada en algun punto del proceso de

degeneracion del parasito.



Abstract

Neurocysticercosis , hyperendemic in Peru, is the brain infection with the larval stage
(cyst) of Taenia solium; a main frequent clinical manifestation are seizures. This
disease has been well documented clinically, but the complex host-parasite
interaction and the resulting inflammation, a main factor of the severity of the

symptoms, are not completely understood.

Among many inflammatory markers, amyloid-beta peptides have been associated
with neuropathological processes including glial activation, synaptic dysfunction and
neuronal apoptosis. However, the role of AP in the neuropathology of
neurocisticercosis has not been explored yet the effect of anthelmintics on this

molecule is unknown.

We used brain sections of eight pigs naturally infected with Taenia solium cysts. Five
animals received a single dose of 100 mg/kg praziquantel, which is demonstrated to
trigger inflammation, and three untreated pigs served as controls (UT). Three pigs
were sacrificed after two days of treatment (T48) and two after five days (T120). Two
hours before sacrifice, all animals were sedated and injected with Evans Blue to
delineate increased permeability of the blood-brain barrier, shown to correlate with
inflammation. Eighty-two cyst capsules were examined to evaluate the presence of
AB in host tissue by immunohistochemistry. The relative expression of the amyloid
precursor protein gene (app) was analyzed by quantitative real time PCR in 20

capsules.

We found that PZQ induced both the presence of AR and app expression, this was
more evident when the Dblood-brain barrier had been affected.
Immunohistochemestry results showed similar values for T48 and T120, both being
significantly higher that UT, but app expression was clearly higher for T48 than UT
and T120, indicating post-transcriptional regulation. Besides, we observed less A
in degenerated cysts, which suggests the possibility of a regeneration process that

follows the acute inflammatory phase. Together, these findings suggest that



amyloid-beta is a component of the acute inflammatory response in
neurocysticercosis and that its expression is regulated at some point of the cyst
degeneration.
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Introduccién

1.1Taenia solium

Taenia solium es un platelminto de la clase Eucestoda' y es una de las 3
especies del género Taenia que tienen capacidad de parasitar al hombre.?
Presenta un ciclo de vida complejo donde los humanos son los Unicos
hospederos definitivos, mientras que, tanto los cerdos como los humanos

pueden actuar como hospederos intermediarios.? (Figura 1)

El parasito adulto estd compuesto por una pseudocabeza (escélex) armada
con cuatro ventosas y una doble corona de ganchos en el rostelo retractil
(Figura 2C); un cuello angosto y un cuerpo elongado que consta de varios
cientos de proglétidos cada uno con ambos érganos sexuales funcionales.*
En su forma adulta, T. solium habita el intestino delgado del hombre,
principalmente el yeyuno, adherido por el escélex a las paredes intestinales.
Cuando los proglétidos estan maduros, estos se fecundan y se desprenden
del extremo distal del gusano, luego son expulsados al ambiente junto a las

materias fecales.®

Cada proglétido contiene miles de huevecillos (Figura 2A) que son liberados
en el suelo donde ya tienen caracter infectante sin necesidad de embrionar y
pueden permanecer viables durante largos intervalos. Cada huevecillo
contiene un embrion hexacanto que al ser ingerido por animales,
normalmente cerdos que actian como hospederos intermediarios, se liberan
hacia la luz del intestino delgado, penetran la pared de este y entran a la
circulacién a partir de donde son transportados a los diversos tejidos del

cerdo, principalmente musculos estriados y otros 6rganos.

En dichos tejidos los hexacantos evolucionan y se transforman en cisticercos,
metacéstodes o también llamados quistes (Figura 2B). Cuando el hombre
ingiere carne de cerdo mal cocida o contaminada por cisticercos, estos
alcanzan el intestino donde, si alguno evagina, podra convertirse en el

gusano adulto, completando de esta manera el ciclo.® La infecciéon con el
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platelminto adulto intestinal o teniasis no debe confundirse con la

cisticercosis, en la que el hombre acta como huésped intermediario.”2

La cisticercosis humana se desarrolla a través de la ingesta de huevecillos
de T. solium por contaminacion fecal por via oral. Estos entran al torrente
sanguineo y son distribuidos a los tejidos como se ha descrito para el cerdo.®
Las fuentes principales de contagio humano son alimentos y liquidos
contaminados con huevecillos; es frecuente también la autoinfeccion en

individuos teniasicos.8°
1.2Neurocisticercosis

La infestacién en la teniasis cursa de forma practicamente asintoméatica o
produce compromisos digestivos muy leves e inespecificos en el ser
humano.® Sin embargo, en la cisticercosis, las oncosferas se estableceran y
enquistaran en diversos tejidos donde alcanzaran su tamafio definitivo
(aproximadamente 1 cm) en 2-3 meses desencadenando diversos
compromisos de acuerdo a la region.’® Los cisticercos se alojan
principalmente de manera subcutanea e intramuscular y también en el
cerebro y ojos.!! Algunas regiones menos frecuentes de infeccién son el
corazén??, higado, pulmones, cavidades abdominales'® y muy rara vez la

médula espinal.141>

Cuando la infeccibn alcanza el sistema nervioso central (SNC),
especificamente el cerebro, condiciona una enfermedad pleomorfica
denominada neurocisticercosis (NCC). Una vez en el cerebro, el cisticerco
viable provoca muy poca inflamacion en los tejidos que lo rodean,
permaneciendo indetectable para el sistema inmune del hospedero.61” Esto
debido, probablemente, por estar protegido por la barrera hematoencefalica

(BHE) y mecanismos de evasion inmune propios del parasito.*®
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Human helng
(Definltlve host) .

Ingestion of
infected pork,
poorly cooked;

Taenlasls .
Ingestion of

T solium eggs
by faecal
contamination:
Human
cystlcercosls

Ingestion of T sollum
EEEs or proglotiids:

(Intermedlate hosty  POTcIne cysticercosls

Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium (Garcia HH, 2013)

i : ' ‘ s
Figura 2. Estadios del ciclo de vida de T. solium. De izquierda a derecha: (A) huevecillos, (B) metacéstodo o
cisticerco y (C) escdlex de individuo adulto.
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Figura 3. Imagen obtenida por resonancia magnética para el diagndstico de neurocisticercosis.
(Garcia HH, 2013)

Después de un periodo desconocido y presumiblemente largo®® el parasito

degenera, lo que desencadena una reaccion inflamatoria en el hospedero.?°

La NCC tiene manifestaciones clinicas muy variadas, llegandose a presentar
como casi cualquier sintoma neurolégico, como el aumento de la presiéon
intracraneal, hidrocefalia y crisis epilépticas, esta Ultima la mas frecuente.®?!
Tanto el efecto de masa del quiste como el bloqueo de la circulacion
cerebroespinal influyen en la sintomatologia de NCC, sin embargo la mayoria
de sintomas son resultado directo del nimero de quistes, su localizacion en
el cerebro y de la gravedad del proceso inflamatorio en el tejido adyacente al

parasito.??

El diagndstico continta siendo un reto en NCC. La identificacion involucra
convencionalmente compatibilidad en la historia clinica, serologia positiva y
monitoreo por tomografia computarizada o resonancia magnética.?® (Figura

3) Si bien los estudios epidemiolégicos han contribuido en la identificacion de
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factores y poblaciones de riesgo, la baja sensibilidad y especificidad de los
métodos seroldgicos?#?® y la limitada implementacion de equipos de
procesamiento de imagenes en comunidades rurales?® contintan siendo los

principales obstaculos para la adecuada identificacion de esta enfermedad.

Por otro lado, el tratamiento para NCC exige terapias personalizadas debido
a la gran variedad en la sintomatologia. El tratamiento con drogas
antihelminticas, en esencia Albendazol o Praziquantel (PZQ), acelera la
degeneracion y eventualmente produce la muerte del parasito?’~2°; sin
embargo también exacerba la respuesta inflamatoria por lo que la terapia
podria ser innecesaria o estar contraindicada en algunos casos.30-32
Generalmente el tratamiento  simultaneo con  antiinflamatorios
corticosteroides, disminuye las complicaciones del tratamiento

antihelmpintico.3334

La investigacion en NCC es un problema complejo. El ciclo de vida de T.
solium es practicamente imposible de reproducir en el laboratorio y se
requiere grandes esfuerzos en logistica para mantener experimentalmente in

vivo los estadios del parasito.
1.2.1 Epidemiologia

La NCC es la causa principal de epilepsia adquirida en adultos a nivel
mundial y una de las parasitosis mas frecuentes del SNC con alta morbilidad
y mortalidad en naciones en vias de desarrollo.3>3¢ El reporte mas reciente
(2015) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que 50 millones
de personas padecen epilepsia a nivel mundial, de las cuales el 30% esta
asociada a NCC en regiones endémicas y el 3% en el resto del mundo.3’
Asimismo, se calcula que la NCC es responsable de aproximadamente 0.5
millones de afios de vida potencialmente perdidos (disability-adjusted life
year, DALY) cada afio a nivel mundial®®, lo que convierte a esta enfermedad

en un serio problema de salud publica.
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NCC tiene una distribucion global aunque las principales regiones endémicas
corresponden a los paises mas pobres donde no existe un adecuado sistema
de saneamiento y alcantarillado.®® En estos lugares se practica la crianza
informal de cerdos con bajos parametros de inspeccion, lo que aumenta el
riesgo de ingesta de heces humanas y por consiguiente contribuye a la alta

prevalencia de esta parasitosis.3® (Figura 4)

No obstante, los casos de NCC en naciones desarrolladas como los Estados
Unidos de América y Australia se encuentran en aumento.*® Factores como
la intensificacion de la industria de productos de origen animal, el incremento
en el comercio de animales vivos y al gran fendmeno migratorio de mano de
obra agricola y ganadera, asi como los movimientos de refugiados y turistas
internacionales, han contribuido en perpetuar el ciclo de vida del parasito y

extender su distribucion.#!

Al igual que en otras enfermedades tropicales, el diagnostico y deteccién de
NCC es alin bastante impreciso y posee cobertura limitada.®®4? Por esta
razon, los datos sobre la distribucion real de esta zoonosis son aun
fragmentados. Sin embargo, se han ejecutado iniciativas para controlar esta
enfermedad en regiones endémicas y la incidencia de epilepsia asociada a

NCC ha sido clinicamente bien documentada.*3

De esta manera, se sabe que la NCC ha sido durante décadas un serio
problema en América Latina con focos de alta prevalencia en Venezuela,
norte de Brasil, Colombia, Ecuador, Guatemala, Honduras, México,
Nicaragua, Peru, Bolivia y recientemente en naciones con pocos reportes
como Haiti y Republica Dominicana; representado en conjunto entre 0.45-
1.35 millones de casos en esta regién.**-4" En el caso particular de Per(, se
ha estimado que aproximadamente 30 000 personas padecen de NCC

sintomatica, convirtiéndola en una zoonosis de alta prevalencia.*® (Figura 5)
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Figura 4. Regiones y naciones con alta prevalencia de cisticercosis/neurocisticercosis. (World Health
Organization, 2015)

Figura 5. Principales regiones endémicas para teniasis/cisticercosis en el Perd. (Garcia HH, 2010)
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En Asia, destaca la India, donde se atribuye a NCC el 50% de los casos de
epilepsia, y otras naciones como Indonesia, Nepal, Butdn también con
elevada morbilidad.*® La infeccién por T. solium se ha reportado también en
todas las provincias de China, estimando entre 3-7 millones de personas

infectadas y entre 0.3-0.7 millones de casos de epilepsia asociada a NCC.>°

Finalmente, en el continente africano, especificamente en la region
subsahariana, se reporta también alta prevalencia para esta zoonosis, con
excepcion de las naciones islamicas.®>®? Debido a la escasez de
herramientas de diagndstico en esta region no se conocen datos precisos de
la prevalencia en otras naciones. Sin embargo, encuestas en comunidades
reportan alta incidencia de teniasis/cisticercosis en varios paises®*-°° donde
se ha demostrado también la alta prevalencia de epilepsia asociada a NCC

que alcanza cifras de 0.31-4.6 millones de casos.%®

1.3Respuestainmune en el sistema nervioso central

1.3.1 Barrera hematoencefalicay comunicacién neuro-inmune

El sistema inmune esta presente en todo el organismo, encargandose
de la defensa frente a agentes potencialmente infecciosos, reparacion de
tejido y mantenimiento de la homeostasis.®” Tradicionalmente se ha aceptado
que el SNC se separa del resto del organismo por la barrera
hematoencefalica (BHE), una estructura vascular selectivamente permeable
que, controlada por eventos de sefializacion,>>9 facilita el libre transito de
solo ciertas moléculas por via sanguinea y limita el infiltrado de células
inmunes de la periferia.®%61 Anatémicamente, la BHE esta conformada por
células endoteliales que difieren de las del resto del cuerpo por la ausencia
de fenestraciones en sus paredes, la abundancia de uniones estrechas (tight
junctions) entre ellas y por el escaso transporte de vesiculas por pinocitosis.?
(Figura 6)

De acuerdo a esto, una de las caracteristicas tradicionalmente atribuidas al
SNC es la ausencia de un sistema de drenaje linfatico. Ciertamente, en

condiciones normales, no se detectan células inmunes periféricas en el
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parénquima del SNC® y en los primeros experimentos sobre la respuesta
inmune en este nivel se demostrd que tejidos injertados en el SNC provocan
una respuesta inmune retardada.®*%° Estas observaciones respaldaron el
concepto de ‘privilegio inmune’ para el SNC, sefialando que el cerebro estaba

aislado de la vigilancia inmune normal.

La naturaleza de la interaccibn neuroinmune es controversial por la
existencia de factores como la BHE y las observaciones de los efectos
patolégicos de la inflamacién en el SNC®; contribuyendo a la nocién de que
la accion de la inmunidad periférica seria perjudicial para el SNC y que no

respalda necesariamente su correcto funcionamiento.

Capilar (en general) Capilar (en el cerebro)
. Pericito "'/"'
Fenestracién )\\ . P v /‘7
¥ Astrocito \ e e —— l‘x
A \l‘ \:
Membrana basal '!/

Célula endotelial

Fenestracién
Vesiculas de transporte

Mitocondria Uniones estrechas (tight junctions)

Figura 6. Comparacion entre un capilar sanguineo periférico y en el cerebro (BHE). (Adaptado de Brocks & Cole, 2001)

Sin embargo, estudios recientes han cambiado el paradigma de esta
interaccién y se ha aceptado que la inmunidad periférica si participa en
distintos procesos del mantenimiento de la homeostasis de las funciones
cerebrales, entre ellas la movilizacién de antigenos desde el SNC hacia los
nodulos linfoides externos por conductos perivasculares en el espacio
subaracnoideo®’, el trafico de linfocitos T desde el cerebro hacia nédulos
linfoides cervicales a través de la lamina cribosa y la mucosa nasal®®, y el
reclutamiento de leucocitos a regiones afectadas del cerebro, donde se da
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una fina regulacion a nivel celular que asegura el ingreso correcto de estas

especies periféricas.®®

Finalmente, el hallazgo reciente de un sistema funcional de vasos linfaticos
en el SNC'° ha reforzado las observaciones previas del sinergismo con la
inmunidad periférica y ha motivado una revaluacion de los supuestos clasicos
de la neuroinmunologia, ademas de generar nuevas perspectivas en torno a
la etiologia de enfermedades neurodegenerativas o donde existe inflamacion

cerebral.
1.3.2 Neuroinflamacioén

La reaccion inflamatoria frente al dafio por patdgenos, toxinas, trauma
0 envejecimiento es un proceso finamente regulado por la inmunidad innata
y adaptativa. Sin embargo, la inflamacion en el SNC difiere sustancialmente

del proceso descrito en otros tejidos.

En primer lugar, el parénquima del SNC no posee células dendriticas (DC)
residentes. En su lugar estan macréfagos perivasculares’™ y pericitos
vasculares’? que toman las funciones de las DC. Segundo, la microglia’3, los
astrocitos y, en algunas regiones del parénquima, los mastocitos’4,
conforman la inmunidad innata del SNC, todos ellos inactivados en
condiciones no patologicas. Por ultimo, la permeabilidad de los capilares en
el SNC para células periféricas es muy limitada en contraste al resto del
cuerpo por la presencia de la BHE.” De esta forma es mucho mas dificil
activar cascadas del complemento’® y reclutar especies inmunes

adaptativas, como leucocitos’’, dentro del parénquima cerebral.

En conjunto, estas caracteristicas sefialan que el sistema inmune innato del
SNC no es eficiente para iniciar una respuesta inmune adaptativa como
sucede en el resto del cuerpo. Por esta razon la neuroinflamacién es un
proceso complejo que puede traer tanto efectos beneficiosos como

deletéreos.
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El inicio de la neuroinflamacion se produce por la activacion de las células
gliales, principalmente la microglia y los astrocitos. Por un lado, la activacion
de la microglia combina cambios morfolégicos e inmunofenotipicos que la
distinguen de su estado basal’®, de esta forma los estimulos proinflamatorios
para activar la microglia son de naturaleza muy diversa. Incluyen
lipolisacéaridos (LPS)"°, pesticidas®®®! y proteinas (como B-amiloide (AB)%? y

a-sinucleina®). (Figura 7)

Una vez activada, la microglia puede activar células T y reclutar especies
inmunes mediante la expresién de moléculas coestimuladoras y el complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) que la hacen capaz de presentar
antigenos hacia las células T de manera mas eficiente que los astrocitos.®* A
su vez, los astrocitos activados cumplen diversas funciones regulatorias
como reparar y formar la cicatriz glial en tejido dafiado por trauma o sujeto a

inflamacion.s®

Las células gliales activadas producen factores citotoxicos como especies
reactivas de oxigeno (ROS)®, 6xido nitrico (NO)®’, factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa)®8, interleuquina 1y 6 (IL-1, IL-6), prostaglandinas®, entre otras
moléculas. Entre ellas, TNFa es uno de los mediadores centrales de
inflamacion en el tejido y ha sido implicado en la patogénesis de varias
complicaciones neuroldgicas.?®® Esta citoquina ha mostrado efectos
deletéreos y de proteccion en neuronas, y a nivel del SNC los macréfagos
residentes, astrocitos y la microglia, son capaces de expresarla. Asimismo se
ha podido corroborar el caracter dual de TNFa que puede actuar en el SNC

como un agente proinflamatorio o inmunosupresor.®:
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Figura 7. Representacion esquemadtica de los factores que estimulan la célula glial en el SNC. (Adaptado de
Sofrene, 2010)

1.4Respuestainmune en NCC

1.4.1 Interaccion parasito-hospedero

Tanto en cerdos como en humanos, los cisticercos viables de T. solium no
inducen reaccion inflamatoria por parte del hospedero o esta es muy
leve.16:9293 Esta observacion ha dado pie a diversas hipétesis sobre la

capacidad del parésito para modular la respuesta inmune.

Por esta razon, se sugirié que el parasito enmascara su membrana vesicular
con proteinas del hospedero como anticuerpos o factores del complemento.®*
También se propuso que el parasito era capaz de sintetizar proteinas que se
asemejan estructuralmente a las del hospedero.®® Asimismo, se ha reportado
gue el parasito secreta productos que podrian modular la inmunidad del

hospedero como el factor metacéstodo o cistein proteasas.®:%7

Esta observacion fue corroborada por experimentos en linfocitos cultivados

los cuales sufrian apoptosis al exponerse a productos secretorios del
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metacéstodo®® y asimismo se demostrd in situ que el cisticerco viable inducia
apoptosis de linfocitos CD3+ en tejido cerebral de cerdo.®® En el modelo
murino de NCC se observo también el incremento en la expresion de
receptores toll-like (TLR) -11, -12 y -13 en tejido cerebral infectado,

sefialando la participacion de estos receptores en infecciones del SNC.1°

Estudios mas recientes en el modelo murino de NCC por infeccion con
Mesocestoides corti han sefialado que productos secretorios del parasito
regularian negativamente la expresion de precursores proinflamatorios como
TNFa, IL-6 y la éxido nitrico sintasa tipo 2 (NOS2) mediante el blogqueo de
regiones de reconocimiento de la RNA polimerasa. %! Este hecho indicaria
la regulacion epigenética de los componentes inmunes del hospedero por

parte del parasito.

Por otro lado, los estudios sobre el papel del hospedero no son concluyentes
sobre el tipo de respuesta que tiene lugar en NCC. Estudios en el modelo
murino de infeccion peritoneal con T. crassiceps han sefialado que se daria
el cambio de una respuesta temprana proinflamatoria Thl a una respuesta
mas permisiva moduladora Th2 que permitiria la permanencia prolongada

del parasito.192

Mas recientemente en el modelo porcino para NCC se encontré que estas
respuestas varian de acuerdo al estadio del parasito; asi, se pudo asociar
una fuerte respuesta inflamatoria Thl a quistes en degeneracion, una
respuesta regulatoria y antiinflamatoria Th2 a quistes viables (caracterizada
por aumento de IL-10 e IL-4), y una respuesta mixta Th1/Th2 en quistes

calcificados.103.104

Del mismo modo, en pacientes con NCC asintomatica, cuya presentacion se
asocia con cisticercos viables, se ha observado que prevalece una respuesta
Th2, caracterizada por elevados niveles de IL-4, IL-5, IL-13 e IgG4 anti-
Taenia. En cambio, en los pacientes que presentan sintomatologia, asociada

a quistes degenerados y granulomas adyacentes, se ha observado que esta
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respuesta es de tipo Thl, con incremento de IL-12, IL-18, IFN-y, TNFa y
No_29,105

Sin embargo, los determinantes inmunoldgicos que describen los casos
sintométicos y asintomaticos en NCC aun son motivo de discusion, ya que
no se han encontrado perfiles que puedan detallar el escenario en el cual la

patologia se resuelve o se agrava.
1.4.2 Respuestainmune post-tratamiento en NCC

El modelo porcino ha sido usado para estudiar NCC con respaldo en que
la histopatologia de la respuesta inmune frente al parasito es muy similar a
la enfermedad en humanos.®% Se conserva que, en la infeccién temprana,
los cisticercos viables producen muy poca (o nula) inflamacién, mientras que
los parasitos en proceso de degeneracion, por su desarrollo o por el
tratamiento antihelmintico, desencadenan una reaccion inflamatoria

cronica.1%7

Es asi que se ha aprovechado cerdos naturalmente infectados por T. solium
para describir el curso de la enfermedad!’ y para evaluar la eficacia del
tratamiento.%31% Sin embargo existen muy pocos estudios enfocados en
caracterizar la inflamacion inducida por la droga antihelmintica. Por esta
razon, el Laboratorio de Inmunopatologia en NCC de la Facultad de Ciencias
y Filosofia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) harealizado
diversos trabajos en estos animales con el fin de caracterizar la respuesta
inmune inducida por el tratamiento en NCC que puedan contribuir en el
disefio de esquemas mas seguros y efectivos para el control de la infeccidn

cerebral por T. solium.
Papel de la BHE en NCC

Se conoce que los cisticercos en vias de degeneracion son rodeados por
células inmunes que forman parte del infiltrado inflamatorio de la periferia.1%®
Este proceso es por cambios en la permeabilidad de la BHE.'° Con la

finalidad de evaluar el efecto del tratamiento antihelmintico en la
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permeabilidad de la BHE, se disefié en el laboratorio un plan experimental
con cerdos naturalmente infectados por T. solium los cuales recibieron
praziquantel (PZQ) y fueron perfundidos con el colorante vital Azul de Evans
(AE). AE tiene la cualidad de formar un complejo estable con la albuminat!!
y al extravasarse a los tejidos por un aumento de la permeabilidad de la BHE
los colorea de azul, ademas de emitir fluorescencia'*?, indicando las regiones
donde la BHE, que normalmente es impermeable a la albumina, se ha

modificado. 113

Con este modelo, en base a una muestra de animales relativamente pequefia
y heterogénea, se observo que el tratamiento estuvo asociado con una mayor
permeabilidad de la BHE en las regiones de tejido del hospedero (capsulas)
gue rodean a algunos quistes; precisamente aquellos en los que se demostro
presencia de un mayor infiltrado inflamatorio.!'# Esta alteracién puede
observarse en la figura 8, que muestra una seccién de cerebro donde se

indica las capsulas claras y azules que rodean a los quistes.

A M-"

Figura 8. Cambios en la permeabilidad de la BHE en cerebros de cerdos infectados por T. solium. Las
cdpsulas azules fueron mds abundantes en los grupos que recibieron tratamiento con PZQ (B), en
comparacion a los cerdos infectados sin tratamiento (A). (Guerra-Giraldez et al., 2013)

Pérdida focal de integridad vascular e infiltracién eosinofilica en NCC

Con esta metodologia, nuestro grupo de investigacion pudo caracterizar, en
otro trabajo, la naturaleza celular de la respuesta inflamatoria en NCC
inducida por la administracion de PZQ, y describir histolégicamente las
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regiones de la capsula con infiltrado focal de AE (REBI, por region of Evans
blue Infiltration) que se observan macroscépicamente como un punto azul en

la superficie de algunos quistes.

El estudio corroboré mediante inmunohistoquimica la presencia de
eosindfilos en las REBI (Figura 9), sefialando que estas células lideran la
respuesta inmune del hospedero en el proceso efectivo de ataque al

parasito.1®
Inflamacion, dafio al quiste y expresién de precursores inmunes

En el laboratorio se utilizan sistemas de puntuacibn o scores
semicuantitativos para caracterizar histologicamente la inflamacion (IS score,
por inflammatory stage score) y el dafio al parasito; estos sirven para apreciar
los efectos inducidos o exacerbados por la administracion de PZQ. Aunque
el IS score tiene varias limitaciones, consistentemente las capsulas azules
alcanzan valores mas altos que las capsulas claras. Ademas, el tiempo de
exposicion al PZQ también se refleja en el puntaje de inflamacion.'%* (Figura
10)

Efecto de lalocalizacion del quiste en el proceso inflamatorio

En uno trabajo mas reciente desarrollado por nuestro grupo se confirmé que
uno de los factores que influye en la respuesta inflamatoria es la localizacién
del cisticerco en el tejido cerebral.''® Los resultados indicaron que los
cisticercos parenquimales presentan niveles mas altos de inflamacion
pericistica (IS score mas alto) después del tratamiento con PZQ y a su vez la
permeabilidad de la BHE sufri6 cambios significativos solo en tejido

parenquimal. (Figura 11)
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Figura 9. Caracterizacion de regiones con infiltrado de Azul de Evans (REBI) en cisticercos de T. solium.
(A) Seccion de cdpsula coloreada con Hematoxilina Eosina donde se sefiala la REBI con flecha negra y el
aumento (D) de una zona representativa marcada con recuadro negro. (C) Inmunolocalizacion de la
peroxidasa de eosindfilo y (D) la misma seccion vista con un filtro de rodamina para localizar Azul de Evans.
(Marzal, M., Guerra-Giraldez, C. et al. 2014)
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Figura 10. La Inflamacién en cdpsulas azules incrementa con exposicion a PZQ. (Mahanty, S. et al. 2015)
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Figura 11. Evaluacion histolégica de un quiste conticomeningeo. La reaccion inflamatoria en la region
parenquimal (P) fue visualmente mayor que en la region meningial (M). (Cangalaya, 2015)

1.5Proteina B-Amiloide (AB)
1.5.1 Generalidades

El mal de Alzheimer (AD) y la esclerosis multiple (MS) son otras
patologias caracterizadas por la inflamacién del SNC.''” En AD, la
neurotoxicidad es mediada por unos péptidos cortos denominados beta-
amiloides (AB), cuya presencia se ha relacionado a dafio
neurodegenerativo.'® A nivel extracelular los agregados en placas de estas
moléculas estan involucrados en varios procesos patolégicos, incluyendo la
activacion glial, disfuncion sinaptica, neuroinflamacion y apoptosis

neuronal.119-121

Independientemente de su caracter patoldgico, se ha demostrado que la
biosintesis de AB forma parte del metabolismo celular normal.'?> Estos
péptidos se forman por la protedlisis de la proteina precursora de amiloide
(APP), una proteina transmembrana involucrada en la plasticidad sinaptica'??
gue es codificada por un gen del mismo nombre (app). (Figura 12)
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La APP madura puede ser cortada por enzimas con actividad a-secretasa a
nivel del residuo 83 y liberar fragmentos solubles de APP (sAPP) que son
secretados hacia el espacio extracelular sin mayor impacto clinico. Se genera
también un fragmento carboxiterminal alfa (a-CTF) que sera
subsecuentemente cortado por una y-secretasa, produciendo un pequefio

fragmento denominado p3.1%4
Via no amiloidogénica Via amiloidogénit_:a

sAPP APP

S (!
e ® WU/
a-secretasa | pssG @@ @ 9
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Figura 12. Esquema de la sintesis de A8 a partir de APP. Via amiloidogénica (derecha, fondo rosado) y via no
amiloidogénica (izquierda, fondo celeste). (Adaptado de Bateman, 2006)

Por otro lado, en la via amiloidogénica, APP es retirada de la membrana por
endocitosis. Una vez dentro del endosoma APP sufre un corte a nivel del
aminodacido 99 por una 3-secretasa denominada (-site APP cleaving enzyme
1 (BACE1) que da lugar también un fragmento carboxiterminal beta (-
CTF).1%5 Este Ultimo producto es a su vez sustrato de la y-secretasa para
generar finalmente fragmentos peptidicos AB de entre 40 y 42 aminoécidos,
entre otros.?® Los péptidos son secretados desde el interior de vesiculas y
son precisamente los agregados de la isoforma AB42 los que se han reportado
de manera predominante en placas cerebrales implicadas en cuadros de
neurotoxicidad, disminucion de la plasticidad sinaptica y el desorden

neurodegenerativo a nivel del SNC.127-129
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Aunqgue su funcion no esta del todo esta esclarecida, se le han atribuido a AR
roles potenciales como activador de enzimas quinasas!®, protector ante el
estrés oxidativo'3!, regulador del transporte del colesterol**?, actividad como
un factor de transcripcion'®® y también se ha sefialado como agente

antimicrobiano potencialmente asociado con su actividad pro inflamatoria.'3*
1.5.2 AP en larespuesta inmune en el SNC

La participacion de AR en la respuesta inmune se ha reportado en
algunas patologias, destacando el caso de AD como agente pro inflamatorio
y neurotoxico. Estudios en modelos experimentales para esta enfermedad
permiten proponer la interaccién de AB con diversos componentes celulares

gue dan lugar a procesos neuroinflamatorios.

Por ejemplo, algunos estudios han sefialado que las fibras y oligdmeros AR
pueden unirse a varios receptores que son expresados en la microglia
favoreciendo su activacién. Estos incluyen CD1413%5, CD36%%, CD47%%,
integrina a6B1'38, class A scavenger receptor'®®, receptor for advanced

glycosylation end products (RAGE)*° y toll-like receptors (TLR).24!

Asimismo, el papel de AB en el desarrollo del proceso neuroinflamatorio ha
sido motivo de discusion en varios estudios. Por ejemplo, se ha evidenciado
qgue la union de AB a CD36 o TLR-4 estimula la produccion de citoquinas
inflamatorias in vitro.42 Algunos estudios in vivo han detectado niveles altos
de moléculas proinflamatorias como IL-1, IL-6 granulocyte macrophage
colony-stimulating factor (GM-CFS)43, IL-12, IL23'**y TNFa en el cerebro y
en liquido cefaloraquideo.4> Estudios en cerdo han indicado la acumulacion
de AB, proteina Tau y neurofilamento posterior al trauma cerebral, indicando
que el péptido AB estaria involucrado en la respuesta inflamatoria frente a

una lesion.146

Asimismo, en modelos murinos para el estudio de AD se ha observado la
expresion de TNFa en respuesta a AR mediada por la interaccion de CD404/
o por la activacion de TLR-4.148
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Entre los factores que disparan la neuroinflamacion se encuentra la
interleucina 1B (IL-1B) cuya expresién se ha visto incrementada en trastornos
como AD y MS.*4%-151 También se ha comprobado que la sefializacion via
activacion del receptor de IL-1B en células gliales estimula la expresion de
citoquinas proinflamatorias reguladas por el factor de transcripcion NF-kB,
como TNFa, IL-6 e INF-y, y agentes de reclutamiento de neutréfilos como
CXCL1y 2.%%2 (Figura 13)

Figura 13. Depdsitos A8 inducen neuroinflamacion por activacion de células gliales y aumento en la expresion de
mediadores inflamatorios. (Tomado de Moynagh et al, 2005)

Sin embargo, el papel de AB en infecciones por parasitos ha sido muy poco
explorado y se desconocen los efectos de este péptido en el proceso

inflamatorio derivado de una infeccion.
1.5.3 ABenNCC

La presencia de AB en NCC ha sido brevemente mencionada en
apenas dos estudios descriptivos y de incidencia realizados en Brasil. El
primero de ellos realiz6 una caracterizacién patoldgica de la cisticercosis
humana, de casos en el corazon y cerebro, encontrando beta-fibrilosis
(depdsitos de AB) en torno a cisticercos en diferentes estadios.'>3 El otro
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estudio fue un tratado anatomopatolégico de la NCC donde también se
evaluaron histolégicamente las caracteristicas del tejido cerebral cercano a
quistes, encontrando agregados AB que correspondian asimismo a zonas

con inflamacion.14

Ademas de estos dos estudios, durante el presente revision no se
encontraron mas reportes sobre la distribucion de este péptido en NCC
humana o porcina y tampoco datos a nivel molecular sobre la biosintesis de
este péptido en NCC. Por consiguiente, ademas de ser un mero indicador de
inflamacion a nivel histoldgico, no se ha discutido a profundidad las funciones
potenciales de este péptido en la respuesta inmune asociada a esta
enfermedad y asimismo, se desconoce el efecto de la terapia antihelmintica

en la homeostasis de los agregados AB.
Hipotesis
Puesto que AB es un marcador de inflamacion, el tratamiento con PZQ

incrementa tanto la presencia de la proteina AB y la expresiéon del gen app

en cerebro de cerdo infectado por T. solium.

Objetivos
3.10bjetivo general

Caracterizar a nivel histopatol6gico y molecular la expresion del péptido
AB como respuesta a la inflamacién derivada del tratamiento con PZQ en
NCC porcina y discutir el papel que juega esta molécula en la respuesta

iInmune para esta enfermedad.

3.20bjetivos especificos
= Detectar mediante inmunohistoquimica la presencia del péptido Ap
en tejido cerebral de cerdo con NCC.
= Evaluar en tejido cerebral de cerdos perfundidos con AE el efecto del
tratamiento con PZQ y el compromiso de la BHE en la presencia de
AB.
»= Evaluar el efecto de la localizacion del quiste en la produccion de AB.
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»= Evaluar por PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) la expresion
diferencial del gen app en respuesta al tratamiento con PZQ vy a la
disrupcion de la BHE.

IV. Materiales y métodos

4.1Flujograma de trabajo

Muestras

. , Identificacién de
[ Histopatologia ] H[ IHC a- AB ] — depositos AR
[ Analisis ] N [ RNA total ] . _,| Expresion
molecular gen app
A A
RT-PCR qPCR

Figura 14. Esquema del disefio experimental para la evaluacion histopatoldgica y molecular de A8.

4.2Muestras

Las biopsias de tejido cerebral de cerdo, tanto para analisis histolégico y
molecular, provienen del proyecto "Evaluacion de la permeabilidad vascular
en cerebro y musculo de cerdos naturalmente infectados con Taenia solium"
(SIDISI 57546) realizado en el laboratorio de Inmunopatologia en
Neurocisticercosis, Facultad de Ciencias y Filosofia de la UPCH. Este
proyecto cuenta con la aprobacion del Comité Institucional de Etica para

Investigacion en Animales (CIEA) de la UPCH.

En este proyecto se validé un modelo para el estudio de la disrupcién de la
BHE en NCC vy los efectos del uso de drogas antihelminticas, basado en la
extravasacion del colorante AE. Para ello se utlizaron 11 cerdos
naturalmente infectados con cisticercos de T. solium, seropositivos a ensayo
por Western Blot, los cuales fueron agrupados con las siguientes
consideraciones: cerdos que no recibieron tratamiento con PZQ (UT; n=4) y
cerdos que recibieron una dosis unica de PZQ (100 mg/kg) por via oral 2 dias
(T48, n=4) y 5 dias (T120, n=3) antes de la inyeccién intraarterial de AE al
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2% (80 mg/kg; Sigma-Aldrich, St. Louis MO) en solucion salina (NaCl 0.85%,
Laboratorios Baxter Colombia, Baxter del Perq).

Durante este proceso, los cerdos estuvieron anestesiados con Ketamina
(10mg/kg; ket-A-100, Agrovet Market SA, Peru), Xilacina (2mg/kg; Dormixyl
2, Agrovet Market SA, Peru) y Pentobarbital (20-25 mg/kg cada 45 min o lo
necesario, hasta un maximo de 120mg/kg). Finalmente, después de 2 horas
de administracion de AE, los cerdos fueron sacrificados con una dosis letal
de Pentobarbital y fueron perfundidos durante 20 minutos (min) con formalina
helada al 10% (3.7% formaldehido en PBS, pH 7.2) con ayuda de una bomba
peristaltica. Una vez terminada la perfusion, se extrajo el cerebro, el cual se

cortd en secciones coronales de aproximadamente 1 cm de grosor.

Para la evaluacion por histologia, se colectaron biopsias semicubicas de
tejido cerebral de aproximadamente 1 cm de lado. Las biopsias fueron
incluidas en parafina y se realizaron cortes consecutivos de
aproximadamente 4 um con micrétomo, que fueron posteriormente fijados en
laminas portaobjetos tratadas con poli L-lisina (Sigma, St. Louis, MO). De
manera paralela, las biopsias destinadas al analisis por biologia molecular se
preservaron inmediatamente en solucidn caotrépica (RNA Later®, Qiagen) y

se almacenaron a -70° C hasta el momento de la extraccion de RNA.

4.3 Evaluacion histopatolégica de AR

4.3.1 Inmunohistoquimica (IHC)

La deteccion del péptido AB se realizé por inmunohistoquimica. Para
ello las ldminas con tejido fijado en formol fueron desparafinadas a 56° C,
inmersas en xilol y rehidratadas por bafios sucesivos en un gradiente de
etanol (desde absoluto hasta 70%) hasta agua corriente. Para el rescate
antigénico las laminas fueron incubadas en buffer citrato, pH 6.0 (citrato de
sodio 10mM, Tween 20 0.05%) a 95° C durante 30 min. Seguidamente se
realizé el bloqueo de la peroxidasa endégena de las secciones para lo cual
se incubo las laminas en una solucion de peroxido de hidrogeno al 30% —

PBS pH 7.2 (1:5 viv) a temperatura ambiente por espacio de 30 min.
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Posteriormente, con el propoésito de eliminar reacciones inespecificas, las
laminas fueron tratadas con una solucion de bloqueo (PBS pH 7.2; Tween 20
al 0.05%; Triton X100 al 0.1 %; Suero normal de cabra al 2% y leche en polvo
al 6%) por 30 min a temperatura ambiente, seguido de lavados sucesivos con

PBS pH 7.2 al 0.05%, Tween 20 al 0.05% para eliminar remanentes.

Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-Ap (B-
amyloid antibody #2454, Cell Signaling Technology®) diluido en PBS pH 7.2
(2:150 v/v) por 30 min a 37° C en camara humeda y luego a 4° C hasta el dia
siguiente. Después de eliminar los excedentes con lavados de PBS pH 7.2,
Tween 20 al 0.05%, se sometid a las laminas a incubacién con anticuerpo
secundario (Biotinylated Goat Anti-Rabbit 1gG) diluido (1:250 v/v) en una
solucion mixta (PBS pH 7.2, Tween 20 al 0.05%, Triton 100X 0.1%, Suero
Normal de Cerdo al 2% y leche en polvo al 6%) por espacio de 1 hora a 37°

C en camara humeda y 30 min adicionales a temperatura ambiente.

Después de eliminar remanentes, el tejido fue incubado con el conjugado
enzimatico estreptavidina-peroxidasa de rabanito, HRP (Dako© Cytomation,
P0397) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente la adicion
de 3,3- diaminobenzidina (DAB Dako®©, K3466) permitié la deteccion de AR
en el tejido por la oxidacion del sustrato, que generé una reaccion
colorimétrica marrén rojiza. Las laminas fueron lavadas con PBS pH 7.2,

Tween 20 al 0.05% para detener la reaccion y eliminar excedentes.

Por ultimo, se afiadié hematoxilina de Mayer (Sigma Diagnostics, St. Louis,
MO) a cada seccion como tincidn de contraste por 1 min, posteriormente las
laminas fueron lavadas, deshidratadas y montadas con bélsamo para
microscopia (Cytoseal 60 mounting medium, Stephens Scientific®,
Riverdale, NJ). Las laminas se dejaron secar hasta el dia siguiente para la

posterior evaluacion de la distribucion del marcador.
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4.3.2 Caracterizacion histolégica de la inflamacion

El estadio inflamatorio del tejido fue caracterizado en una escala
ascendente del 1 al 4, siguiendo el criterio previamente descrito por
Alvarez'>® y Londofio!%’; basado en el infiltrado celular alrededor del quiste.
Este sistema de caracterizacion fue adoptado y estandarizado en el

laboratorio de Inmunopatologia en Neurocisticercosis para fines descriptivos.

De esta forma IS-1 se caracteriz6 por la ausencia o rara presencia de células
inflamatorias, y colageno ausente o presente solo como una delgada capa
adyacente a los quistes viables. Para 1S-2, el rasgo caracteristico es la
presencia de un numero moderado de células inflamatorias entremezcladas
entre abundantes fibras de colageno en contacto con la pared intacta del
quiste. De manera similar IS-3 se caracterizd por un infiltrado inflamatorio
abundante, presencia de eosinofilos y células epitelioides en contacto con la
pared del quiste (granuloma). También pueden identificarse nddulos linfoides

distribuidos irregularmente en el perimetro del quiste.

4.3.3 Interpretacion de la reaccion positiva por IHC: Score de

Intensidad

Con la finalidad de caracterizar la presencia del marcador, se empleé
un score semicuantitativo adimensional que facilita la descripcion del tejido
(INT-SC). La intensidad de la reaccion obtenida por la IHC en la deteccion de
AB en el perimetro del quiste fue evaluada mediante la observacion manual
de cada quiste por microscopia para la generacion de mapeos (fotografia
panoramica con aumento 2X). Para esto se asignaron valores de intensidad
ascendente del 0 al 3 para cada region en funcion a la inmunorreactividad

del marcador, tal como detalla el anexo 1.

En cada mapeo se reconocié y sefalé para cada quiste las distintas
categorias de inflamacién presentes en el tejido periférico y se calculd la
representacion de cada una como porcentajes de del perimetro total. Con

esta modificacion se normalizo el tamafio del quiste en la cuantificacion de la
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presencia de AB. Finalmente el INT-SC de cada quiste se obtuvo mediante
la sumatoria de los productos obtenidos del porcentaje de cada categoria y
el grado de intensidad, generando una escala con un valor maximo de 300.
De esta forma el valor del INT-SC es un indicador de la inmunorreactividad y
de la presencia de AB que permitio comparar la expresion de este péptido
entre los distintos grupos. La formula INT-SC se puede observar también en

la anexo 1.

4.3.4 Evaluacion de la expresion de AB por localizacién del

cisticerco en el cerebro

Para evaluar el efecto de la localizacidon de la capsula sobre la expresion de
AB se utilizaron los mapeos previamente elaborados, los cuales se usaron
para una segunda observacién con la finalidad de caracterizar la naturaleza
del tejido cerebral. De esta forma se determiné para cada capsula el

porcentaje de corteza, subcorteza y meninges que la compone.

Para fines de este trabajo, se tomaron, en la mayor proporcién posible,
quistes parenquimales, los cuales fueron agrupados en dos categorias de
acuerdo a su localizacion (corteza o subcorteza). Histoldgicamente se sefiald
como corteza al tejido cerebral de apariencia lisa con abundante presencia
de somas neuronales donde destacan las células piramidales. Por otro lado,
la subcorteza se caracteriz6 como la regién del parénquima donde el tejido
toma apariencia esponjosa, acercandose a la zona granular del parénquima.
Con estas consideraciones, se procedié analizé la inmunorreactividad de AB

para las capsulas estratificadas segun su localizacion.

4.4Evaluacion de la expresion del gen de la proteina precursora de
amiloide (app)
4.4.1 Extraccion de RNA

El RNA se aisl6 a partir del tejido homogenizado en TRIzol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo las recomendaciones del fabricante y

manteniendo las muestras en frio durante todo el proceso. Se consideré una
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etapa de extraccion con fenol (TRIzol®) y cloroformo para la formacion de
fases orgénica y acuosa respectivamente, precipitacion de la fase acuosa
con isopropanol absoluto (0.5 mL : 1 mL de TRIzol®) y lavado del precipitado
o pellet con etanol al 75% (1 mL : 1 mL de TRIzol®). Finalmente se

resuspendio el pellet de RNA en 50 uL de agua libre de nucleasas.

La concentracion de RNA obtenido se determind por espectrofotometria a
260 nm con NanoDrop® (NanoDrop Products, Wilmington, DE) y se estimo
la calidad con el ratio de absorbancias 260/280 considerando valores iguales
0 mayores a 1.6. Para todas las muestras, el RNA total extraido se llevo a
una concentracion final de 100 ng/pL y fue almacenado a -70° C para fines

posteriores.
4.4.2 Generacion de cDNA por transcriptasa reversa (RT-PCR)

Se generd cDNA a partir de 10 pL de RNA total (100ng/uL) mediante
transcripcion reversa con el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche®) adoptado por el laboratorio para procedimientos de analisis

molecular.

Se utiliz6 para cada reaccion 2 pL de random hexamers primers (600
pmol/uL), 1 pL de agua grado PCR, 4 pL de buffer del kit (5X), 0.5 pyL de
inhibidor de RNAasa (40 U/uL), 2 L de dNTP mix (10mM por cada base) y

0.5 pL de transcriptasa reversa (20 U/uL), para un volumen final de 20 pL.

Se empled el termociclador Hot Bonnet® PTC-150 (Mini Cycler™) siguiendo
un protocolo de 10 min a 25°C, 30 min a 55°C y 5 min a 85°C.

4.4.3 PCR en tiempo real (QPCR)

El analisis de expresion se desarroll6 para cada muestra por
duplicado, usando el kit TagMan® Gene Expression Assays (Applied
Biosystems, Foster City, CA) el cual requiri0 para cada reaccion 1 uL de
cDNA (producto de RT), 5 uL de Tagman® Universal PCR Master Mix Il (2X),
3 pL de agua libre de RNAasas y 1 uL de sonda Tagman hidrolizable

especifica para el gen app (Life Technologies, Ss03394824 m1) alcanzando

39



un volumen final de 10 pL para cada reaccion. El gen ribosomal 18S (Life
Technologies, 4319413E) se utiliz6 como control enddgeno de la expresion,
siguiendo los criterios previamente descritos en un trabajo previo del

laboratorio.'%* Otros detalles de las sondas pueden verse en la anexo 2.
4.5Anélisis estadistico

Los datos obtenidos por el INT-SC se analizaron usando estadistica no
paramétrica. El test U de Mann-Whitney U para la evaluacion entre dos
grupos fue calculado usando el software Prism 6 (Graphpad, San Diego, CA).
Este analisis se realiz6 para los datos obtenidos por histologia y biologia
molecular. Diferencias con valores p<0.05 fueron consideradas como

estadisticamente significativas.

Resultados

5.1Distribucién de la muestra

Para el andlisis por histopatologia se consideraron 82 quistes obtenidos
de 8 cerebros de cerdos infectados con T. solium, y para el analisis de
expresion se consideraron 20 capsulas colectadas de 6 cerdos. La tabla 1
muestra la distribucién de estos quistes de acuerdo al grupo de tratamiento

y al color de su capsula.

Tabla 1. Distribucién de muestras segun tratamiento y color de cdpsula.

] Quistes
Proposito Tratamiento Nucg:adrgsde Color de Capsula Total
Clara Azul
uT 3 10 13 23
) i T48 3 16 20 36
Histopatologia T120 2 8 15 23
Total 8 34 48 82
uT 2 3 4 7
. . T48 2 3 4 7
Biologia Molecular 7120 5 3 3 5
Total 6 9 11 20
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5.2Presencia de A en tejido cerebral de cerdo infectado por T. solium

La inmunolocalizacién de AB en secciones de tejido cerebral de cerdo con
NCC (Figura 15) permitio observar la distribucion de este péptido en la
interfase hospedero-parésito. (Figura 15. A-B) La validacion de la técnica se
realiz6 al enfrentar el anticuerpo en tejido de cerebro humano con AD como
control positivo, donde se aprecia una evidente reaccion positiva. (Figura 15.
C) Y asimismo se consideraron controles de contaminacion de PBS e isotipo
para toda la coleccién de laminas, demostrando la ausencia de artefactos y/o
agentes contaminantes que puedan afectar con la correcta interpretacion en
la histopatologia. (Figura 15. E-F) Paralelamente, para evaluar la
especificidad del marcador en NCC, se ejecuto el sistema IHC anti- AR en
tejido cerebral de cerdo sano y se observdé muy baja o nula

inmunorreactividad.
5.3Expresion de AB por estadio inflamatorio

La observacién histopatolégica de la cépsula permiti6 evaluar la
distribucion de AB y su presencia en funcion al estadio inflamatorio (IS) del
tejido. Se encontré que AR esta asociado a regiones del tejido con I1S-3 (Tabla
2). Asimismo, se pudo apreciar también que AB se presenta de manera mas
intensa en las cdpsulas con tratamiento en comparacion a las no tratadas.
Se tomaron fotografias de todos los IS, las cuales muestran que AB se
expresd en cantidades significativamente menores en IS-1 (Figura 16, A-B)
e IS-2 (Figura 16, B-C), mientras que las zonas con 1S-3 (Figura 16, E-F)

mostraron inmunorreactividad mas elevada.

Tabla 2. Distribucion de A8 segtn estadio inflamatorio

INT-SC Test U Mann Whitney (p value)
IS-1 vs IS-1vs IS-2 vs
IS-1 IS-2 IS-3 1S-2 IS-3 IS-3
(n) (32) (62 (67)
Media; 42.08; 81; 90.2; 0.0062 0.0001 0.3408
mediana 27.32 63.7 86.5
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Figura 15. A8 esta presente en tejido cerebral de cerdo infectado por T. soilum. Se observa la presencia
de A8 en el tejido del hospedero (H) que se distribuye hacia el perimetro del pardsito (P), las regiones con
inmunorreactividad (se indican con cabezas de flecha). (A) Fotografia panordmica de una seccion de tejido
cerebral de cerdo que incluye un cisticerco alojado. (B) Aumento de una region de la fotografia anterior
donde puede apreciarse la acumulacion de A8 por detrds del infiltrado inflamatorio (*). (C) Tejido cerebral
humano con mal de Alzheimer que se usé como control positivo. (D) Tejido cerebral de cerdo sano con
inmunorreactividad nula. Controles de inmunohistoquimica (E) PBS e (F) isotipo. Las barras de escala
corresponden a 20 um. Aumento de A: 40X, B: 100X, C-F: 400X.
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1S-1

1S-2

1S-3

Figura 16. . La distribucion de A8 es mayor en tejido con alto grado de inflamacion. Microfotografias de
la interfase hospedero-pardsito en secciones de tejido cerebral de cerdo infectado por T. solium. Las tomas
de cdpsulas con tratamiento (columna derecha) indican una mayor presencia de A8 en comparacion a las
no tratadas (columna izquierda). Se realizaron tomas para todos los IS descritos: I1S-1 (A, B), IS-2 (C, D) e IS-
3 (E, F). Las barras de escala corresponden a 20 um.
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Figura 17. La expresiéon de A8 es estimulada por el tratamiento antihelmintico con PZQ. El INT-SC, referencial para
la presencia de A8, se evalud para cada cdpsula (n) obtenidas de cada grupo de cerdos (N). De acuerdo al test U de
Mann-Whitney U, los asteriscos representan el nivel de significancia: *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.005. Las barras
corresponden a la desviacion estdndar y a la mediana de cada grupo.
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Figura 18. A8 se produce mds en regiones con aumento de la permeabilidad de la BHE. Para comparar la
reactividad de A8 segun la permeabilidad de la BHE y el tratamiento, los circulos vacios representan cada una de las
cdpsulas claras y los azules las cdpsulas azules. De acuerdo al test U de Mann-Whitney U, los asteriscos representan
el nivel de significancia: *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.005. Las barras corresponden a la desviacion estdndary a la
mediana de cada grupo. El numero de cdpsulas (n) y cerdos (N) de cada grupo se indican en la grdfica.
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5.4Expresion de AB por grupo de tratamiento

El INT-SC de AB se evaluo en las 82 capsulas provenientes de cerebros
con y sin tratamiento. Los mapeos permitieron caracterizar la
inmunorreactividad del tejido cerebral en todo el perimetro del quiste. De esta
forma, se observé una relacion directa con el tiempo de exposicion al PZQ,
asimismo se vio que la produccion de AB acompafndé a la respuesta
inflamatoria inducida por la droga antihelmintica. El grupo sin tratamiento
presentd menor reactividad que ambos grupos tratados, con diferencias

estadisticamente significativas (p<0.005) para ambos casos. (Figura 17)

5.5Expresion de AB e integridad de la BHE

Para evaluar el efecto de la integridad de la BHE en la expresiéon de AR,
se separ6 cada grupo de tratamiento en funcion al color de la capsula, siendo
las cdpsulas azules aquellas donde se hizo evidente, por extravasacion de
AE, el compromiso de la BHE y las capsulas claras donde la BHE se mantuvo

intacta.

De esta manera, se observé para todos los grupos que las capsulas azules
presentaron mayor inmunorreactividad para AR en comparacion a las
capsulas claras (p<0.05). Asimismo, al comparar el INT-SC de las capsulas
azules entre los grupos de tratamiento, se obtuvieron diferencias
significativas al enfrentar al grupo UT con el T48 y T120 (p<0.05 y p<0.005
respectivamente). (Figura 18)

5.6 Expresion de AB y localizacién de la capsula en el cerebro.

Después de caracterizar la localizacién de cada capsula por observacion
histoldgica, se procedio evaluo el INT-SC de cada caso. Para designar a una
capsula como cortical o subcortical se establecié un punto de corte mayor al
60% en todos los casos. Con los grupos por localizacion ya establecidos se
calcul6 la mediana de cada grupo para realizar finalmente el analisis por el
test U de Mann-Whitney.
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Los resultados indicaron que la presencia de AB se incrementa en funcién a

la exposicion a PZQ indistintamente para los quistes en corteza como en

subcorteza, ya que ambos grupos muestran una tendencia ascendente tras

la comparacion de sus medianas. Sin embargo, la inmunorreactividad de Ap

fue mayor en la subcorteza del parénquima cerebral. Asimismo no se

encontraron diferencias significativas entre los grupos T48 y T120. (Tabla 3)

Tabla 3. Evaluacion del efecto de la localizacién en la presencia de AS.

Test U Mann Whitney (p value)

INT-SC
Region
UT vs UT vs T48 vs
T 48 7120 T48 T48 T120
Corteza 24 85 74
(n=41)  (0;64.62)  (3559;1754) (32.39;129) 0001 00141 0484
Sub
36 95 144
‘ngg;;" (5.06:92.43)  (20.51;204.1)  (0:281.8) 0001 <0.001  0.089

i

Figura 19. Presencia de AB es muy leve en cisticercos degenerados. (A) Fotografia panordmica de

regidn con quiste degenerado. (B-C) Aumento de regiones del tejido donde se sefiala con cabezas de
flecha la inmunolocalizacién para AB. Las barras de escala corresponden a 20 um.
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VI.

5.7Expresion relativa del gen app

A fin de conocer el comportamiento de los transcritos de app, el gen que
da lugar al péptido AB en respuesta a la inflamacion inducida por el
tratamiento con PZQ, se extrajo RNA total de 20 capsulas obtenidas de 6
cerdos de los 3 grupos de tratamiento (tabla 2), para usarlas en reacciones
de PCR cuantitativo (qPCR). Se encontré muy poca expresion de app en el
grupo no tratado, pero un incremento significativo en el grupo con 48 horas
de haber recibido el tratamiento con PZQ. Sin embargo, en el grupo con 120
horas con PZQ, los niveles de expresion de app disminuyeron

considerablemente.

De manera similar, al evaluar la expresion en funcién al compromiso de
la BHE, se observo tanto para capsulas azules como claras un maximo en la
expresion en el grupo con 48 horas con PZQ, decreciendo para ambos casos
a las 120 horas. El analisis estadistico permitio establecer diferencias,
confirmando la mayor expresion del gen app en el grupo con 48 horas de
tratamiento antihelmintico. Se observa que aquellos quistes con capsula azul
mostraron una mayor expresion de este gen (UT vs T48 p<0.01), indicando
gue cambios en la permeabilidad de la BHE estarian afectando la expresion
de app. (Figura 20)

Discusion

Este trabajo tuvo como finalidad caracterizar la presencia y expresion del
péptido AR en NCC porcina. Esta es la primera aproximacion funcional sobre
el papel de AB en la respuesta inmune frente a NCC y también por primera
vez en una enfermedad parasitaria. Se encontré que AB se comporta como
un marcador de inflamacion en NCC y que su expresion esta ligada al
aumento de la inflamacion local, tal como se vio en cerebros de cerdos
tratados con el antihelmintico. Asimismo se observé mayor expresion del gen

app tras la exposicion a PZQ, lo que refuerza la hipotesis de la participacion

de AB en la respuesta inmune aguda en NCC.
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6.1Dinamica de la expresion de AR en NCC

Por histopatologia se observé que la presencia de AB tendié a aumentar
de acuerdo a la exposiciéon al antihelmintico y por ende al grado de
inflamacion, pues se observd AB en tejido con grado de inflamacion IS-3
(Figura 16). Al comparar la intensidad de A, (valores del INT-SC) en cada
capsula se hallé una diferencia significativa entre el grupo UT y los grupos

T48 y T120, aunque no entre estos dos ultimos grupos. (Figura 17)

La asociacion positiva entre la inflamacion y el aumento de agregados AR se
ha reportado en enfermedades no infecciosas como AD y ateroesclerosis,
donde el proceso inflamatorio afecta la funcién cerebral y vascular.1%6:157 En
AD se han descrito efectos proinflamatorios y vasoactivos inducidos por A
mediados por citoquinas que actian en neuronas, microglia, endotelio
vascular, miocitos y pericitos.'*® Sin embargo, tanto en condiciones normales
como patoldgicas, los péptidos AR cumplen un papel importante en la
modulacién de la inflamaciéon debido principalmente a su habilidad de

estimular la microglia e inducir la muerte neuronal programada.*>®

Por otro lado, la expresion de app estuvo afectada por el tratamiento con
PZQ. En el grupo UT, app se expresoé en niveles bajos, pero a las 48 horas
de exposicion al tratamiento se vio un incremento de 25 veces. Sin embargo,
a 120 horas con PZQ la expresion de app se redujo significativamente.
(Figura 19) Es necesario precisar que, al no contar con mediciones entre
ambos puntos, no se conoce en qué momento ocurrid tal disminucion de la
expresion, ni tampoco si los niveles vistos a las 48 horas corresponden,

efectivamente, al maximo en la expresion.

El incremento inicial de la expresion de app visto a las 48 horas podria
relacionarse con el proceso inflamatorio, en este caso inducido por PZQ. Esta
relacion se ha demostrado en el modelo murino de AD donde la induccién de
especies inflamatorias por exposicion a LPS provoc6 incrementos en
mediadores inflamatorios como IL-13 e IL-6 y esto se tradujo en cambios en

la produccién de la proteina APP.16° También se ha involucrado la expresion
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Fold change (224¢T)

de app en la respuesta glial frente al dafio cerebral, ya que aumenta incluso

frente a lesiones leves.161
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Figura 20. El gen app incrementa su expresion en cdpsulas azules. La cuantificacion relativa realizada por gPCR
revelo un maximo en la expresion de app 48 horas luego del tratamiento con PZQ se realizé para las cdpsulas
(n) de cada grupo. Segun el test U de Mann Whitney Los asteriscos representan el nivel de significancia: *:
p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.005. Las barras horizontales corresponden a la mediana de cada grupo.

En conjunto estas observaciones refuerzan la idea de AR como un
componente de la respuesta inflamatoria aguda frente a la infeccién por T.
solium y que la homeostasis de este péptido estaria regulada por otros

elementos inmunes.

En la figura 21, se muestran de manera simplificada los hallazgos de este
trabajo donde la presencia de AR y la expresién de app aumentaron a las 48

horas de tratamiento con PZQ para luego decrecer a las 120 horas
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Figura 21. Comportamiento de AB en cerebros de cerdos infectados por T. solium tratados con PZQ. La
presencia de AB es mayor en cerebros expuestos a PZQ que en cerdos no tratados. Al no encontrar diferencias
entre las mediciones a 48 y 120 horas, se representa el comportamiento como una meseta. En contraparte, el
gen app presenta un maximo de expresion en el punto de 48 horas con PZQ para luego decrecer a niveles
similares a los encontrados en cerdos sin tratamiento.

6.2Cambios en la permeabilidad de la BHE estan asociados a la

produccion de AB

El aumento de la permeabilidad de la BHE es clave en la regulacion de la
neuroinflamacion propia de la NCC. Esta asociacion se comprueba al
observar que el infiltrado inflamatorio del quiste estd principalmente
compuesto de linfocitos y otras células blancas periféricas que han logrado

al extravasarse de los vasos sanguineos al parasito.1%4

En este trabajo se observé significativamente mas AR (p<0.05) en los quistes
con capsula azul (permeabilidad de la BHE aumentada) que en comparacion
a los quistes con capsula clara, en todos los grupos (Figura 18). Asimismo,
al comparar los quistes azules entre los grupos de tratamiento se encontraron

diferencias significativas entre el grupo no tratado y los grupos tratados (UT
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vs T48 p<0.05; UT vs T120 p<0.005). En contraste, el andlisis de capsulas

azules no indicé diferencias entre los grupos T48 y T120.

Un estudio in vitro evaluo el efecto del AB sobre la permeabilidad de la BHE;
se observd que concentraciones superiores a 5uM de este péptido alteran
significativamente el transito a través de la BHE por accion mecéanica
haciéndola mas permeable.1%? AR también modifica la permeabilidad de la
BHE induciendo la expresion de otras moléculas que promueven la
inflamacién y reclutamiento celular.6® Paralelamente, algunos estudios han
explorado las interacciones entre AR y factores de angiogénesis en procesos

neuroinflamatorios de caracter crénico.

Por ejemplo, experimentos in vitro han demostrado que la exposicion aguda
a AB promueve la proliferacién celular y la formacion de capilares por
activacion de la via dependiente del factor de crecimiento de fibroblasto
(FGF-2).1%4 Por otro lado, en un estudio con biopsias de pacientes con AD se
colocaliz6 por inmunohistoquimica al factor de crecimiento endotelio vascular
(VEGF) con AB en las paredes de vasos sanguineos cerebrales y placas
seniles.1®> Asimismo, en un estudio in vitro con células endoteliales se
evidencio el blogueo del receptor tipo dos para VEGF (VEGFR-2) por accion

antagonista de AB.166

En un trabajo paralelo del laboratorio hecho con la coleccion de muestras
empleada en este, se encontrd6 una mayor angiogénesis (presencia de
VEGF) en las capsulas azules de todos los grupos.®” Esto indicaria que los
cambios en la permeabilidad de la BHE involucrarian un evento de

generacion vascular donde también esta presente Ap.

Tomando en cuenta estos reportes, el potencial efecto anti angiogénico de
AB podria explicarse en la necesidad de modular el proceso
neuroinflamatorio en un determinado momento cuando el dafio en el tejido

ha logrado resolverse y ya no es necesaria la migracién celular.
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6.3Modulacién de la expresion de app por agentes proinflamatorios,

inmunoregulatorios y de regeneracion tisular.

En un trabajo previo del laboratorio se ha evaluado la expresion de
diversos genes de la respuesta inflamatoria frente a NCC, destacando que el
tratamiento con PZQ induce la produccion de mediadores proinflamatorios
como TNF-a, IL-6 e INF-y.104

La modulacion en la produccion de AB por accion de TNF-a e INF-y se ha
demostrado en el modelo murino para el estudio de AD, donde la disrupcion
de la via de sefalizacion de INF-y resulta en menor expresion de TNF-a y
BACE1, disminucién de la inflamacién glial, y por consiguiente menor
generacion y deposicion de AB.1%8 Asimismo, un estudio in vitro reporté que
la interaccion de la microglia con agregados AP estimula la respuesta
proinflamatoria mediada por TNF-a, y a través de esta, la generacién de
especies reactivas de oxigeno via iINOS.'%° Paralelamente, otros ensayos
demostraron el incremento en la expresion de IL-6 y TNF-a en astrocitos
expuestos a AB, lo que sugiere que los astrocitos participarian en la

inflamacién por amiloidosis.'"®

En el laboratorio, el modelo porcino de NCC mostré la regulacién negativa de
marcadores antiinflamatorios, entre ellos IL-10, y el aumento en la expresion
de FoxP3, posterior al tratamiento con PZQ.%% La relacién de estos agentes
inmunoreguladores con AB no ha sido estudiada en NCC, pero se ha
reportado in vivo que el tratamiento con IL-10 reduce significativamente la
formacion de AB y decrece también la expresibn de citoquinas
proinflamatorias.'’* Por otra parte, estudios mas recientes en el modelo
murino de AD revelaron que la ausencia de linfocitos T reguladores,
caracterizados por la expresiéon de FoxP3, conducen a la disminucion de
fibras AB. Estas observaciones sugieren que la homeostasis de AB también

podria ser modulada por agentes antiinflamatorios.1’?

Finalmente, en el laboratorio también se ha evaluado la expresion de

moléculas que participan en la formacion del granuloma en NCC porcina,
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entre ellas las metaloproteinasas de matriz (MMP), un grupo de
endopeptidasas dependientes de zinc. Se sabe que estas proteinas
descomponen la matriz extracelular en condiciones fisiologicas normales y
también en procesos patologicos como reacciones inflamatorias, artritis y
metastasis.!’® De ellas, el gen de MMP-1 se eleva a las 48 horas de
tratamiento con PZQ y se mantiene elevada en el punto de 120 horas. En
contraste, el gen de MMP-9 tiene un aumento a las 48 horas con PZQ que

no se mantiene a las 120 horas.1%4

A pesar de que la expresion basal de MMP en el cerebro es baja, varios tipos
de células’#1’ regulan positivamente la expresién de MMP-2, -3 y -9 en
respuesta a AB. Notablemente, se ha reportado que la degradacion de A
por macréfagos es un mecanismo esencial para limitar la acumulacion de AR
en el parénquima cerebral y vasos sanguineos.'’® Asimismo, estudios in vitro
han sefalado que AP regula la activacion de macréfagos humanos

induciendo en ellos la expresion de MMP-9 y MMP-2.177

Esta induccion se ha visto en cultivos de microglia estimulados por AR
exdgeno, donde ademas de inducir la transcripcion de genes de citoquinas
proinflamatorias, también aumenté la de MMP-1, -3, -9, -10 y -12.178
Finalmente en el modelo murino para AD, se ha demostrado que MMP-9
tiene la capacidad de degradar agregados fibrilares de AR, por lo que esta

proteasa participaria de manera significativa en la homeostasis de AB.1"°

53



Como se aprecia en esta breve revision, diversos agentes inmunes podrian
regular de manera activa la expresion de AB durante el proceso inflamatorio.
La evaluacién de nuevos marcadores podria proporcionar informacion mas
precisa sobre la participacion de A en NCC. Tomando en cuenta estos
reportes, la figura 22 muestra al mecanismo de regulacion de la expresion de

AB propuesto por este trabajo.

Cisticerco . Cisticerco
Viable " Degenerado

- Inflamacion
PZQ

Inflamacion

v AB

|
|
: {, precursores

I inflamatorios (?)
|

I

v

Reparacion (?)

Plasticidad cerebral (?)

No hay

acumulacion ' '

Figura 22. Mecanismo propuesto de expresién y regulacion de A8 en NCC. En el cisticerco viable, la induccion
de la inflamacidon por PZQ estimula en las células gliales la expresion de marcadores proinflamatorios como TNFa,
IL-6 e INF-y para atacar pardsito. Estas citoquinas regularian positivamente la expresion de A8, el cual
participaria también en la fase aguda de respuesta a NCC. Asimismo, existen varios agentes que regulan la
expresion de A8 evitando su acumulacion. Finalmente, al pasar el tiempo, en el cisticerco degenerado, el proceso
inflamatorio pasaria a un segundo plano para dar lugar al proceso de reparacion o regeneracion tisular.
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6.4Efecto de la localizacion del quiste en la produccién de AB.

La localizacion del cisticerco en el cerebro es determinante para la
respuesta inflamatoria.''® Los resultados de este trabajo indican que la
produccion de AB en el parénquima es indistinta de si el cisticerco se aloja
en la corteza o subcorteza, ya que en ambas localizaciones esta aumento en
funcion al tratamiento con PZQ. Sin embargo, las cédpsulas subcorticales

mostraron mas Ap.

Pocos estudios han tratado de describir el perfil de acumulacién de AB en el
parénquima cerebral. Dos reportes caracterizaron la morfologia y distribucion
de placas seniles en cerebros con AD y concluyeron que las placas AB
podian apreciarse tanto en corteza como en subcorteza de la materia gris del
cerebro.80.181 Asimismo, la evaluacién cuantitativa de la proteina Tau, AR y
APP por inmunohistoquimica indicé que, a pesar de no tener una distribucion
definida, las neuronas corticales muestran principalmente una acumulacion
de Tau a nivel de cuerpo o soma, mientras que AB y APP se distribuyen hacia

los axones terminales y proyecciones de estas células.'®?

Estos reportes respaldan lo observado en este trabajo, donde se
reconoce que la expresion de AB parece ser uniforme e independiente de la
localizacion de la cépsula en el parénquima, aunque la mayor
inmunorreactividad en la region subcortical indicaria que AB se distribuye
hacia los axones y prolongaciones de células corticales que desembocan en

esta region.
6.5La generaciéon de AB en NCC no es un proceso neurodegenerativo

Muy pocas publicaciones han explorado cambios cognitivos en el
desarrollo de NCC. La mayor parte de la informacion sobre este punto
proviene de reportes clinicos de pacientes que habrian experimentado
desordenes psiquiatricos o cambios en el status quo mental, todos sin
asociaciones concluyentes.'®3184 E| (inico estudio longitudinal realizado
sobre los cambios cognitivos que produciria la NCC indic6 leves anomalias

en pacientes, y en palabra de ellos mismos, estas desaparecieron o
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mostraron mejoria después del tratamiento.8® De esta forma, el impacto de
la lesibn generada por el cisticerco en los procesos mentales es aun

desconocido.

En este trabajo se observd, como un hallazgo independiente a la muestra
estudiada, que quistes degenerados presentaron leve inmunorreactividad
(Figura 19). A partir de esta observacion y tomando en cuenta los demas
resultados, puede sugerirse que en NCC no se mantiene la acumulacion de
AB de forma que haga pensar en una evolucién a placas seniles y eventos
cronicos de neurotoxicidad y disfuncidon cognitiva marcada, similares en

trastornos neurodegenerativos como AD.

Adicionalmente, resultados preliminares del laboratorio muestran que la
presencia de la proteina basica de mielina (MBP) no presenta diferencias
marcadas entre los grupos UT y grupos tratados, indicando que no esta
siendo degradada.®’ Esta observacion respalda la idea de que la produccion
de AB en NCC no desencadena necesariamente toxicidad que derivaria en

un proceso neurodegenerativo.
6.6 AB en NCC: ;Inflamacién vs. regeneracion?

Tal como hemos visto, la terapia antihelmintica con PZQ exacerba la
respuesta inflamatoria del hospedero. Estudios previos de este y otros grupos
de investigacion han descrito los perfiles de la respuesta aguda frente a la
infeccion en NCC.17104169.186 Se sgbe que los quistes degenerados, o
aquellos que han sido dafiados por el tratamiento antihelmintico, provocan

en el hospedero una respuesta pro inflamatoria marcada.6:°2

En este nivel, el papel del péptido AB sigue siendo controversial. Algunos
trabajos han sugerido su participacion en los mecanismos de reparacion
frente una lesion mediante la activacidon de la éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS).18” También se ha reconocido a AR como modulador de la plasticidad
cerebral, dado que AP suprimiria selectivamente la transmision sinaptica

excitatoria en neuronas que sobreexpresan proteina APP.188.189
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De acuerdo a esto, y aunque solo se puede especular, es posible que cuando
la degeneracion del cisticerco sea avanzada, el proceso inflamatorio sea
modulado para dar lugar a un proceso de regeneracion tisular que permita
reabsorber la lesién causada por el cisticerco. En todo caso, las evidencias
disponibles aun no permiten describir un probable fin del proceso inflamatorio
y el inicio de la regeneracion tisular. A este efecto, se estan disefiando
protocolos para observar, en el modelo porcino, inflamacion de mayor
gravedad y mas prolongada; con la finalidad de asemejar lo mas posible la
clinica observada en humanos, en que la sintomatologia se presenta luego

de varios afos de la infeccion.

Este trabajo reporta ademas una reactividad muy tenue y uniforme para AR
en todo el entremezclado de colageno en quistes degenerados. (Figura 19)
Esta observacion refuerza la idea de que en un determinado momento del
proceso de degeneracion del quiste, el perfil inflamatorio ha empezado a
modularse, pasando a un segundo plano y limitando la expresion de

componentes de la fase aguda de la inflamacion; en este caso Ap.

Finalmente, se recomienda la evaluacién de marcadores de regeneracion
tisular y el estudio con cohortes que permitan apreciar el desenlace del
proceso inflamatorio en el cisticerco degenerado. Estas propuestas seran de
utilidad para elaborar nuevas hipotesis en torno al complejo panorama de la
respuesta inmune en NCC.

VII.Conclusiones

= El péptido AB se comporta como un marcador de inflamacion en la
respuesta inmune aguda en NCC.

» El tratamiento con PZQ incrementa la produccion de AB, por lo que
esta asociada al proceso inflamatorio derivado de la infeccion por T.
solium.

= El aumento en la permeabilidad de la BHE favorece la formacion de

beta-fibrilosis tanto en la produccién de AR y en la expresion de app.
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» El cese en la produccion de AB y el descenso en la expresion de app
podrian estar regulados por diversos componentes de la inmunidad
local.

= AP se expresa de manera indistinta en la corteza o sub corteza
parenquimal. Sin embargo, la mayor inmunorreactividad de los quistes
subcorticales sugieren que AR se distribuye hacia las terminaciones
axonales.

» Los niveles bajos de inmunorreactividad de AP en quistes
degenerados sugieren que en algun momento de la evolucion del
cisticerco, el proceso inflamatorio pasaria a un segundo plano, dando
lugar a un proceso de reparacion o regeneracion en el tejido.

58



VIIL.

Anexos

Anexo 1. Detalle de los criterios de observacion para establecer los grados de intensidad y formula para el cdlculo de
SC de intensidad (INT-SC).

Categoria

Caracteristicas

lo
l1

l2

I3

No reaccion.
Reactividad baja, detectable a observacién con aumento 40X.

Reactividad visualmente moderada, detectable a 10X.

Reactividad muy fuerte, detectable a aumento 4X o a observacion
panoramica.

Anexo 2. Caracteristicas de las sondas empleadas en el ensayo expresion por qPCR.

Producto Reportero/ Gene Assay -
Sonda Marcador (ob) Quencher ID () Referencia
18S rRNA Marcador 187 pb VIC/MGB 4319413E X03205.1
enddgeno
Sus scrofa
amyloid beta Ss03394824  NM_214372.
app precursor 101 pb FAM/MGB “m1 1
protein

* Gene bank accession number
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