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RESUMEN 

 

 

La Neurocisticercosis (NCC) es una infección helmíntica que afecta al sistema 

nervioso central (SNC) causada por la forma larvaria (cisticerco) de Taenia solium. 

Es una enfermedad pleomórfica y  aunque se han realizado numerosos estudios 

para comprender los eventos implicados en NCC, estos son difíciles de estudiar 

en humanos y siguen siendo un reto de investigación. Ante ello, el uso de modelos 

animales ha permitido comprender parcialmente la patogénesis de NCC. Así, se 

ha reportado, isquemia, disfunción de la barrera hematoencefálica, angiogénesis, 

muerte celular y neuroinflamación. Esto último puede agravarse con el 

tratamiento antiparasitario debido a la degeneración y muerte del parásito, 

producto de la liberación descontrolada de antígenos excretorios-secretorios del 

cisticerco. La autofagia juega un papel fundamental en  las decisiones tanto de 

muerte como de supervivencia en neuroinflamación y  además constituye una 

defensa crítica contra muchas infecciones y estados degenerativos. La 

neuroinflamación puede causar un deterioro autofágico, lo que a su vez podría 

provocar daño neuronal como se ha descrito en trastornos neurodegenerativos. 

Sin embargo, en NCC no se ha descrito ni caracterizado la autofagia. Por lo tanto, 

en este estudio se plantea evaluar la presencia de este importante proceso 

homeostático en neuronas y células gliales de ratas infectadas con NCC mediante 

las técnicas de inmunofluorescencia e inmunohistoquímica. Para ello, se usarán 

tres biomarcadores de autofagia Beclin-1, LC3B, implicadas en la formación del 

complejo autofagosómico y p62, en la degradación autofágica. La comprensión 

de los mecanismos que subyacen a la autofagia en las neuronas y glías podría ser 

útil para buscar nuevos tratamientos efectivos para la NCC. 

 

Palabras clave: Neurocisticercosis, autofagia, Beclin-1, LC3B y p62.
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ABSTRACT 

 

 

Neurocysticercosis (NCC) is a helminthic infection affecting the central nervous system 

(CNS) caused by the larval (cysticercus) form of Taenia solium. It is a pleomorphic 

disease; due to the diversity of the clinical picture. Although numerous studies have 

been conducted to understand the events involved in NCC, these are difficult to study in 

humans and remain a research challenge. Given this, the use of animal models has 

partially understood the pathogenesis of NCC. Thus, ischemia, blood-brain barrier 

dysfunction, angiogenesis, cell death, and neuroinflammation have been reported. The 

latter can be aggravated by antiparasitic treatment due to the degeneration and death 

of the parasite, product of the uncontrolled release of excretory-secretory antigens from 

the cysticercus. A vital arbiter of both death and survival decisions in neuroinflammation 

is autophagy, which is also a critical defense against many infections and degenerative 

states. Neuroinflammation can cause autophagic impairment, which in turn could lead 

to neuronal damage as has been described in neurodegenerative disorders. However, 

autophagy has not been described or characterized in NCC. Therefore, in this study it is 

proposed to evaluate the presence of this important homeostatic process in neurons 

and glial cells of rats infected with NCC using immunofluorescence and 

immunohistochemistry techniques. For this, three Beclin-1 autophagy biomarkers, LC3B, 

involved in the formation of the autophagosomal complex and p62, in autophagic 

degradation will be used. Understanding the mechanisms underlying autophagy in 

neurons and glia could be helpful in finding new effective treatments for NCC. 

 

Keywords: Neurocysticercosis, autophagy, Beclin-1, LC3B y p62
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I. INTRODUCCIÓN 
 

La Neurocisticercosis (NCC) es una infección neurológica causada por la etapa larvaria 

(cisticerco) del cestodo Taenia solium. Este parásito involucra dos hospederos en su ciclo 

de vida: los humanos y los cerdos (1, 2,3). La NCC  se da  cuando el humano se convierte 

en hospedero intermediario accidental mediante la ingesta de huevos de Taenia solium, 

los cuales llegan hasta el estómago donde eclosionan liberando la forma embrionaria 

conocida como oncósfera (4,5). Las oncósferas atraviesan el tracto gastrointestinal y 

migran a través de los vasos sanguíneos hasta distintos órganos como el músculo 

estriado, el tejido subcutáneo y las órbitas, pero con una notable y desconocida 

predilección por el cerebro. En el cerebro, al hallar un vaso terminal las oncósferas  se 

establecen, y desarrolla el cisticerco o quiste el cual está formado por una membrana 

vesicular que contiene un escólex invaginado (4, 6,7). La neurocisticercosis constituye 

un problema de salud pública en las regiones endémicas (21). Según la OMS 

aproximadamente 50 millones de personas en el mundo tienen epilepsia, siendo NCC 

responsable de aproximadamente el 30% de los casos de epilepsia en países endémicos 

y alrededor del 3% a nivel mundial (22,23). En el Perú la NCC es un problema de salud 

pública, debido a la alta prevalencia con una tasa del 10 %  al 12 %  en las zonas rurales 

(26, 27,28). 

 

El cuadro clínico de NCC tiene un amplio espectro de manifestaciones neurológicas y 

psiquiátricas que pueden ir desde una infección asintomática hasta la muerte (15, 30). 

Esta heterogeneidad clínica depende de diversos factores como la localización, el 

número, la etapa de evolución y viabilidad de los parásitos, así como del sexo, la edad y 

la reacción inflamatoria del huésped. La localización de los cisticercos se clasifica en 

parenquimales, que se presentan con cuadros de epilepsia acompañados de 

convulsiones recurrentes como manifestación principal; y extraparenquimales 

acompañado de  hidrocefalia, meningitis y ventriculitis, que en la mayoría de los 

pacientes sus pronósticos suelen ser mortales si no se logra recibir tratamiento a tiempo 

(12, 13, 31).
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Además de la localización del parásito, la respuesta inflamatoria es el principal 

fenómeno responsable de la sintomatología (11,15). Sin embargo, las personas 

infectadas con NCC pueden permanecer asintomáticas durante períodos prolongados, 

un fenómeno que está relacionado con la evasión inmunitaria iniciada por cisticercos 

viables. Esta evasión consiste en: el enmascaramiento de los antígenos del cisticerco por 

las inmunoglobulinas del hospedero, el bloqueo  del sistema del complemento mediante 

la liberación de antígenos como la taeniastatina y la paramiosina, la secreción de cisteína 

proteasas, metaloproteasas y serina proteasas que degradan las inmunoglobulinas del 

huésped e interfieren con la proliferación de linfocitos  (15,16,17).  Los cisticercos viables 

pueden sobrevivir durante años o incluso décadas con síntomas neurológicos 

intermitentes, esto les permite permanecer sin ser detectados en el cuerpo durante un 

periodo de tiempo indefinido (29). 

 

En la actualidad existe una falta de conocimiento sobre los mecanismos de infección, el 

desarrollo del cisticerco, la activación de la respuesta inmune y la patogénesis de la NCC, 

los cuales siguen siendo un reto en investigación (8,31). Ante ello, el uso de modelos 

animales (roedores, cerdos y monos) es una alternativa que permite comprender la 

patogénesis de NCC (15). Los estudios patológicos usando modelos animales reportaron 

isquemia, disfunción de la barrera hematoencefálica, cambios espongióticos, 

angiogénesis, presencia de infiltrados celulares y gliosis. Asimismo, daño neuronal 

donde se observó hinchazón axonal o esferoides en el parénquima cerebral que rodea 

a los cisticercos (15-18). La neuroinflamación juega un papel clave en NCC y puede 

agravarse con la administración del tratamiento farmacológico antiparasitario debido a 

la degeneración y muerte del parásito. Estos eventos incrementan la respuesta 

inflamatoria perilesional en el hospedero mediante mecanismos como gliosis, infiltrado 

celular, cápsula fibrosa producto de la liberación descontrolada de antígenos del 

cisticerco (37, 61).  

 

A nivel de SNC los eventos inflamatorios comienzan con la activación de  microglías y 

astrocitos residentes que son estimulados por neuronas lesionadas o moléculas propias 

del parásito (74). En NCC estas moléculas con potencial inmunogénico son: el líquido 
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vesicular del quiste, los antígenos del tegumento y productos excretorios-secretorios del 

cisticerco (17). Por otro lado, Las células gliales activadas, a su vez, liberan varios 

mediadores como INF-γ, IL-12, IL-1β  que pueden actuar de manera autocrina/paracrina 

y se dirigen a neuronas y oligodendrocitos transeúntes (114). Sin embargo, la respuesta 

neuroinflamatoria varía entre cada tipo de célula y pueden incluir perpetuar la liberación 

del mediador inflamatorio, alterar la función de la célula diana e incluso inducir la 

muerte celular (74, 84). La autofagia juega un papel fundamental en  las decisiones de 

muerte y supervivencia celular en neuroinflamación, que además constituye una 

defensa crítica contra muchas infecciones y estados degenerativos (44,63-65). Se debe 

tener en consideración que estos eventos de muerte celular provocados por autofagia 

han sido reportados en trastornos neoplásicos, neurodegenerativos, infecciosos, 

traumáticos, isquémicos, metabólicos y desmielinizantes (54, 85, 92, 93, 97). 

 

En los últimos años, los hallazgos in vivo como in vitro demostraron que la autofagia 

tiene efectos importantes en la inducción de la reacción inflamatoria en el SNC (74, 80, 

82) y además la evidencia sugiere que la disfunción de dicha autofagia causa la 

acumulación de proteínas anormales y/o orgánulos dañados. Esta acumulación se ha 

relacionado con la disfunción sináptica sobre todo en estructuras únicas de axones y 

dendritas que particularmente son más vulnerables a estos eventos (64,68). Numerosos 

reportes evidencian que en NCC la neuroinflamación puede causar la acumulación focal 

de estos agregados llenos de orgánulos y citoesqueleto alterado conocidos como 

esferoides, que preceden de una degeneración axonal (94). Coincidentemente uno de 

los principales mecanismos catabólicos para la depuración de estos acúmulos proteicos 

resulta ser la autofagia. Por lo tanto, dado los alcances de las funciones de la autofagia 

en la inflamación, la inmunidad y la neurodegeneración, nos preguntamos si la presencia 

de cisticercos alojados en cerebros de ratas desencadenaría un efecto significativo en la 

autofagia y qué poblaciones celulares están siendo afectadas (astrocitos, microglias y/o 

neuronas) en comparación con cerebros sanos. 

 

Para probar esta hipótesis, evaluamos mediante inmunohistoquímica e 

inmunofluorescencia la presencia de biomarcadores implicados en las etapas del flujo 
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autofágico en el tejido cerebral de ratas con NCC. Beclin-1, proteína involucrada en la 

formación del fagóforo. LC3B, proteína localizada interna y externamente en las 

membranas de los autofagosomas, las cuales son el estándar de oro para la 

cuantificación de autofagia en células de mamíferos (61,73). Por último, p62/SQSTM1 

para evaluar la degradación autofágica (62). Cabe resaltar que el estudio realizado es 

netamente exploratorio por la complejidad de vías involucradas en los procesos 

celulares regulados por autofagia.  

  

 

II. MARCO TEÓRICO 

2.1 Neurocisticercosis en Modelo de Rata 
 

Existe un gran desafío al momento de explorar y comprender los procesos celulares y 

moleculares que subyacen en la progresión de NCC, debido a la gran variabilidad en la 

presentación de la patología, cuadros asintomáticos, localización, etc. (15,16, 17). Ante 

ello, los modelos animales de NCC ofrecen el potencial de superar muchas de estas 

limitaciones: permiten la infección experimental de animales en un ambiente 

controlado y el estudio de la progresión de la enfermedad con y sin intervenciones de 

tratamiento. Facilitan los estudios longitudinales, ya que el curso temporal de la 

enfermedad, especialmente en animales pequeños, es mucho más corto y puede 

acelerarse experimentalmente. Lo más importante es que los modelos animales 

permiten un acceso sin restricciones al tejido cerebral y al líquido cefalorraquídeo, lo 

que permite una exploración celular y molecular más extensa. Los principales  modelos 

animales comprenden ratones, ratas, cobayas, perros, gatos y cerdos (21, 116). 

 

En consecuencia con lo anteriormente mencionado, diferentes grupos de estudios 

desarrollaron diferentes modelos animales (16, 27). Dentro de los cuales se resalta el 

modelo animal de rata desarrollado por el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de 

los Laboratorios de Investigación y Desarrollo del LID de la  Universidad Peruana 

Cayetano Heredia, Lima, Perú en el año 2015. Este es un modelo novedoso y viable  de 
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Neurocisticercosis en ratas utilizando una infección intracraneal con oncósferas 

activadas de T. solium. La edad de la rata y la carga de parásitos son cruciales para el 

éxito de la infección debido a la madurez de la respuesta inmune en este modelo animal 

(15,16). 

Al igual que en los humanos, las oncósferas activadas invaden con éxito las regiones 

parenquimatosa y extraparenquimatosa del cerebro, en la Figura 1 se observa las 

diferentes localizaciones de los cisticercos en el cerebro de rata.  

 

 

Figura 1: Tinción de Hematoxilina y Eosina para cerebro de ratas con 

Neurocisticercosis. (A) cisticerco (flecha) ubicado en el tejido parenquimatoso en las 

proximidades de la corteza. (B) cisticerco (flecha) ubicado en el espacio submeníngeo 

que comprende la corteza cerebral. (C) cisticerco localizado en el ventrículo lateral (VI) 

(15).  

 

Asimismo, se pueden evaluar los cambios que se llevan a cabo alrededor del cisticerco 

gracias a las múltiples técnicas histopatológicas. Se conoce que, los quistes una vez 

ubicados en el cerebro del hospedero presentan múltiples características patológicas 

incluyendo tejido fibrótico alrededor de este, con notables fibras densas de colágeno y 

gran número de fibroblastos (15, 41). Además de disrupción de la barrera 

hematoencefálica, células infiltradas inflamatorias, infiltrado perivascular, angiogénesis 

y vacuolización del neurópilo conocido como cambio espongiótico que son espacios 

llenos de líquido en el tejido parenquimal que rodea un cisticerco (15, 18). Los cambios 

esponjosos llegan hasta 600 micras desde el borde de los cisticercos, extendiéndose más 
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allá de la zona de gliosis e inflamación. La Figura 2 muestra los principales eventos 

alrededor del cisticerco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Tejido cerebral de rata infectada experimentalmente con Taenia solium 

A: Tinción tricrómica de Masson que identifica la capa de colágeno (azul). cambio 

esponjoso; las flechas indican la vacuolización del neurópilo en el tejido cerebral que 

rodea al quiste. (C) la flecha indica las paredes engrosadas de los vasos sanguíneos 

pequeños y la punta de la flecha indica el infiltrado perivascular, evento relacionado con 

la disfunción de la barrera hematoencefálica. D: Las flechas indican angiogénesis con 

pequeños vasos sanguíneos que se extienden hacia el tejido fibrótico. 

 

Otro hallazgo significativo fue la detección de hinchazones axonales en forma de 

esferoides  en áreas que rodean a los cisticercos. Los esferoides se definen como 

inflamaciones focalizadas de un axón con un diámetro promedio de 20 micras, y 

varicosidades si son más pequeñas (94, 95). En la mayoría de casos están llenos de 

orgánulos y citoesqueleto dañado. Además, suelen encontrarse en áreas de gliosis y 

cambios esponjosos cercanos característicos del tejido alrededor del cisticerco (Figura 

3). Particularmente, los esferoides están emergiendo como un hallazgo importante en 

enfermedades neurodegenerativas como  Alzheimer, Esclerosis Lateral Amiotrófica, 

encefalopatías metabólicas, esclerosis múltiple y otras enfermedades desmielinizantes 

relacionadas con la degeneración axonal (94,95). Esto, respalda  la probabilidad de vías 

comunes compartidas en la degeneración axonal de NCC con estas enfermedades. 
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Figura 3: Representación gráfica de una región cercana al cisticerco en cerebro de rata 

con NCC. Nótese la formación de esferoides que coinciden con las áreas de mayor gliosis 

y cambios esponjosos (18). 

   

Además de los beneficios en el campo histológico este modelo nos permite, a bajo costo, 

explorar y probar diferentes fármacos y esquemas de  tratamientos. En la actualidad,  

un estudio que  comparó dos tratamientos antihelmínticos (Albendazol - Praziquantel y 

Oxfendazol - Praziquantel) en ratas con neurocisticercosis, demostró que el tratamiento 

más efectivo fue la administración de dos  dosis diarias   100 mg/Kg Oxfendazol (OXF) 

con 100 mg/Kg Praziquantel (PZQ) por 7 días generando un mayor daño a los 

cisticercosis (41).  

2.2 Autofagia 

 

La autofagia es un proceso celular altamente conservado, ubicuo y basal en todas las 

células eucariotas que mantiene la homeostasis en respuesta al estrés celular (112,113). 

La homeostasis celular se controla equilibrando procesos de degradación lisosómica y 

reciclaje celular de componentes intracelulares, incluidas las proteínas solubles, 

proteínas agregadas, orgánulos dañados, complejos macromoleculares y patógenos. La 

autofagia se caracteriza por envolver estos componentes en unas vesículas de doble 

membrana llamadas autofagosomas, estructuras que además son el estándar de oro 

para la cuantificación de autofagia en células de mamíferos (Figura 4) (44,45, 46). 
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Figura 4: Ilustración breve de la autofagia. El proceso autofágico comienza con la 

formación del fagóforo, seguido de su elongación y cierre para formar el autofagosoma 

que luego se fusiona con los lisosomas, lo que resulta en la degradación del contenido 

(flujo autofágico) (115). 

 

A nivel molecular, la formación de fagóforos o nucleación es el primer paso en el proceso 

autofágico y se inicia mediante el alargamiento de las membranas pre-autofagosomales 

al incorporar fosfolípidos desde diversas fuentes como el retículo endoplasmático, los 

endosomas e incluso las mitocondrias (47). Este evento surge gracias al ensamblaje y la 

activación entre un complejo de tipo serina-treonina quinasa conocido como ULK, y su 

interacción con un complejo multiproteico clase III con actividad fosfatidilinositol 3- 

quinasa llamado PI3K-III. Éste último contiene Beclin-1 (BECN1) y una subunidad 

catalítica de fosfatidilinositol 3-quinasa tipo 3 (PIK3C3); conocida como VPS34, que 

produce fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), componente intrínseco para la inducción y 

expansión de las membranas autofagosomales. La red de interacción Beclin-1, Vps34 y 

VSP15 es crítica para la regulación de la autofagia y por lo tanto, es esencial para la 

integridad celular (48,49). El siguiente paso conocido como alargamiento 

autofagosomal, comienza cuando el complejo PI3K-III recluta dos sistemas de 

conjugación, interrelacionados, de tipo ubiquitina: el primero implica la formación del 

complejo Atg5-Atg12 (Atg, genes relacionados con la autofagia) donde Atg 12 se activa 

por las acciones de la enzima activadora de ubiquitina E1, Atg 7. Luego Atg 12 se 

transfiere a proteína portadora de ubiquitina similar a E2, Atg10 y se une 
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covalentemente a una lisina interna de la proteína Atg 5. El segundo complejo implica la 

conversión de la forma soluble de LC3 o Atg8 a la forma asociada a la membrana 

autofagosomal LC3B o LC3-II después de la conjugación con fosfatidiletanolamina (PE) a 

través de su escisión proteolítica a cargo de Atg4, Atg7, y la enzima similar a E2, Atg3 

(50,51). Después del cierre del autofagosoma, este se fusiona con los lisosomas a través 

de uniones tipo SNARE (receptores de proteínas de fijación soluble del factor sensible a 

la N-etilmaleimida) para degradar su contenido gracias a la actividad proteolítica de las 

enzimas lisosómicas (Figura 5). A estos últimos pasos se les conoce como fusión y 

degradación autofágica mediada por p62 que funciona anclando las proteínas 

ubiquitinadas a la membrana del autofagosoma, promoviendo la degradación de 

moléculas no deseadas. P62 o Sequestosome 1 (SQSTM1), es una proteína celular 

expresada de forma ubicua que sirve como un adaptador de carga autofágica, por ello 

se puede usar para monitorear la degradación autofágica. Funciona como una proteína 

de anclaje entre la maquinaria autofágica y las proteínas ubiquitinadas. Las proteínas 

que son ubiquitinadas unidas a p62 se incorporan al autofagosoma para su posterior 

degradación en los autolisosomas (52,53). 

Figura 5: Dinámica molecular de la autofagia. El proceso inicia por el ensamblaje y 

activación del complejo ULK, y su interacción PI3K-III, que contiene Beclin 1 y VPS34, que 

produce PI3P, componente intrínseco para la inducción y expansión de las membranas 

autofagosomales. Luego, el alargamiento autofagosomal comienza cuando el complejo 

PI3K-III recluta dos sistemas de conjugación: el  complejo Atg5- Atg12 y la conversión de 

la forma soluble de LC3 o Atg8, a la forma asociada a la membrana autofagosomal LC3B. 
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Después se da el cierre del autofagosoma, el cual se fusiona con lisosomas a través de 

uniones tipo SNARE para degradar su contenido (116). 

2.2.1 Detección de la autofagia y biomarcadores 

 

El monitoreo experimental de la autofagia es complejo, ya que depende de la formación 

secuencial de estructuras transitorias (fagóforo, autofagosoma y autolisosoma), proceso 

conocido como flujo autofágico. El Premio Nobel de Fisiología o Medicina 2016, 

Yoshinori Ohsumi, abordó este problema mediante el estudio de la autofagia en 

levaduras Saccharomyces cerevisiae sometidas a inanición por microscopía electrónica 

de transmisión (TEM) identificando los genes ATG, los cuales han revolucionado por 

completo la investigación de la autofagia (117,118). Además, Ohsumi junto con su colega 

el Dr. Mizushima evaluaron la progresión de la autofagia en mamíferos mediante el uso 

de un ratón transgénico LC3 etiquetado con GFP, lo que permitió realizar el seguimiento 

por medio de  la microscopía de fluorescencia in vivo y la visualización del autofagosoma 

(56, 96,112, 113,119). Por otro lado,  algunos autores señalan que pese a que la  TEM es 

considerada el método preferido, porque tiene la ventaja de permitir una evaluación 

directa de los autofagosomas en las células cultivadas y de animales, también presenta 

algunas limitaciones como por ejemplo: interpretar imágenes TEM es bastante subjetivo 

y puede ser difícil distinguir autofagosomas de lisosomas, endosomas u otras estructuras 

en la célula, la detección de autofagia en tejido inflamado por TEM es aún más 

problemática  (119). Algunas células inflamatorias, como los monocitos y los 

macrófagos, tienen un fuerte potencial fagocítico, lo que dificulta determinar mediante 

TEM si las vacuolas en su citoplasma son el resultado de autofagia o un mecanismo 

subyacente (56, 60). Además, debido a que la TEM lleva mucho tiempo y no es adecuada 

para la rutina diaria, muchos grupos intentan identificar la autofagia en el tejido 

mediante inmunohistoquímica e  inmunofluorescencia  convencional (121). 

En animales, la detección de este flujo puede evaluarse  utilizando LC3B y p62 como 

indicadores (56, 120, 121). LC3B es actualmente el marcador de autofagosoma más 

utilizado porque la cantidad de LC3B refleja el número de autofagosomas. Además, para 

evaluar la autofagia es esencial determinar cuánto LC3B se degrada esto es posible 

gracias al marcador de degradación  p62, también llamado Sequestosome 1 (SQSTM1), 
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utilizado ampliamente para controlar la actividad autofágica, ya que p62 se une 

directamente a LC3B y es degradado  selectivamente por autofagia (54 , 55 , 56, 121). 

Incluso, la acumulación de p62 se encuentra entre las características más conocidas de 

los tejidos deficientes en autofagia y puede visualizarse mediante inmunohistoquímica 

al igual del LC3B (121,120). 

Otros métodos utilizados en animales son: el uso de ratones GFP-LC3 que expresan GFP-

LC3 exógena en todo el cuerpo para controlar la autofagia in vivo, ratones que expresan 

mRFP-GFP-LC3 (o mCherry-GFP-LC3) y  ratones informadores de mitofagia utilizando la 

sonda mt-mKeima, un compuesto fluorescente que se acumula en endosomas y 

lisosomas tardíos (121). 

El mejor método para detectar la autofagia dependerá de la cuestión y las condiciones 

experimentales. Dada esta premisa y en base a las muestras evaluadas en este proyecto 

(tejido cerebrales de ratas) la metodología elegida fue evaluar la autofagia a través de 3 

marcadores fundamentales por inmunofluorescencia e inmunohistoquímica, descritos a 

continuación.  

 

2.2.1.1 Beclin-1 

Beclin-1 o Atg 6 es una proteína de aproximadamente 60 kDa y formada por 450 

aminoácidos. Se localiza principalmente dentro de las estructuras citoplasmáticas como 

el retículo endoplasmático, las mitocondrias y la membrana perinuclear (58). 

Cumple un rol fundamental durante la inducción de la autofagia, ya que permite la 

localización de proteínas autofágicas en PAS (Pre‐Autophagosomal Structure, por sus 

siglas en inglés) una estructura pre-autofagosomal que al interactuar con la 

fosfatidilinositol 3-quinasa de clase III (PI3KC3), en conjunto con otros cofactores, 

promueve la formación de un complejo principal entre Beclin-1, VSP34 y VSP15 que 

finalmente interviene en el proceso de nucleación de vesículas autofágicas (Figura 6) 

(59). 
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Figura 6. Beclin-1 y autofagia.(A) El esquema describe las fases del flujo autofágico, 

donde. (B) Muestra la estructura primaria de Beclin-1 o BECN1 que muestra el motivo 

BH3 de unión a BCL2 / BCL-XL (residuos 105-130), el dominio helicoidal flexible (F, 

residuos 141-171) y el dominio de la espiral en espiral central (CCD, residuos 175-265). 

El dominio conservado evolutivo (residuos 248–337) y el dominio relacionado con la 

autofagia (BARA) repetido β / α (265–450aa). Nótese las ubicaciones de los sitios de 

fosforilación pro-autofagia (verde) e inhibitoria (rojo). (C) Se representa la conversión 

dependiente de la fosforilación del homodímero BECN1 inactivo/complejo BCL2 en un 

complejo PI3K-III activo. La fosforilación del dominio BECN1-BH3 mediada por STK4 

(regulador negativo de la autofagia), la triple fosforilación de BCL2 que libera BCL2 de 

BECN1, eventos de fosforilación representativos en el dominio N-terminal (NTD) que 

promueven la disociación de BECN1-BCL2 y activan la PI3K se presentan actividades 

(regulación positiva) (128). 

 

2.2.1.2 LC3B 

LC3 tiene 3 isoformas diferentes: LC3A, LC3B y LC3C. LC3-A y LC3-B se denominan LC3-I 

y LC3-II, respectivamente. Cuando se activa la autofagia, se produce la modificación 

lipídica de LC3-I (sustrato) uniéndose covalentemente con fosfatidiletanolamina (PE) 
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generando LC3-II. LC3B Se ha utilizado ampliamente para monitorear la autofagia y se 

asocia específicamente con todos los tipos de membranas autofágicas, incluidos el 

fagóforo, el autofagosoma y el autolisosoma (un orgánulo híbrido formado por la fusión 

del autofagosoma y el lisosoma). Por lo tanto, la cantidad de LC3B se correlaciona bien 

con el número de autofagosomas, lo que proporciona un buen indicador  de autofagia 

(52, 60. 121). 

LC3 se sintetiza inicialmente en una forma no procesada, pro-LC3, que se escinde en su 

terminal C por ATG4 para formar LC3-I citoplásmica. LC3-I luego se conjuga con PE para 

convertirse en una forma unida a membrana, LC3B; este paso implica una reacción 

similar a la ubiquitinación mediada por ATG7 (E1) y ATG3 (E2). LC3B lipidada se une a la 

membrana interna y externa del autofagosoma, y se degrada después de la fusión con 

los lisosomas. Por lo tanto, la conversión de LC3 (LC3-I a LC3-II) y la degradación 

lisosomal de LC3B reflejan la progresión de la autofagia (Figura 7) (48, 49, 61). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. LC3B y p62 en autofagia.(A) Atg4 escinde pro-LC3 para formar LC3-I que luego 

se conjuga con PE (por Atg7) para la generación de LC3-II (LC3B). Este último se recluta 

en la membrana autofagosómica para ayudar a la elongación de la membrana. ATG7 

también media en la formación del complejo ATG5-ATG12-ATG16 y este último junto 

A B 
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con LC3B es crítico para la formación de autofagosomas. (B) La proteína adaptadora 

p62/SQSTM1 se une a proteínas ubiquitinadas y a LC3B para mediar en la autofagia la 

localización de los compartimentos autofágicos, transportando proteínas ubiquitinadas 

y orgánulos para su degradación (128).  

 

2.2.1.3      p62 o Sequestosome 1 

Sequestosome 1 (SQSTM1), es una proteína celular expresada de forma ubicua que sirve 

como un adaptador de carga autofágica, por ello se puede usar para monitorear el flujo 

autofágico. p62 posee un dominio de unión a ubiquitina C-terminal (UBA) y una 

secuencia corta de región denominada LIR responsable de la interacción con LC3. 

Funciona como una proteína de anclaje entre la maquinaria autofágica y las proteínas 

ubiquitinadas. Las proteínas que son ubiquitinadas unidas a p62 se incorporan al 

autofagosoma completo para su posterior degradación en los autolisosomas (Figura 8). 

Dado que p62 se elimina principalmente por autofagia, su expresión se correlaciona 

inversamente con la actividad autofágica, ya que la pérdida de genes Atg o factores 

necesarios para la fusión de autofagosomas con lisosomas resultan en un marcado 

aumento de agregados positivos para p62. Asimismo, la acumulación de p62 se ha 

utilizado como marcador para la supresión de la autofagia y, de forma similar, un nivel 

de p62 reducido indica activación autofágica (Figura 7) (55, 58, 62, 130). 

 

2.2.2 Autofagia en SNC 

La autofagia juega un papel esencial en la fisiología y fisiopatología del cerebro. Las 

neuronas son particularmente dependientes de la autofagia para mantener la 

homeostasis celular. Sin embargo, las neuronas suelen tener ciertas limitaciones una de 

estas es que al ser células postmitóticas implica que no pueden eliminar las proteínas 

dañadas o mal plegadas y orgánulos disfuncionales (basura celular), a través de la 

división celular, estrategia utilizada por las células mitóticas. Esto quiere decir que la 

disfunción de la autofagia neuronal generaría una acumulación de proteínas 

disfuncionales u órganulos dañados, eventos que suelen ser  un sello distintivo de varias 

enfermedades neurodegenerativas (63, 64, 65). Además, las neuronas también 
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enfrentan otros desafíos debido a su morfología, ya que son células altamente 

polarizadas con dos compartimentos morfológicos y bioquímicamente distintos que 

contienen proteínas específicas, un compartimento somático y axonal. El soma, sede 

central de la neurona, se considera el sitio principal de síntesis y degradación de 

proteínas. Por otro lado, el axón transmite información desde otras células imponiendo 

altas demandas metabólicas (64, 66, 67). Teniendo estas principales limitaciones ¿cómo 

se coordina la autofagia en cada compartimento de la neurona?        

Gracias al uso de marcadores dinámicos como el GFP-LC3B en ratones transgénicos, se 

conoce que en condiciones basales los autofagosomas se generan preferentemente en 

el extremo distal del axón. Esta formación, sugerentemente,  sea porque el axón 

terminal es una región rica en actividad, ya que se remodela activamente durante las 

fases de extensión y retracción durante el crecimiento de las neuronas y como resultado, 

existe una mayor demanda de reciclaje de membranas y los orgánulos en esta región, lo 

que podrían hacerla más vulnerable. Por lo tanto, la demanda de autofagosomas en este 

compartimento se incrementa (68, 69, 123). También  se pueden requerir niveles 

elevados de autofagia en el axón distal para reciclar orgánulos que se distribuyen 

preferentemente en este compartimento, como es el caso de las mitocondrias más 

antiguas que residen en mayor proporción en los extremos distales del axón. Esto 

sugiere que  los orgánulos en el axón distal pueden ser más susceptibles al 

envejecimiento y daño. Por lo tanto, la autofagia elevada  puede proporcionar un 

mecanismo para reciclar las mitocondrias envejecidas y dañadas en la región distal de 

los axones (69, 123). Un ejemplo que refuerza la alta actividad de la autofagia  en los 

axones distales fue a través del uso de un modelo de ratón   de neurodegeneración 

excitotóxica, donde los autofagosomas se acumularon mayormente en los axones 

distales de las neuronas de Purkinje (124). Al utilizar un ratón knockout específico de 

células de Purkinje de Atg7 se causó la degeneración del axón distal, lo que indica un 

papel crítico para la autofagia en el mantenimiento de las regiones terminales  del axón 

(123,124). 

Una vez formados los autofagosomas se transportan a través de una vía retrógrada hacia 

el soma. Este movimiento retrógrado, se ha confirmado en ensayos in vivo e in vitro y 

requiere de un motor basado en microtúbulos y dineina, la cual es una proteína motora 
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que impulsa el movimiento de los autofagosomas a través de estos microtúbulos. Una 

vez que los autofagosomas llegan al soma se fusionan con endosomas y lisosomas 

tardíos, lo que conduce a autolisosomas cada vez más ácidos y eventualmente capaces 

de degradación. Sin embargo, el soma no solo abarca los autolisosomas sino que 

contiene múltiples poblaciones de autofagosomas en diferentes estados de maduración, 

incluidos los autofagosomas generados localmente (63, 64, 70, 71). 

Los lisosomas, también están presentes en el axón, pero carecen del complemento 

completo de enzimas degradativas que se encuentran en los lisosomas somales. Es 

probable que a medida que un autofagosoma se transporta retrógradamente a lo largo 

del axón, pueda fusionarse con lisosomas adicionales y otros competentes. En apoyo de 

esta posibilidad, bloquear el tráfico retrógrado de autofagosomas es suficiente para 

bloquear su acidificación y su degradación de cargas engullidas, que por ende conlleva 

a una autofagia disfuncional o trunca (71, 72, 73). 

 

Figura 8: Características  de la autofagia neuronal. Autofagia compartimentalizada 

específica en neuronas. Biogénesis del autofagosoma en las terminales pre sinápticas, 

maduración del autofagosoma por transporte retrógrado a lo largo del axón y 

degradación del autofagosoma en el soma (129). 

 

Además de las neuronas, las glías representan un abrumador 80 a 90% de las células del 

cerebro e influyen en muchos aspectos del desarrollo neuronal, el metabolismo, la 

función sináptica y la reparación después de una lesión. Se consideran reguladoras clave 

de la homeostasis neuronal. L as alteraciones en la comunicación neurona-glía están 

relacionadas con la progresión de enfermedades neurodegenerativas. La implicancia de 
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la autofagia en la interacción es aún incipiente, una hipótesis muy sugerente es si los 

autofagosomas se transfieren de las neuronas a la glía o viceversa. Se ha demostrado 

que los autofagosomas se secretan a partir de células no neuronales lo que plantea la 

posibilidad de que puedan transportar basura celular entre las células neuronales y 

gliales del cerebro (65, 66, 74). 

 

A diferencia de las neuronas, las células gliales se replican y responden de manera más 

robusta a los cambios de nutrientes y, por lo tanto, también pueden demostrar 

características similares a las células periféricas. Los limitados estudios disponibles 

indican que las glías, como los astrocitos y los oligodendrocitos, pueden generar una 

mejor respuesta autofágica en la degradación de las proteínas acumuladas de una 

manera dependiente e independiente de mTORC1,inhibidor de autofagia, pero la 

eficacia de esta respuesta no está del todo clara (75,76). 

Los subtipos gliales también pueden haber adaptado la autofagia para promover 

funciones especializadas. Los oligodendrocitos aumentan la mielinización en respuesta 

a una regulación positiva de la autofagia tanto en modelos mutantes de desmielinización 

como en animales control. Las células periféricas de Schwann  muestran una respuesta 

similar a la autofagia, asociadas con la regeneración de axones. Estos datos sugieren que 

la glía puede recuperar membranas y proteínas mediante autofagia para promover 

eventos mielinizantes (77,78). 

Los astrocitos encargados del mantenimiento de la homeostasis cerebral representan 

varias funciones críticas como el tráfico y reciclaje de neurotransmisores, el 

metabolismo de nutrientes e iones y la defensa contra el estrés oxidativo. Por ello 

requieren de un control exhaustivo en la degradación diferencial de proteínas.  La 

actividad del proteosoma se ha informado como el principal proceso degradativo en los 

astrocitos. A diferencia de las neuronas donde la actividad del proteosoma es menor y 

la autofagia es mayor (64, 65, 79). Es importante mencionar que los estudios de 

autofagia en astrocitos se están explorando recientemente, por ello existen muchos 

vacíos en la información. Sin embargo, se ha reportado formación de autofagosomas 

frente a la privación de nutrientes en astrocitos cultivados. Asimismo se ha visto que el 

bloqueo de la autofagia con cloroquina (un fármaco que altera la fusión del 
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autofagosoma con los lisosomas) exacerba la muerte de los astrocitos mediado por 

autofagia (127).  

Existe una estrecha interrelación compartida entre las neuronas y la glía por lo tanto, 

explorar el papel de la autofagia en cada uno de los componentes celulares del sistema 

nervioso central, así como en las interacciones entre los diferentes tipos de células, 

podría ayudar a comprender la base celular de las enfermedades cerebrales y entre 

estas NCC. 

 

2.2.3 Autofagia y Neuroinflamación 

La neuroinflamación puede causar un deterioro autofágico, lo que a su vez podría 

provocar una degeneración de la neurona en el cerebro medio de ratas con trastornos 

neurodegenerativos (80,81). La autofagia defectuosa se asocia con afecciones 

patológicas como las enfermedades degenerativas, la inflamación, las enfermedades 

infecciosas y el cáncer. En NCC se sugiere que existen mediadores proinflamatorios (IL-

1β) con potencial neurotóxico durante el desarrollo y progresión de la infección (82,83). 

Estos mismos mediadores como el IL-1β muestran vínculos estrechos entre la 

inflamación y la autofagia en el cerebro donde varios informes convergentes mostraron 

que la autofagia interfiere con la activación del inflamasoma (complejo involucrado en 

la maduración de IL-1β) al atacar a los agregados ubicuos de componentes del 

inflamasoma para su destrucción (84). Además, se ha demostrado que la vía de 

señalización de NF-κB está involucrada en la inducción de la autofagia. Por ejemplo, en 

caso de hipoxia, las células cancerosas epiteliales activan las vías de estrés oxidativo, lo 

que da como resultado la activación de autofagia. Sin embargo, depende mucho del 

contexto celular, la duración y la intensidad de la actividad de NF-κB (86). Por otro lado, 

se demostró que las citoquinas proinflamatorias IL-1β, TNF- α y IFN-γ activan la autofagia 

bajo estímulos infecciosos. Estos hallazgos muestran más evidencias de que la autofagia 

tiene efectos importantes en la inducción y modulación de la reacción inflamatoria en 

enfermedades neurodegenerativas e infecciosas (85,86). 
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III. HIPÓTESIS 

 

La presencia del cisticerco en cerebros de ratas tratadas y no tratadas 

farmacológicamente (Oxfendazol-Praziquantel) desencadena la expresión alterada de 

marcadores de autofagia en neuronas y células gliales en contraste con los cerebros de 

ratas no infectadas. 

IV. OBJETIVOS  

4.1 Objetivo general 

Evaluar la expresión de los marcadores de autofagia en cerebros de ratas con NCC 

(tratada y no tratada) en comparación con cerebros de ratas sanas.  

4.2 Objetivos específicos 

 Evaluar y comparar la expresión de marcadores de autofagia (LC3B, Beclin-1 

y p62) en cerebros de ratas  con NCC y cerebros de ratas sanas. 

 Evaluar y comparar la expresión de marcadores de autofagia (LC3B, Beclin-1 

y p62) en cerebros de ratas con NCC con tratamiento farmacológico 

(OXF+PZQ 24 horas y OXF+PZQ 2 meses post-tratamiento) y el grupo sin 

tratamiento. 

 Identificar el grupo celular entre neuronas, microglias y astrocitos que 

expresan  el marcador de autofagia LC3B en cerebros de ratas con NCC 

V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Las muestras cerebrales de ratas que se usaron para este estudio fueron proporcionadas 

por el LID-Laboratorio de Investigación en Enfermedades Infecciosas–Área de 

Inmunología de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Las muestras pertenecen a 

un estudio previo titulado “Tratamiento antiparasitario en un modelo animal de 

Neurocisticercosis”, código SIDISI 66826 que contó con la aprobación del comité 
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institucional de ética para el uso de animales (CAR-CIEA-022-2020) de la Universidad 

Peruana Cayetano Heredia. 

 

5.1 Muestras de cerebros de rata de un estudio previo 

Se utilizaron los tejidos de cerebro de rata de un estudio previo, en el cual se compararon 

dos tratamientos antihelmínticos (Albendazol + Praziquantel versus Oxfendazol + 

Praziquantel)  para el modelo animal de rata con NCC. En el estudio previo se evaluaron 

70 ratas Holtzman obtenidas del bioterio de animales de la Universidad Peruana 

Cayetano Heredia (Lima, Perú) para evaluar la eficacia del tratamiento antihelmíntico. 

Estas  ratas fueron colocadas en un ambiente bajo las mismas condiciones de 

temperatura y luz controlada, con alimento y agua ad libitum.  

Las ratas de 10 - 15 días de nacimiento fueron infectadas con alrededor de 500 

oncósferas activadas de T. solium vía intracraneal, mientras que a los controles se les 

inyectaron solamente 100 ul de solución fisiológica salina (15). Luego de 4 meses, una 

vez que las oncósferas inyectadas se establecieron en el cerebro y desarrollaron 

cisticercos se les administró tratamiento antihelmíntico praziquantel (PZQ) 100 mg/Kg 

como suspensión oral de Montana (SANIQUANTEL® 10%) y el oxfendazol (OXF) 100 

mg/Kg como suspensión oral de Montana (DEWORMA®10%) durante 7 días en dos dosis 

diarias, seguidos de 100 mg/Kg de OXF por 8 días. Una vez transcurrido estos periodos 

las ratas fueron anestesiadas y sacrificadas a las 24 horas y a los  2 meses post 

tratamiento, donde se obtuvieron los cerebros de estas por perfusión. Las ratas del 

grupo sin tratamiento recibieron una solución de 0.5% de carboximetilcelulosa, con 

Tween-80 al 10% como vehículo con el mismo patrón de administración que las tratadas. 

Cuadro 1. Distribución de ratas del estudio previo del ensayo con OXF+PZQ. 

Grupos 
n° ratas 
(Estudio 
Previo) 

Controles (Ctrl) 5 

Controles Tratados 24 horas (Ctrl 24H) 3 

Controles Tratados 2 Meses (Ctrl 2M) 5 

Infectados con vehículo 24 horas (IV 24H) 16 

Infectados Tratados 24 H (IT 24H)  14 
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Infectados con vehículo 2 Meses (IV 2M) 14 

Infectados Tratados 2 Meses (IT 2M) 13 

Total 70 

 

Los tejidos del cerebro se incrustaron en parafina y se cortaron en secciones coronales 

de 3 μm de espesor. Las secciones seriales de los cerebros se desparafinaron y 

rehidrataron  para una tinción estándar con hematoxilina y eosina con la finalidad de 

identificar las características del cisticerco y realizar un análisis histopatológico. 

 

5.2   Tamaño de muestra 

 

Para el cálculo del tamaño de muestra se utilizaron los tejidos de cerebro de rata  del 

estudio previo tomando en consideración los siguientes criterios para homogeneizar el 

grupo de evaluación: ratas solo con cisticercos parenquimales y con máximo  3 

cisticercosis  por tejido cerebral, integridad del tejido y conservación del tejido cerebral 

embebido en parafina. Para evaluar la localización del cisticerco se utilizaron imágenes 

teñidas con Hematoxilina-Eosina y se observaron al microscopio de campo claro (Anexo 

14), luego fueron impresas en papel y se contabilizó la cantidad de cisticercos por cada 

imagen, se seleccionaron solo las ratas que cumplían con los criterios mencionados. La 

integridad de las muestras se definió como material y/o tejido completo e intacto, sin 

daños externos y almacenados correctamente, resultando un total de 42 ratas acorde 

con los criterios mencionados.  

 

Cuadro 2: Distribución de ratas de acuerdo a los criterios de valoración y la selección de 

muestras: 

Grupos 
n° ratas 
(Estudio 
Previo) 

 Ratas con <= 3  
quistes 

parenquimales 
(n) 

 Ratas  quistes 
parenquimales 
+ integridad (n) 

Controles (Ctrl) 5 5 5 

Controles Tratados 24 horas (Ctrl 24H) 3 3 3 

Controles Tratados 2 Meses (Ctrl 2M) 5 5 5 

Infectados con vehículo 24 horas (IV 24H) 16 7 6 

Infectados Tratados 24 H (IT 24H)  14 9 8 
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Infectados con vehículo 2 Meses (IV 2M) 14 8 8 

Infectados Tratados 2 Meses (IT 2M) 13 8 7 

Total 70 45 42 

Total de muestra utilizada para análisis = 42 

 

 

La selección de las muestras fue por conveniencia, ya que el objetivo del proyecto fue 

comprobar si se cumplen las hipótesis planteadas inicialmente. Sin embargo, para 

corroborar el tamaño de la muestra seleccionada  se realizó el cálculo  en un programa 

estadístico online “Sample Size Calculator for Comparing Two Independent Means” 

http://statulator.com/SampleSize/ss2M.html  

 

Cuadro 3: Distribución de ratas de controles e infectadas para la evaluación del tamaño 

de muestra buscado. 

Grupos N° ratas (Estudio Previo) N° ratas evaluadas 

Controles 13 13 

Infectados 57 29 

Total 70 42 

 

Asumiendo una desviación estándar combinada de 0,4 unidades. El estudio requeriría 

un tamaño de muestra de: 5 para cada grupo (es decir, un tamaño de muestra total de 

10, asumiendo tamaños de grupo iguales), para lograr una potencia del 80% y un nivel 

de significancia del 5%, para detectar una verdadera diferencia en las medias entre el 

grupo control  y grupo de infectados de 0,75 (es decir, 1 - 0,25) unidades. 

En otras palabras, si se selecciona una muestra aleatoria de 5 de cada población y se 

determina que las medias del grupo control  y grupo de infectados son 1 y 0,25 unidades, 

respectivamente, y la desviación estándar es 0,4 unidades, tendría un 80% de potencia 

para declarar que los dos grupos tienen medias significativamente diferentes, es decir, 

un valor p de menos de 0,05. 

 

5.3  Análisis Histopatológico 

Con fines informativos los cambios esponjosos (espongiosis) se caracterizaron como 

espacios llenos de líquido d9e tamaño variable en el tejido cerebral que rodea un quiste. 

http://statulator.com/SampleSize/ss2M.html
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La gravedad del daño de los cisticercos se basó en la pérdida de integridad de la 

membrana vesicular del cisticerco y se clasificó utilizando una tinción de Hematoxilina 

Eosina. Además, se caracterizó la formación de fibras de colágeno alrededor del 

cisticerco mediante una tinción Tricrómica de Masson (Anexo 14) (41). 

5.4 Anticuerpos primarios 

 

Los anticuerpos anti-LC3B y anti-Beclin-1 se adquirieron de Abcam policlonal, Código: 

ab48394 y Código: ab62557, respectivamente. Los anticuerpos policlonales constituyen 

una mezcla de anticuerpos que son secretados por diferentes linajes  celulares tipo B de 

conejo. Por otro lado, el anticuerpo p62/SQSTM1, con código ab91526 para detectar la 

degradación autofágica fue monoclonal, esto quiere decir que los anticuerpos 

provinieron de un solo linaje de células B por ello son más puros y presentan menos 

inespecificidades (124). Los anticuerpos de anti-GFAP policlonal de ratón para 

astrocitos, anti-IBA policlonal de cabra para microglia tanto activas como en estado 

basal, anti- NF policlonal de ratón para neurofilamentos y anti-NeuN policlonal de ratón 

para marcaje de neuronas (Anexo 1).  

5.5 Inmunohistoquímica 

Una vez obtenidas las láminas portaobjetos con el tejido de cerebro se desparafinaron 

por medio de una batería creciente de  alcoholes. Luego, se expuso el antígeno a 97°C 

con Citrato 5X Tween 20 al 0,05% durante 30 minutos. Una vez lavadas con PBS 1X, se 

bloqueó la peroxidasa endógena por 30 minutos. Para la solución de bloqueo se usó BSA 

(Bovine serum albumin, por sus siglas en inglés) al 5%, leche al 2% junto con distintas 

combinaciones de sueros, de acuerdo a la especie de cada marcador, de cabra, rata, 

caballo y burro al 5% en PBS Triton al 0,05%; y se incubaron durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Las secciones del cerebro se incubaron durante toda la noche 

con 1:1000 de conejo anti-LC3B (abcam), 1:1000 de mouse anti- p62/SQSTM1 (novus) y 

1:500 de conejo anti-Beclin1 independientemente. Las secciones se lavaron con PBS-1X 

cinco veces y se incubó, con su anticuerpo secundario diluido en PBS 1X durante 1 hora 

(cabra anti- ratón IgG marcado con  HRP y cabra  anti- conejo IgG marcado con HRP). La 
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reacción antígeno-anticuerpo se detectó con el sustrato cromógeno Diaminobencidina 

DAB (Dako, Carpinteria, CA), el precipitado de color marrón representa una reacción 

positiva. Posteriormente se realizó la contratinción  con Hematoxilina de Harris por 5 

segundos. Después de la deshidratación en una serie de diluciones graduadas de etanol 

(70%, 90%, 96°y 100%), las secciones se limpiaron con xilol y se montaron usando un 

medio de montaje Entellan New. Las imágenes de IHC se obtuvieron  utilizando una 

cámara Axiocam ERc5 acoplada a un microscopio de campo claro de la marca Leica. Para 

los cerebros infectados se evaluó el área total circundante al cisticerco (600 um) (96). 

Mientras que para los controles no infectados se utilizaron las áreas analizadas de 

cerebros infectados como molde. Las imágenes se procesaron utilizando ImageJ v1.21  y 

un método de deconvolución antes de la medición del área inmunorreactiva (proporción 

entre el número de píxeles teñidos sobre el número total de píxeles en cada imagen) 

para cada marcador LC3B (200x), Beclin-1 (200x) y p62 (200x). (Anexo 2, Anexo 13) 

 

5.6  Inmunofluorescencia 

5.6.1 Control positivo de autofagia inducida por inanición en líneas 

celulares HCT8  

La expresión del marcador citosólico LC3B se evaluó mediante inmunofluorescencia 

después de la inducción de autofagia en células HCT8 (Adenocarcinoma ileocecal 

humano). Para inducir la formación de autofagosomas en esta línea celular se  

estandarizó un protocolo de inanición. Las células control  estuvieron expuestas a medio 

RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal al 10%, mientras que el grupo a evaluar 

solo se les adiciono medio  RMPI 1640 sin suero bovino fetal por un periodo de 1 hora, 

4 horas y 6 horas. Por  inmunofluorescencia se observó un aumento progresivo del 

marcador de autofagia LC3B  1:300 en las células que se encontraban sometidas a medio 

sin suero durante periodos  de tiempo prolongados. En las células control, que no fueron 

sometidas a condiciones de inanición, LC3B se expresa de manera ubicua y se detecta 

un patrón difuso con una leve tinción punteada tanto en el núcleo como en el citoplasma 

en condiciones basales. La privatización del suero durante más horas aumentó la 

expresión de LC3B.  Como resultado, este patrón cambia  ampliamente de difuso a 
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notablemente  punteado y citoplásmico (Figura 9).  

 

Figura 9: Tinción inmunofluorescente para LC3B en células HCT8. Las células HCT8  

(human ileocecal colorectal adenocarcinoma) fueron  sometidas a periodos de inanición 

de 4 y 6 horas y luego teñidas con el marcador de autofagosomas LC3B 1:500. LC3B  

(verde) y DAPI (marcador de núcleos, azul).Imágenes observadas a un aumento de 40X. 

5.6.2 Inmunofluorescencia en cerebros de ratas  

Las secciones del cerebro se permeabilizaron por desenmascaramiento con Citrato 5X 

Tween 20 0,05% durante 30 minutos, luego se lavaron cinco veces con PBS 1X. Para la 

solución de bloqueo se usó BSA o o Albumina sérica bovina  al 5%, ovoalbúmina 2% 

junto con distintas combinaciones de sueros, de acuerdo a la especie de cada 

marcador, de cabra, rata, caballo y burro al 5% en PBS Triton al 0,05% y se incubaron 

durante 1 hora a temperatura ambiente, luego se lavaron cinco veces con PBS 1X. 

Se estandarizó cada anticuerpo primario: anti-GFAP en ratón, proteína ácida fibrilar 

glial o marcador de astrocitos, con una dilución de 1:400, esta concentración mostró 

patrones mejor definidos y background inexistente en las láminas corridas. En las 

neuronas, evaluamos la proteína NeuN ubicada en los núcleos y el citoplasma 

perinuclear de la mayoría de las neuronas con una dilución de 1:1000 anti-NeuN en 

ratón. En microglias totales utilizamos molécula adaptadora ionizante de unión al 

calcio 1 o IBA-1, resultando una dilución 1:400 de anti-IBA en cabra. Finalmente, para 

evaluar la región axonal de las neuronas estandarizamos la proteína neurofilamento, 

un tipo de filamento intermedio expresado ampliamente en los axones neuronales en 

una dilución de 1: 1000 anti-NF en ratón (Anexo 3, 4, 15) 
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Se añadió los anticuerpos anti-LC3B de conejo (1:1000) y anti-p62 (1:500) se incubó 

toda la noche  durante 16 horas aproximadamente 4°. Las secciones se lavaron con 

PBS-1X cinco veces y se incubó, bajo condiciones fotosensibles, con su anticuerpo 

secundario respectivo durante 1h (burro anti-conejo IgG Alexa Fluor® 488, anti-ratón 

IgG Alexa Fluor® 488, anti-cabra IgG Alexa Fluor® 488). Las secciones teñidas se 

cubrieron con un cubreobjetos usando ProLong Gold Antifade Mountant con DAPI (Life 

Technologies) y se observaron con un microscopio confocal (Axio Observed A1; Zeiss, 

Oberkochen, Alemania). Las imágenes se obtuvieron con una cámara Axiocam MRC 

(Zeiss) con el software Zen Pro versión 2012.  

Para fines descriptivos y explicativos se  determinó el porcentaje de colocalización 

utilizando  el área que representaba un espectro amarillo.  

Se analizaron por conveniencia 16 cerebros de ratas de un total de 42 , divididos en 

siete grupos: 2 ratas del grupo Control (Ctrl), 2 ratas del grupo de Controles Tratados 

24 horas (Ctrl 24H), 2 ratas del grupo  de Controles Tratados 2 Meses (Ctrl 2M), 2 ratas 

del grupo  Infectados con vehículo 24 horas (IV 24H), 2 ratas del grupo Infectados con 

vehículo 2 Meses (IV 2M), 3 ratas del grupo  Infectados Tratados 24 H (IT 24H) y 3 ratas 

del grupo Infectados Tratados 2 Meses (IT 2M). Se obtuvieron un total de 80 imágenes 

RGB o a color (Red, Green and Blue, por sus siglas en inglés) con un doble marcaje entre 

LC3B y NeuN (16 imágenes, 20x), LC3B y GFAP (16 imágenes, 20x), LC3B e IBA-1 (16 

imágenes, 20x), LC3B y NF (16 imágenes, 20x), LC3B y p62 (16 imágenes, 20x), las cuales 

fueron  procesadas utilizando las herramientas de ImageJ v1.21. LC3B se marcó con un 

fluoróforo verde, mientras que el resto de marcadores, con un fluoróforo rojo; la 

superposición entre ambos colores resultó amarillo.  

De cada imagen se evaluó  una sección  de 600 x 600 micras en una región aleatoria y 

cercana al quiste. Una región cercana al cisticerco se definió como no menos de 400 

micras alrededor de este. Para determinar el área total de color de las regiones 

evaluadas, las imágenes se convirtieron a blanco y negro utilizando la herramienta 

Imagen 8 bits, donde el área  blanca estuvo definida como el total de  la región 

inmunoreactiva o con color, mientras que el  área negra representó el fondo o el área 

sin inmunoreactividad. Por otro lado, para determinar  el área de  color amarillo, se 
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utilizó  la herramienta Color Treshold (Umbral del color)  de  ImageJ v1.21. que permitió 

seleccionar partes de una imagen RGB que se encuentran en un rango de color 

específico, en este caso amarillo. Todas las áreas fueron obtenidas en micras y se 

determinó el porcentaje de colocación utilizando la siguiente fórmula: 

%𝐶𝑜𝑙𝑜𝑐𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
Á𝑟𝑒𝑎 𝑎𝑚𝑎𝑟𝑖𝑙𝑙𝑎 (𝑢𝑚) 𝑥 100 % 

Á𝑟𝑒𝑎 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑎 (𝑢𝑚)
 

Dado que la cantidad de muestra evaluada no fue representativa, no se realizó un 

análisis estadístico de los resultados obtenidos (Anexo 12). 

 

5.7 Estadística 

Los datos fueron analizados por Stata 14 y Prism Graphpad versión 8, presentados como 

la media ± desviación estándar. Se evaluaron los datos con la Prueba de Shapiro Wilk 

para la normalidad. Posteriormente, se utilizaron una prueba de Kruskal Wallis y una de 

comparaciones múltiples de Dunn’s para evaluar las diferencias significativas entre los 

grupos. Se consideró que P <0,05 indica una diferencia estadísticamente significativa. 

VI. RESULTADOS 

 

Se evaluó mediante inmunohistoquímica la expresión de los marcadores de autofagia, 

LC3B, Beclin y p62 en un total de 42 cerebros de rata, divididos en siete grupos: 

Controles (Ctrl), Controles Tratados 24 horas (Ctrl 24H), Controles Tratados 2 Meses 

(Ctrl 2M), Infectados con vehículo 24 horas (IV 24H), Infectados Tratados 24 H (IT 24H), 

Infectados con vehículo 2 Meses (IV 2M), Infectados Tratados 2 Meses (IT 2M). Para el 

caso de los cerebros de rata infectados se evaluaron 45 quistes distribuidos en los 

diferentes grupos de cerebros infectados con NCC. 

El inmunomarcaje de LC3B, Beclin-1 y p62 alrededor de los quistes en las ratas 

infectados presentó diferencias significativas con los grupos controles, los valores de p 

se muestran en las gráficas.  La alta expresión se observó principalmente en las zonas 

con presencia de cambio espongiótico como se observa en las Figuras 10, 11 y 12. 
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6.1  Inmunoreactividad del marcador LC3B      

 

 

 

Figura 10: Inmunoreactividad para  LC3B. Imagen representativa del grupo control (A), 

grupo control Tratamiento 24 H (B), grupo control Tratamiento 2M (C) para el marcador 

LC3B, se observa intenso marcaje en todo el cuerpo neuronal principalmente en corteza 

cerebral como indican las flechas negras. Las imágenes D, E, F, G son representativas del 

grupo de infectadas con vehículo o tratamiento, se observa un intenso inmunomarcaje 

compacto en forma de esferas alrededor del cisticerco como indican las flechas negras. 

Finalmente, la imagen H, muestra las inmunoreactividad del marcador LC3B en términos 
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de media ± DE de todos los quistes analizados por grupo, la significancia estadística se 

evaluó mediante la prueba de Kruskal Wallis (p<0.0001), seguido de una prueba de 

comparaciones múltiples. Se observaron diferencias significativas entre infectados y no 

infectados, más no entre los grupos de tratamiento. Barra de escala de 50 um. (Anexo 

6) 

6.2 Inmunoreactividad del marcador Beclin-1 
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Figura 11: Inmunoreactividad para la proteína Beclin-1. Imagen representativa del 

grupo control (A), grupo control Tratamiento 24 H (B), grupo control Tratamiento 2M 

(C) para el marcador Beclin 1, se observa leve marcaje principalmente en soma neuronal 

como indican las flechas negras. Las imágenes D, E, F, G son representativas del grupo 

de infectadas con vehículo o tratamiento, se observa un intenso inmunomarcaje 

compacto en determinadas zonas y difusa en otras, alrededor del cisticerco como 

indican las flechas negras. Finalmente, la imagen H, muestra las inmunoreactividad del 

marcador Beclin en términos de media ± DE de todos los quistes  analizados por grupo, 

la significancia estadística se evaluó mediante la prueba de Kruskal Wallis (p<0.0001), 

seguido de una prueba de comparaciones múltiples. Existen diferencias altamente 

significativas entre infectados y controles, pero no entre grupos de tratamiento, ni entre 

controles. Barra de escala 50 um. (Anexo 7) 

 

6.3  Inmunoreactividad del marcador p62  
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Figura 12: Inmunoreactividad para la proteína p62/SQSTM1. Imagen representativa del 

grupo control (A), grupo control Tratamiento 24 H (B), grupo control Tratamiento 2M (C) 

para el marcador p62/SQSTM1, ausencia de inmunomarcaje para las imágenes de 

control. Las imágenes D, E, F, G son representativas del grupo de infectadas con vehículo 

o tratamiento, se observa un inmunomarcaje compacto en determinadas zonas y difuso 

en otras con forma esferoide alrededor del cisticerco como indican las flechas negras. 

Finalmente, la imagen H, muestra las inmunoreactividad del marcador p62 en términos 

de media ± DE de todos los quistes analizados por grupo, la significancia estadística se 

evaluó mediante la prueba de Kruskal wallis (p<0.0001), seguido de una prueba de 

comparaciones múltiples. Existen diferencias altamente significativas entre infectados y 

controles, pero no entre grupos de tratamiento, ni entre controles. Barra de escala 50 

um. (Anexo 8) 

 

6.4  Expresión constitutiva de LC3B en cerebros de ratas sin NCC 

 

Se evaluó la expresión del marcador LC3B en cerebros de ratas no infectadas con NCC 

en tres regiones principales del cerebro: corteza (A), cuerpo estriado  (B) y cerebelo(C). 

Nótese que en la Figura 13 la expresión del marcador LC3B sigue el patrón de las células 
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que constituyen cada región. En la corteza se observa tenue pero bien definido el 

marcaje de las neuronas desde el soma hacia el axón. Se observa el mismo patrón en 

cuerpo estriado y cerebelo. 

 

 

 

Figura 13: Inmunofluorescencia de LC3B en cerebros de ratas no infectadas en corteza 

(A), Cuerpo estriado (striatum) (B) y cerebelo (C). El análisis de doble tinción para LC3B 

(verde) y DAPI (marcador de núcleos, azul). Las flechas señalan los distintos tipos de 

grupos celulares predominantes en cada región cerebral, destacando la forma 

característica de cada una. Imágenes tomadas a un aumento de 40X. Barra de escala de 

50 um. 

 

6. 5 Expresión de LC3B en cerebros de ratas con NCC en una región 

lejana y cercana al cisticerco 

La Figura 14 muestra 2 regiones de corteza, una cercana y otra lejana del cisticerco 

elegidas aleatoriamente para evaluar la expresión de LC3B. Se observa un patrón de 

acúmulos del LC3B de aspecto redondeado en la región cercana a la ubicación del 

cisticerco, mientras que en las regiones lejanas la intensidad del marcaje disminuye y 

conserva la forma definida del grupo celular de la región evaluada. 



42 | P á g i n a   

 

 

 

Figura 14: Inmunofluorescencia de LC3B en dos regiones de corteza del cerebro de rata 

con NCC. (A) representa una región de corteza cercana a los cisticercos a, b y c, definida 

como no menos de 400 micras alrededor de estos, donde se observó un aumento de la 

expresión del marcador LC3B (verde) acumulados en forma de esferas de tamaño 

heterogéneo. (B) representa una región de corteza lejana de los cisticercos a, b y c. El 

marcador de autofagosomas mostró expresión constitutiva sin formación de cúmulos o 

esferas aglomeradas. Imágenes tomadas a un aumento de 10X y 40X. Barra de escala de 

50 um. 

 

6.6 Colocalización del marcador LC3B con grupos celulares (astrocitos, 

microglias y neuronas) y p62. 

Mediante inmunofluorescencia se evaluó la colocalización del marcador LC3B en células 
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neuronales, microglias, astrocitos y neurofilamento, así como con p62 en un total  de 16 

cerebros de ratas, divididos en siete grupos: 2 ratas del grupo Control (Ctrl), 2 ratas del 

grupo Controles Tratados 24 horas (Ctrl 24H), 2 ratas del grupo Controles Tratados 2 

Meses (Ctrl 2M), 2 ratas del grupo  Infectados con vehículo 24 horas (IV 24H), 2 ratas del 

grupo Infectados con vehículo 2 Meses (IV 2M), 3 ratas del grupo  Infectados Tratados 

24 H (IT 24H) y 3 ratas del grupo Infectados Tratados 2 Meses (IT 2M). La Figura 15 

muestra la expresión del biomarcador LC3B en verde, los núcleos celulares en azul 

marcados con DAPI y tanto los grupos neuronales, gliales y p62 en rojo. 

En la figura 15 la expresión del marcador de astrocitos GFAP presentó una forma 

pleomórfica y un gran cuerpo de células planas, largas que forman una red en forma de 

estrella alrededor del cisticerco en cerebros infectados; sin embargo, no se observó 

colocalización en ninguno de los siete grupos evaluados. 

Para evaluar la presencia del marcador LC3B en microglias totales utilizamos una 

molécula adaptadora ionizante de unión al calcio 1 o IBA-1. La figura 15 muestra una 

región cercana al cisticerco de un cerebro infectado con un incremento en la expresión 

y en la forma de las microglias, las cuales se observan con un aspecto más ameboide y 

menos ramificado en las zonas con presencia de cambio espongiótico, pero no se 

observó colocalización en los siete grupos. 

Con la finalidad de determinar la expresión del marcador LC3B en las neuronas, 

evaluamos la proteína NeuN ubicada en los núcleos y el citoplasma perinuclear de la 

mayoría de las neuronas. En los cerebros controles se observó mayor porcentaje de 

colocalización en neuronas con sus característicos cuerpos celulares y axones. Sin 

embargo, en cerebros infectados este porcentaje de colocalización disminuyó y se 

observaron neuronas poco definidas con cambios atróficos en los somas y, sobre todo, 

en regiones axonales. Finalmente se evaluó la región axonal de las neuronas utilizando 

la proteína neurofilamento NF, un tipo de filamento intermedio expresado ampliamente 

en los axones neuronales. La figura 15 muestra que en tejido cerebral sano la proteína 

de neurofilamento está presente en su forma normal distribuida a lo largo del axón de 

la mayoría de las neuronas. Mientras que en cerebros infectados se observan 

acumulaciones de agregados de neurofilamento de forma esférica conocidos como 
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esferoides y colocalizan con el marcador LC3B. 
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 Figura 15: Colocalización del marcador de autofagosomas LC3B en células neuronales 

y gliales. (A) Región aleatoria cercana al cisticerco. (B) Colocalización de LC3B con NeuN 

(Proteína Nuclear Neuronal), NF (Neurofilamento), GFAP (Proteína Ácida Fibrilar Glial), 

IBA-1 (Molécula Adaptadora de Unión a Calcio Ionizada -1) y p62 (Proteína de 

degradación autofágica). Barra de escala 10 um. Imágenes observadas a un aumento de 

40X. (C) Porcentajes de colocalización entre LC3B y grupos neuronales y gliales en 

controles (Ctrl), Controles Tratados 24 horas (Ctrl 24H), Controles Tratados 2 Meses (Ctrl 

2M), Infectados con vehículo 24 horas (IV 24H), Infectados Tratados 24 H (IT 24H), 

Infectados con vehículo 2 Meses (IV 2M), Infectados Tratados 2 Meses (IT 2M).  

 

VII. DISCUSIÓN 

 

La autofagia es un mecanismo homeostático altamente regulado para la degradación 

masiva de los contenidos citoplasmáticos (44,45). Se ha implicado en una variedad de 

condiciones fisiológicas y patológicas relevantes para enfermedades neurológicas. Sin 

embargo, en NCC se desconoce su caracterización e implicancia. En el presente trabajo, 

se utilizaron cerebros de ratas controles, infectados con NCC y tratados (OXF+ PZQ 24 

horas y 2 meses) para analizar, mediante inmunohistoquímica, la expresión de los 

marcadores LC3B, Beclin-1 y p62. Asimismo, mediante inmunofluorescencia evaluamos 

la presencia y caracterización de autofagosomas positivos para LC3B en neuronas y 

células gliales. 

Se observó un incremento estadísticamente significativo en la expresión de los 

marcadores estructurales de los autofagosomas LC3B y Beclin- 1 en el tejido que rodea 

al cisticerco. En comparación, los cerebros controles presentaron niveles nulos o bajos 

de reactividad. Asimismo, encontramos que los niveles de p62 se ven incrementados en 

los cerebros infectados versus los cerebros controles existiendo una diferencia 

estadísticamente significativa. Estos hallazgos son coherentes con la bibliografía 

revisada, ya que en cerebros controles los niveles de p62/SQSTM1, un producto de 

degradación exclusiva de la vía de autofagia, son escasos. A niveles basales, en un 
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proceso normal de autofagia la disminución de los niveles de p62 es un indicativo de la 

degradación lisosomal y finalización del flujo autofágico (54, 55,62). Mientras que en 

condiciones de estrés o disfunción del flujo autofágico la expresión de p62 se ve 

incrementada. La mayor inmunoreactividad de estos marcadores (LC3B, Beclin 1 y p62) 

en cerebros de ratas con NCC también se observan en traumatismo craneoencefálico, 

traumatismo cortical controlado y enfermedades neurodegenerativas. En estas 

afecciones se confirmó un incremento de los marcadores LC3B y p62 provocado por una 

disfunción del flujo autofágico, lo que da como resultado una acumulación masiva de 

autofagosomas dentro de neuronas en degeneración (87). La mayor inmunoreactividad 

de LC3B y p62 está relacionada a una alteración del flujo autofágico en el cerebro 

lesionado, este evento estaba asociado con la gravedad de la lesión o una peor 

recuperación (88, 89, 90). La acumulación de autofagosomas y un ineficiente 

aclaramiento autofágico da como resultado una mayor reactividad de marcadores 

autofágicos, consecuente con los resultados obtenidos. 

 

Evaluamos la alteración de los marcadores autofágicos y su asociación con el 

tratamiento farmacológico (OXF+PZQ) en dos periodos de tiempo (24 horas y 2 meses). 

No se observaron diferencias significativas entre la inmunoreactividad de los 

marcadores LC3B, Beclin-1 y p62 entre los infectados tratados e infectados con el 

vehículo en ambos tiempos de tratamiento. Sin embargo, los resultados mostraron que 

la mayor expresión de los marcadores autofágicos se inclinó hacia  los cerebros 

infectados tratados a las 24 horas. Por ejemplo, en modelos murinos con NCC se ha 

reportado que la acción sinérgica del tratamiento antihelmíntico de Oxfendazol más 

Praziquantel genera mayor daño a los cisticercos. En las primeras 24 horas se produce 

una exacerbación en la liberación de antígenos y va disminuyendo con el paso del tiempo 

(41,91). Además, la inflamación alrededor del cisticerco aumenta y se observa mayor 

severidad del cambio espongiótico en el parénquima cerebral. La exposición al estrés y 

la liberación de antígenos, provocado por la degeneración del parásito, probablemente 

desencadenaría una respuesta autofágica; proceso que no ha sido explorado 

preliminarmente en NCC. 
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Si bien es cierto, la autofagia basal en el SNC es escasa, juega un papel fundamental en 

el recambio constitutivo del contenido citosólico y la eliminación de proteínas dañadas 

en neuronas específicas del cerebro (22,50). Posiblemente, la explicación de esta 

escasez se deba al eficaz y buen funcionamiento de la maquinaria autofágica y sus 

constituyentes, haciendo que los autofagosomas no logren acumularse en neuronas 

sanas a niveles detectables. Otra explicación sería que la autofagia basal es constitutiva 

y recicla el citoplasma y sus constituyentes, de manera no selectiva y continua, para 

equilibrar la síntesis con la degradación y mantener la homeostasis neuronal (21). Por 

ello es vital su buen flujo y funcionamiento. Una alteración en la autofagia neuronal 

podría perjudicar el control de calidad, dando lugar a la acumulación aberrante de 

proteínas mal plegadas y/o agregados tóxicos observados frecuentemente en 

enfermedades neurodegenerativas, como la Enfermedad de Alzheimer, la Enfermedad 

de Parkinson y la Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) (67,92, 93). 

 

En este estudio encontramos que entre las células neuronales y gliales evaluadas en el 

tejido cerebral de ratas con NCC, exclusivamente las neuronas y sus axones son los 

grupos donde se observó un incremento de los marcadores autofágicos. La 

inmunofluorescencia mostró que en cerebros sanos los núcleos neuronales o somas, 

evaluados con NeuN, presentaron apariencia normal y colocalizaron con los 

autofagosomas LC3B a niveles basales . En cerebros infectados, aunque la acumulación 

de autofagosomas aumentó, la proporción de somas neuronales que colocalizan con 

LC3B disminuyó visualmente, esto indicaría que los autofagosomas se estarían 

acumulando en menor proporción en los somas de las neuronas.  

Los autofagosomas se generan, preferentemente, en los extremos distales de los axones 

y por transporte retrógrado se dirigen al soma para fusionarse con los lisosomas y formar 

el autolisosoma, donde se llevará a cabo la degradación. La disminución de 

autofagosomas en el cuerpo neuronal vistas aquí, podría representar una disfunción en 

el transporte de autofagosomas hacia este compartimento y por ende  al último paso 

del flujo autofágico, la degradación. Para evaluar esta posibilidad hace falta recurrir a 

marcadores específicos que reflejen la interrupción o el daño en el transporte axonal, 

por ejemplo el Gen SOD-1, dineína y kinesina utilizados para evaluar el déficit en el 
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transporte anterógrado y retrógrado en diferentes enfermedades neurodegenerativas 

(96, 94). 

 

Adicionalmente, nuestros resultados evidenciaron acumulación localizada de 

neurofilamento (NF) en los axones de las neuronas de cerebros infectados, donde la 

colocalización de autofagomomas y NF incrementó visualmente  96 % alrededor del 

cisticerco con respecto a los cerebros controles. Estas acumulaciones son conocidas 

como esferoides o inflamaciones focales de un axón si tienen un diámetro de 20 um y 

varicosidades si presentan menor tamaño (94,95) y por lo general, suelen estar llenas de 

orgánulos y citoesqueleto alterado. Recientemente, un estudio demostró que los 

esferoides no se limitan al modelo de rata, sino que también están presentes en tejido 

cerebral de cerdos y humanos con NCC. Además, hallaron acumulación de NF dentro de 

los esferoides axonales, condición consecuente de la interrupción del transporte axonal 

(94). Coincidentemente la aparición de estos esferoides axonales, y su reactividad es 

similar a la encontrada en varias enfermedades neurodegenerativas y de lesión 

traumática, esto respalda la probabilidad de que quizá existan vías comunes 

compartidas en la degeneración axonal de NCC con estas enfermedades. Se ha 

demostrado que varios mecanismos conducen a la degeneración axonal incluyendo el 

trauma físico del axón, el estrés oxidativo y la inflamación (78, 88, 90). En nuestro 

estudio, dado que se utilizó un modelo de rata, el tamaño relativamente grande de los 

cisticercos en el cerebro posiblemente conllevó a la compresión física del axón y 

probablemente contribuyó al deterioro del transporte axonal y consecuentemente a la 

formación de esferoides axonales (78). Además, se ha demostrado que la acumulación 

de neurofilamento se relaciona progresivamente con la interrupción del transporte 

axonal e incluso este deterioro o interrupción del transporte conduce a la degeneración 

axonal (94-97). Esto último puede estar ocurriendo en NCC. Por ello, sugerimos un 

modelo esquemático de flujo autofágico alternativo en neuronas que rodean al 

cisticerco donde el transporte axonal  está siendo interrumpido producto de la 

formación de esferoides acumulados en las regiones medias del axón. Como resultado, 

los autofagosomas se concentran en las hinchazones axonales y no logran dirigirse hacia 

el soma para la proteólisis lisosomal.  



49 | P á g i n a   

 

 

 

 

Figura 16. Modelo esquemático propuesto para autofagia en NCC. Flujo autofágico 

alternativo en neuronas sanas y neuronas que rodean el cisticerco en el cerebro de ratas 

con NCC. (A) Flujo autofágico en una neurona sana y (B) una neurona de un cerebro con 

NCC. Nótese la formación de hinchazones axonales llenas de material acumulado. Las 

imágenes de colocalización LC3 (verde) y NF (rojo) en neuronas sanas e infectadas que 

soportan el modelo gráfico. Barra de escala 10 micras.   

 

Además de las neuronas, se evaluaron astrocitos y microglías con GFAP e Iba-1, 

respectivamente mediante inmunofluorescencia. No se observó colocalización con LC3B 

en ninguno de estos grupos celulares a pesar de la sobreexpresión de GFAP e Iba-1 

alrededor del cisticerco, eventos reportados como gliosis astrocítica o scar glial en NCC 

(15,18). El rol de la autofagia a nivel neuronal en condiciones basales y patológicas ha 

sido ampliamente estudiado, pero en eventos patológicos la autofagia en las células 

gliales no está bien caracterizada (65,66). Las glias constituyen una alta proporción en 

cuanto a población celular, aproximadamente 3:1 glia/neurona y cumplen un rol 
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fundamental en los procesos neuroinflamatorios (98). Al igual que las neuronas, las 

células gliales representan una colección diversa y especializada de tipos de células y, 

por lo tanto, también pueden demostrar una dependencia temporal y de subtipo. 

Asimismo, los astrocitos y microglias se pueden encontrar en estados activos e inactivos, 

evento que dificulta la caracterización de diversos procesos celulares como la autofagia 

(74, 65, 99). A diferencia de las neuronas, las células gliales se replican y responden de 

manera más robusta a los cambios de nutrientes y, por lo tanto, también pueden 

demostrar características similares a las de las células periféricas (75,100). 

 

Estudios en enfermedades neurodegenerativas, así como en isquemia y accidente 

cerebrovascular, sugieren que la autofagia puede modular la respuesta inflamatoria 

microglial; sin embargo, no está claro si esta regulación es positiva o negativa. Los 

estudios disponibles indican que las microglias, el actor principal del sistema 

inmunológico innato en el cerebro, orquesta la respuesta inflamatoria cerebral, 

respondiendo al daño del SNC y regulando la liberación de mediadores inflamatorios 

solubles, así como fagocitando detritos específicos (75, 101, 102). La evidencia 

acumulada sugiere que la maquinaria de autofagia modula la fagocitosis en macrófagos 

y microglia, los genes de la autofagia pueden modular la captación fagocítica mediante 

la regulación de la expresión de los receptores de engullimiento de la superficie (54, 

103). En contraste a esto, algunos datos sugieren que puede existir una superposición 

funcional entre la autofagia y la fagocitosis como sucede en enfermedades 

neurodegenerativas y envejecimiento, donde la inhibición de una desencadena la 

activación de la otra, evento que podría estar sucediendo en NCC (104,54). En relación 

con ello, la autofagia puede regular negativamente la formación del inflamasoma, 

mediante la digestión de sus sustratos (54). 

 

Los limitados estudios en astrocitos revelan que estos tienen una mayor eficiencia de 

eliminación de proteínas que las neuronas, esto puede constituir un mecanismo de 

protección intrínseco para eliminar proteínas mal plegadas en las neuronas (54, 65). Este 

evento se ha reportado en agregados de α-sinucleína y enfermedades priónicas, donde 

podría existir comunicación entre neuronas y astrocitos para la liberación de agregados 
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tóxicos, mediante la absorción y eliminación en astrocitos (105,106). En relación con 

esto, los agregados de α-sinucleína se propagan de manera eficiente de neuronas a 

astrocitos y entre los propios astrocitos, pero no de astrocitos a neuronas. También se 

han observado fenómenos similares en agregados de Huntingtina (HTT) en Drosophila 

(107). Por otro lado, se ha informado que la actividad del proteasoma, vía degradativa 

de proteínas, podría ser menor en las neuronas en comparación con los astrocitos. 

Utilizando reporteros fluorescentes se demostró que en cultivos primarios el 

proteosoma es menos activo en neuronas que en astrocitos y que, en el cerebro del 

ratón, una disminución dependiente de la edad en la actividad del proteosoma es más 

prominente en las neuronas que en las células gliales (108,109). Asimismo, usando una 

sonda óptica de persecución de pulsos se observó que la eliminación de HTT mutante 

ocurre más rápidamente en astrocitos que en neuronas tanto en cultivos primarios 

como en cerebro de ratón (110).  

Aunque la autofagia es un proceso ubicuo y los componentes de la maquinaria de la 

autofagia se expresan ampliamente, la regulación de la autofagia puede ser específica 

de un órgano, región cerebral, tipo o subtipo celular. Por lo tanto, no es sorprendente 

que la autofagia pueda estar regulada diferencialmente en las neuronas en comparación 

con las células gliales, como lo observado en el presente trabajo. Sin embargo, se 

necesitan más estudios para investigar en detalle cómo la autofagia se regula de manera 

diferente en astrocitos, neuronas y microglias. 

 

Finalmente, encontramos mayor inmunoreactividad de los marcadores autofágicos en 

los cerebros infectados en comparación con los cerebros controles. Esta reactividad 

presentó una inclinación hacia el grupo de ratas infectadas con tratamiento 24 horas; 

pero no se obtuvo significancia estadística. Posiblemente, el tamaño de muestra 

influenció en este resultado, puesto que el grupo evaluado sólo consideró cerebros con 

quistes parenquimales. Por ello sugerimos ampliar el número de muestra. Por otro lado, 

la acumulación de autofagosomas se presentó en el soma neuronal y en regiones donde 

se observa daño axonal o esferoides en cerebros de ratas con NCC. Sin embargo, muchas 

de estas acumulaciones no colocalizaron con ninguno de los marcadores neuronales y 

gliales evaluados. Posiblemente por la falta de evaluación de otros tipos celulares como 
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los oligodendrocitos u otros tipos de marcadores que detectan subtipos neuronales. Por 

ejemplo  NeuN a pesar de ser detectada en la mayoría de los tipos de células neuronales 

de ratones adultos, no se expresa en células cerebelosas de Purkinje, las células mitrales 

del bulbo olfatorio, las células fotorreceptoras de la retina y las neuronas 

dopaminérgicas de la sustancia negra , las cuales no fueron evaluadas en este proyecto 

(111). Por otro lado, para corroborar y distinguir entre respuestas autofágicas activas y 

bloqueo de autofagia, es necesario tener en cuenta el flujo autofágico utilizando 

modelos animales in vivo, y el uso de inhibidores y distintas metodologías de detección 

como la microscopía electrónica de transmisión (TEM), una técnica eficiente para la 

evaluación de la autofagia in situ. El uso de marcadores policlonales, representa, 

también, una limitación debido a su alta especificidad multiepítope. El reconocimiento 

de múltiples epítopos a menudo induce una alta reactividad cruzada con proteínas que 

contienen patrones conservados, especialmente con proteínas homólogas entre 

especies. Por lo tanto, la presencia de una gran cantidad de anticuerpos inespecíficos a 

menudo conduce a niveles de fondo elevados (124). Considerando esta limitación, 

contrarrestamos la inespecificidad de los anticuerpos policlonales estableciendo un 

protocolo de estandarización basado en el bloqueo de proteínas endógenas con el fin 

de prevenir la unión no específica de los anticuerpos primario y/o secundario (Anexo 2, 

3,4).  

Dados los resultados presentados sugerimos evaluar la disfunción del transporte axonal 

y su implicancia con la autofagia en NCC.  
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VIII. CONCLUSIONES 

 

● Se observó un incremento significativo respecto al control negativo sin NCC 

en la expresión de los marcadores autofágicos LC3B, Beclin- 1 y p62 en el 

área circundante al cisticerco. 

● No se observaron diferencias significativas entre los infectados tratados 

(OXF + PZQ 24 horas y OXF + PZQ 2 meses) e infectados con vehículo. Sin 

embargo, se evidenció un incremento en la expresión de los marcadores 

autofágicos  inclinado hacia cerebros infectados tratados a las 24 horas. 

● La acumulación de autofagosomas positivos para LC3B colocalizan con el 

soma y con regiones de hinchazón axonal o esferoides en cerebros de ratas 

con NCC. 

● La acumulación de autofagosomas positivos para LC3B no colocalizan con 

astrocitos ni microglías en cerebros de ratas con NCC.
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IX. ANEXOS 

 

ANEXO 1: Lista de anticuerpos utilizados  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anticuerpo Marca 
Código 

Clonalidad 
IIHC/ 

IFI 

Rabbit mAB anti-LC3 Abcam ab48394 Policlonal IHC 

Rabbit mAB anti-Beclin-1 Abcam ab62557 Policlonal IHC 

Mouse mAB anti-p62 Novus H00008878-M01 Monoclonal IHC 

Mouse mAB anti-NeuN Abcam ab104225 Monoclonal IFI 

Mouse mAB anti-NF Merck MAB5262 Monoclonal IFI 

Mouse mAB anti-GFAP Merck IF03L Monoclonal IFI 

Goat mAB anti-IBA-1 Abcam ab5076 Policlonal IFI 

Goat anti-mouse IgG HRP 
labeled 

Invitrogen 161815 NA IHC 

Goat anti-rabbit IgG HRP 
labeled 

KLP (seraCare) 741516 NA IHC 

Goat anti-mouse IgG Alexa 
fluor 488® labeled 

Invitrogen A11029 Policlonal IFI 

Donkey anti-rabbit IgG 
Alexa fluor 488® labeled 

Invitrogen A21206 Policlonal IFI 

Donkey anti-goat IgG Alexa 
fluor 488® labeled 

Invitrogen A11055 Policlonal IFI 

Goat anti-rabbit IgG Alexa 
fluor 594® labeled 

Invitrogen A11012 Policlonal IFI 
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ANEXO 2: Protocolo de estandarización del marcador LC3-B, Beclin-1 y p62 para 

Inmunohistoquímica  

  LC3B BECLIN-1 P62 

 
Código 

ab48394 ab62557 
H00008878-

M01 

Desparafinación 

Estufa  45 min 45 min 45 min 

Xilol I x 3 3 min  3 min  3 min  

Xilol II x 2 3 min  3 min  3 min  

Xilol III x 3 3 min  3 min  3 min  

Batería Decreciente 
de OH 

2 min 
2 min 2 min 

Desenmascaramiento  

Citrato 1x +Tween 
20 

Copplin Copplin Copplin 

Tiempo 30 min 30 min 30 min 

3 Lavados de 5 min     

Bloqueo de peroxidasas 
endógenas 

3% H2O2 + PBS 
1x 

30 min 30 min 30 min 

3 Lavados de 5 min     

Bloqueo Proteínas 
Endógenas 

PBS 1x + Triton 
0.05% 

BSA 5% BSA 5% BSA 2% 

Burro 5% Burro 5% Cabra 5% 

Cabra 5% Cabra 5% Leche 2% 

Leche 2% Leche 2%  

Tiempo 60 min 60 min 60 min 

3 Lavados de 5 min     

Anticuerpo Primario 

PBS 1x + Triton 
0.05% 

Cabra 5% Cabra 5% Cabra 5% 

Rata 5% Rata 5% Rata 5% 

Caballo 1% Caballo 1% Caballo 1% 

Leche 2% Leche 1%  

Dilución 1:1000 1:500 1:1000 

Tiempo 
4 °C 

Overnigth 
4 °C 

Overnigth 
4 °C Overnigth 

3 Lavados de 5 min     

Anticuerpo Secundario 

PBS 1x  

Cabra 5% Cabra 5% Cabra 5% 

Rata 5% Rata 5% Rata 5% 

Caballo 5% Caballo 5% Caballo 5% 

Dilución 1:400 1:400 1:400 

Tiempo 60 min 60 min 60 min 

3 Lavados de 5 min     

Revelado  

Solución PBS 1X PBS 1X PBS 1X 

 H2O2 3% H2O2 3% H2O2 3% 

DAB Cromógeno Cromógeno Cromógeno 

Deshidratación 
Batería Creciente 
OHs/ Xilol I y II 

1 min / 3 min 1 min / 3 min 1 min / 3 min 

Montaje Solución Entellan Entellan Entellan 
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ANEXO 3: Protocolo de estandarización del marcador LC3-B y p62 para 

Inmunofluorescencia 

 

  LC3B P62 

 Código ab48394 H00008878-M01 

Desparafinación 

Estufa  45 min 45 min 

Xilol I x 3 3 min  3 min  

Xilol II x 2 3 min  3 min  

Xilol III x 3 3 min  3 min  

Batería Decreciente 
de OH 

2 min 2 min 

Desenmascaramiento  

Citrato 1x +Tween 
20 

Copplin Copplin 

Tiempo 30 min 30 min 

3 Lavados de 5 min    

Bloqueo Proteínas 
Endógenas 

PBS 1x + Triton 
0.05% 

BSA 5% BSA 2% 

Burro 5% Cabra 5% 

Cabra 5% Leche 2% 

Ovoalbúmina 2% Ovoalbúmina 2% 

Tiempo 60 min 60 min 

3 Lavados de 5 min    

Anticuerpo Primario 

PBS 1x + Triton 
0.05% 

Cabra 5% Cabra 5% 

Rata 5% Rata 5% 

Caballo 5% Caballo 5% 

Ovoalbúmina 2% Ovoalbúmina 2% 

Dilución 1:1000 1:1000 

Tiempo 4 °C Overnigth 4 °C Overnigth 

3 Lavados de 5 min    

Anticuerpo 
Secundario 

Alexa fluor 488 

FOTOSENSIBLE 

PBS 1x  

Cabra 5% Cabra 5% 

Rata 5% Rata 5% 

Caballo 5% Caballo 5% 

Dilución 1:400 1:400 

Tiempo 60 min 60 min 

3 Lavados de 5 min    

Montaje Solución DAPI DAPI 
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ANEXO 4: Protocolo de estandarización de los marcadores  NeuN, GFAP, IBA-1 y NF para 

Inmunofluorescencia  

 

  NeuN NF GFAP IBA-1 

 Código ab104225 MAB5262 IF03L ab5076 

Desparafinación 

Estufa  45 min 45 min 45 min 45 min 

Xilol I x 3 3 min  3 min  3 min  3 min  

Xilol II x 2 3 min  3 min  3 min  3 min  

Xilol III x 3 3 min  3 min  3 min  3 min  

Batería 
Decreciente de 
OH 

2 min 
2 min 2 min 2 min 

Desenmascaramiento  

Citrato 1x 
+Tween 20 

Copplin Copplin Copplin Copplin 

Tiempo 30 min 30 min 30 min 30 min 

3 Lavados de 5 min      

Bloqueo Proteínas 
Endógenas 

PBS 1x + 
Triton 0.05% 

BSA 5% BSA 2% Burro 5% Burro 5% 

Burro 5% Cabra 5% Cabra 5% Caballo 5% 

Cabra 5% Leche 2%   

Ovoalbúmina 
2% 

Ovoalbúmina 
2% 

Ovoalbúmina 
2% 

 

Tiempo 60 min 60 min 60 min 60 min 

3 Lavados de 5 min      

Anticuerpo Primario 

PBS 1x + 
Triton 0.05% 

Cabra 5% Cabra 5% Cabra 5% Burro  5% 

Rata 5% Rata 5% Burro  5%  

Caballo 1% Caballo 1%   

Ovoalbúmina 
1% 

Ovoalbúmina 
1% 

Ovoalbúmina 
1% 

Ovoalbúmina 
1% 

Dilución 1:1000 1:1000 1:400 1:400 

Tiempo 
4 °C 

Overnigth 
4 °C 

Overnigth 
4 °C 

Overnigth 
4 °C 

Overnigth 

3 Lavados de 5 min      

Anticuerpo 
Secundario 

Alexa fluor 488 

FOTOSENSIBLE 

PBS 1x  

Cabra 5% Cabra 5% Cabra 5% Cabra 5% 

Rata 5% Rata 5% Rata 5% Rata 5% 

Caballo 5% Caballo 5% Caballo 5% Caballo 5% 

Dilución 1:400 1:400 1:400 1:400 

Tiempo 60 min 60 min 60 min 60 min 

3 Lavados de 5 min      

Montaje Solución DAPI DAPI DAPI DAPI 
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ANEXO 5: Tabla de distribución del número de ratas y quistes según sexo.  

 

Grupos 
ratas 

evaluadas 
(n) 

# Quistes  
Sexo 

(Hembras:Machos) 

Controles (Ctrl) 5 NA 3:2 

Controles Tratados 24 horas (Ctrl 24H) 3 NA 1:2 

Controles Tratados 2 Meses (Ctrl 2M) 5 NA 3:2 

Infectados con vehículo 24 horas (IV 24H) 6 7 3:3 

Infectados Tratados 24 H (IT 24H)  8 10 4:4 

Infectados con vehiculo 2 Meses (IV 2M) 8 11 4:4 

Infectados Tratados 2 Meses (IT 2M) 7 10 3:4 

Total 42 38 21:21 
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ANEXO 6: Tabla de comparaciones múltiples de Dunn's para el marcador LC3B en 

inmunohistoquímica. 

 

Prueba de Dunn Significativo? Resumen 
Valores de p 
individuales 

Ctrl vs. Ctrl 24H No ns 0.9657 

Ctrl vs. Ctrl 2M No ns 0.5802 

Ctrl vs. IV 24H Yes ** 0.0036 

Ctrl vs. IV 2M Yes ** 0.0037 

Ctrl vs. IT 24H Yes **** <0.0001 

Ctrl vs. IT 2M Yes ** 0.0011 

Ctrl 24H vs. Ctrl 2M No ns 0.6628 

Ctrl 24H vs. IV 24H Yes * 0.0152 

Ctrl 24H vs. IV 2M Yes * 0.0186 

Ctrl 24H vs. IT 24H Yes *** 0.0008 

Ctrl 24H vs. IT 2M Yes ** 0.0076 

Ctrl 2M vs. IV 24H Yes * 0.0205 

Ctrl 2M vs. IV 2M Yes * 0.0243 

Ctrl 2M vs. IT 24H Yes *** 0.0005 

Ctrl 2M vs. IT 2M Yes ** 0.0086 

IV 24H vs. IV 2M No ns 0.7684 

IV 24H vs. IT 24H No ns 0.2731 

IV 24H vs. IT 2M No ns 0.8668 

IV 2M vs. IT 24H No ns 0.1183 

IV 2M vs. IT 2M No ns 0.6065 

IT 24H vs. IT 2M No ns 0.3064 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 | P á g i n a   

 

ANEXO 7: Tabla de comparaciones múltiples de Dunn's para el marcador Beclin-1 en 

inmunohistoquímica. 

 

Prueba de Dunn Significativo? Resumen 
Valores de p 
individuales 

Ctrl vs. Ctrl 24H No ns 0.8559 

Ctrl vs. Ctrl 2M No ns 0.7449 

Ctrl vs. IV 24H Yes * 0.0112 

Ctrl vs. IV 2M Yes ** 0.0092 

Ctrl vs. IT 24H Yes *** 0.0003 

Ctrl vs. IT 2M Yes ** 0.0074 

Ctrl 24H vs. Ctrl 2M No ns 0.9202 

Ctrl 24H vs. IV 24H Yes * 0.0182 

Ctrl 24H vs. IV 2M Yes * 0.0178 

Ctrl 24H vs. IT 24H Yes ** 0.0015 

Ctrl 24H vs. IT 2M Yes * 0.015 

Ctrl 2M vs. IV 24H Yes ** 0.004 

Ctrl 2M vs. IV 2M Yes ** 0.0029 

Ctrl 2M vs. IT 24H Yes **** <0.0001 

Ctrl 2M vs. IT 2M Yes ** 0.0028 

IV 24H vs. IV 2M No ns 0.8317 

IV 24H vs. IT 24H No ns 0.4388 

IV 24H vs. IT 2M No ns 0.8943 

IV 2M vs. IT 24H No ns 0.25 

IV 2M vs. IT 2M No ns 0.9267 

IT 24H vs. IT 2M No ns 0.2909 
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ANEXO 8: Tabla de comparaciones múltiples de Dunn's para el marcador p62 en 

inmunohistoquímica. 

 

Prueba de Dunn Significativo? Resumen 
Valores de p 
individuales 

Ctrl vs. Ctrl 24H No ns 0.519 

Ctrl vs. Ctrl 2M No ns 0.5096 

Ctrl vs. IV 24H Yes *** 0.0008 

Ctrl vs. IV 2M Yes ** 0.0046 

Ctrl vs. IT 24H Yes *** 0.0002 

Ctrl vs. IT 2M Yes **** <0.0001 

Ctrl 24H vs. Ctrl 2M No ns 0.9413 

Ctrl 24H vs. IV 24H Yes * 0.0298 

Ctrl 24H vs. IV 2M Yes * 0.0209 

Ctrl 24H vs. IT 24H Yes * 0.0158 

Ctrl 24H vs. IT 2M Yes ** 0.004 

Ctrl 2M vs. IV 24H Yes ** 0.008 

Ctrl 2M vs. IV 2M Yes * 0.0385 

Ctrl 2M vs. IT 24H Yes ** 0.0026 

Ctrl 2M vs. IT 2M Yes *** 0.0004 

IV 24H vs. IV 2M No ns 0.3946 

IV 24H vs. IT 24H No ns 0.8808 

IV 24H vs. IT 2M No ns 0.4234 

IV 2M vs. IT 24H No ns 0.2601 

IV 2M vs. IT 2M No ns 0.0687 

IT 24H vs. IT 2M No ns 0.4611 
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ANEXO 9: Tabla de Estadística Descriptiva para el marcador LC3B en 

inmunohistoquímica. 

 

 Ctrl Ctrl 24H Ctrl 2M IV 24H IV 2M IT 24H IT 2M 

Ratas ( n) 5 3 5 7 11 10 10 

        

Mínimo 0.092 0.033 0.063 1.375 1.066 1.576 0.172 

25% Percentil 0.100 0.033 0.119 2.089 1.487 2.333 1.452 

Mediana 0.110 0.129 0.226 2.283 2.369 2.948 2.417 

75% Percentil 0.123 0.155 0.350 2.935 2.664 3.981 3.522 

Máximo 0.135 0.155 0.377 3.170 3.071 4.364 4.024 

        

Media 0.111 0.106 0.233 2.404 2.138 3.070 2.444 

Desviación 
Estándar 

0.015 0.064 0.124 0.604 0.699 0.929 1.234 

Error estándar de la 
media 

0.007 0.037 0.055 0.228 0.211 0.294 0.390 

        

Más bajo 95% CI 0.092 -0.054 0.079 1.845 1.668 2.406 1.561 

Superior 95% CI 0.130 0.265 0.386 2.963 2.607 3.734 3.326 

        

Rangos de la 
media 

5.200 5.667 10.400 30.570 28.450 38.600 31.800 
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ANEXO 10: Tabla de Estadística Descriptiva para el marcador Beclin-1 en 

inmunohistoquímica. 

 

  Ctrl Ctrl 24H Ctrl 2M IV 24H IV 2M IT 24H IT 2M 

Ratas ( n) 5 3 5 7 11 10 10 

        

Mínimo 0.171 0.110 0.037 0.737 0.700 0.964 0.585 

25% Percentil 0.182 0.110 0.037 0.941 0.934 1.253 0.936 

Mediana 0.434 0.361 0.283 1.228 1.146 1.335 1.133 

75% Percentil 0.500 0.411 0.401 1.529 1.442 1.589 1.666 

Máximo 0.549 0.411 0.473 1.878 1.620 2.480 2.155 

        

Media 0.360 0.294 0.232 1.249 1.176 1.495 1.263 

Desviación 
Estándar 

0.168 0.161 0.191 0.392 0.300 0.410 0.510 

Error estándar de 
la media 

0.075 0.093 0.085 0.160 0.095 0.119 0.161 

        

Más bajo 95% CI 0.151 -0.107 -0.005 0.837 0.962 1.207 0.898 

Superior 95% CI 0.568 0.695 0.469 1.660 1.390 1.738 1.627 

        

Rangos de la 
media 

8.600 6.667 5.600 31.000 29.400 36.730 30.000 
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ANEXO 11: Tabla de Estadística Descriptiva para el marcador p62 en 

inmunohistoquímica. 

 

  Ctrl Ctrl 24H Ctrl 2M IV 24H IV 2M IT 24H IT 2M 

Ratas ( n) 5 3 5 7 11 10 10 

        

Mínimo 0.002 0.015 0.015 0.691 0.679 0.865 0.987 

25% Percentil 0.004 0.015 0.015 0.966 0.816 1.066 1.147 

Mediana 0.007 0.021 0.018 1.173 1.055 1.147 1.287 

75% Percentil 0.012 0.032 0.024 1.308 1.192 1.382 1.836 

Máximo 0.013 0.032 0.025 1.853 1.724 1.969 1.924 

        

Media 0.007 0.023 0.019 1.200 1.059 1.271 1.430 

Desviación 
Estándar 

0.004 0.009 0.005 0.358 0.308 0.345 0.352 

Error estándar de 
la media 

0.002 0.005 0.002 0.135 0.097 0.104 0.111 

        

Más bajo 95% CI 0.002 0.001 0.013 0.869 0.839 1.040 1.178 

Superior 95% CI 0.013 0.044 0.025 1.531 1.279 1.503 1.681 

        

Rangos de la 
media 

3.000 10.000 9.200 32.290 26.050 33.360 38.150 
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ANEXO 12: Porcentaje de colocalización en cebreros de ratas controles, infectadas y tratadas. 

 

 

 
Grupos Ctrl Ctrl 24H Ctrl 2M IV 24H IV 2M IT 24H IT 2M 

Marcadores 
Promedio 

(%) 
DE n 

Promedio 
(%) 

DE n 
Promedio 

(%) 
DE n 

Promedio 
(%) 

DE n 
Promedio 

(%) 
DE n 

Promedio 
(%) 

DE n 
Promedio 

(%) 
DE n 

NeuN 15.75 0.80 2 16.59 3.59 2 13.11 1.12 2 8.58 0.53 2 7.12 0.23 2 8.71 0.98 3 7.22 2.51 3 

Iba-1 0.02 0.01 2 0.02 0.01 2 0.02 0.02 2 0.03 0.02 2 0.01 0.00 2 0.02 0.00 3 0.02 0.01 3 

GFAP 0.02 0.00 2 0.02 0.03 2 0.02 0.01 2 0.01 0.00 2 0.01 0.00 2 0.02 0.00 3 0.01 0.00 3 

NF 0.04 0.02 2 0.09 0.12 2 0.12 0.16 2 18.03 0.94 2 14.85 2.26 2 18.11 1.59 3 14.98 1.57 3 

p62 0.07 0.01 2 0.10 0.04 2 0.08 0.03 2 16.34 0.02 2 14.62 3.19 2 17.36 1.00 3 13.03 4.51 3 

    Máximo  
 

Mínimo  
  Máximo  

 
Mínimo  

  Máximo  
 

Mínimo  
  Máximo  

 
Mínimo  

  Máximo  
 

Mínimo  
  Máximo  

 
Mínimo  

  Máximo  
 

Mínimo  

NeuN  16.32 15.19  19.13 14.05  13.90 12.32  8.96 8.20  7.28 6.96  9.64 7.69  10.07 5.36 

Iba-1  0.03 0.02  0.03 0.01  0.03 0.01  0.04 0.01  0.02 0.01  0.02 0.02  0.02 0.01 

GFAP  0.02 0.02  0.05 0.00  0.03 0.01  0.01 0.01  0.02 0.01  0.02 0.01  0.01 0.01 

NF  0.05 0.02  0.17 0.00  0.23 0.01  18.69 17.36  16.45 13.25  19.36 16.32  16.32 13.25 

p62  0.08 0.06  0.12 0.07  0.11 0.06  16.35 16.32  16.87 12.36  18.36 16.35  17.36 8.37 

 

Notas: Se analizaron un total  de 16 cerebros de ratas, divididos en siete grupos: 2 ratas del grupo Control (Ctrl), 2 ratas del grupo Controles Tratados 24 
horas (Ctrl 24H), 2 ratas del grupo Controles Tratados 2 Meses (Ctrl 2M), 2 ratas del grupo  Infectados con vehículo 24 horas (IV 24H), 2 ratas del grupo 
Infectados con vehículo 2 Meses (IV 2M), 3 ratas del grupo  Infectados Tratados 24 H (IT 24H) y 3 ratas del grupo Infectados Tratados 2 Meses (IT 2M). La 
tabla muestra los promedios de los porcentajes de colocalización, la desviación estándar, el n utilizado por cada grupo y los valores máximos y mínos de los 
porcentajes de colocalización evaluados por un doble marcaje entre  LC3B y marcadores neuronales (NeunN, NF), gliales (IBA-1, GFAP)   y p62. 
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ANEXO 13: Imágenes de estandarización de LC3B, Beclin-1, p62 y NF en Inmunohistoquímica. 

 

 

Nota: Inmunohistoquímico en ratas control (A) e infectadas (B). Se evaluó la misma región para ambos cerebros (CD). La intensidad del marcado es notoria 
entre cerebros sanos e infectados. (D) Cerca del cisticerco (flecha negra) se observaron inflamaciones focales de los axones con citoesqueleto alterado 
denominadas esferoides, que describen reactividad de mayor intensidad. Se muestra un patrón similar con LC3B, Beclin y p62. Las barras de escala 
corresponden a 50 um. 
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ANEXO 14: Imágenes de Histopatología en modelo de rata con NCC. 

 

 
 

 
                                                                                                 
Nota: Histopatología en cerebros de ratas con Neurocisticercosis. Los cambios esponjosos (espongiosis) se caracterizaron como espacios llenos de líquido de 
tamaño variable en el tejido cerebral que rodea un cisticerco y se clasificó  0 a 3 acorde con la gravedad. El daño de los cisticercos se basó en la pérdida de 
integridad de la membrana vesicular del cisticerco y se clasificó de la siguiente manera: grado 0 (daño mínimo en el tegumento, pero con el subtegumento 
conservado), grado 1: daño severo en el tegumento (tegumento fusionado al parénquima cerebral, y con núcleos celulares desordenados), con ligero daño 
en el subtegumento (vacuolización, células inflamatorias dentro del subtegumento) y grado 2 que representa la pérdida total del tegumento, con alteración 
severa del subtegumento (pérdida de canalículos excretorios).  Las barras de escala corresponden a 50 um 
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ANEXO 15: Imágenes de Colocalización LC3B con NeuN, NF y GFAP en una región cercana 

y lejana al quiste. 

Nota: Las flechas blancas muestran colocalización. Barra de escala de 50 um. 
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