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RESUMEN

La Neurocisticercosis (NCC) es una infeccion helmintica que afecta al sistema
nervioso central (SNC) causada por la forma larvaria (cisticerco) de Taenia solium.
Es una enfermedad pleomdrfica y aunque se han realizado numerosos estudios
para comprender los eventos implicados en NCC, estos son dificiles de estudiar
en humanosy siguen siendo un reto de investigacion. Ante ello, el uso de modelos
animales ha permitido comprender parcialmente la patogénesis de NCC. Asi, se
ha reportado, isquemia, disfuncion de la barrera hematoencefalica, angiogénesis,
muerte celular y neuroinflamaciéon. Esto ultimo puede agravarse con el
tratamiento antiparasitario debido a la degeneracion y muerte del parasito,
producto de la liberacidon descontrolada de antigenos excretorios-secretorios del
cisticerco. La autofagia juega un papel fundamental en las decisiones tanto de
muerte como de supervivencia en neuroinflamaciéon y ademas constituye una
defensa critica contra muchas infecciones y estados degenerativos. La
neuroinflamacion puede causar un deterioro autofagico, lo que a su vez podria
provocar dafio 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
homeostatico en neuronas y células gliales de ratas infectadas con NCC mediante
las técnicas de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica. Para ello, se usaran
tres biomarcadores de autofagia Beclin-1, LC3B, implicadas en la formacién del
complejo autofagosémico y p62, en la degradacion autofagica. La comprension
de los mecanismos que subyacen a la autofagia en las neuronas y glias podria ser

util 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 INTRODUCCION

La Neurocisticercosis (NCC) es una infeccidn neurolégica causada por la etapa larvaria
(cisticerco) del cestodo Taenia solium. Este parasito 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 estdmago donde eclosionan liberando la forma embrionaria
conocida como oncodsfera (4,5). Las oncdsferas atraviesan el tracto gastrointestinal y
migran a través de los vasos sanguineos hasta distintos drganos como el musculo
estriado, el tejido subcutdneo y las érbitas, pero con una notable y desconocida
predileccion por el cerebro. En el cerebro, al hallar un vaso terminal las oncdsferas se
establecen, y desarrolla el cisticerco o quiste el cual esta formado por una membrana
vesicular que contiene un escélex invaginado (4, 6,7). La neurocisticercosis constituye
un problema de salud publica en las regiones endémicas (21). Segun 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 paises endémicos
y alrededor del 3% a nivel mundial (22,23). En el Perd la NCC es un problema de salud
publica, debido a la alta prevalencia con una tasa del 10 % al 12 % en las zonas rurales

(26, 27,28).

El cuadro clinico de NCC tiene un amplio espectro de manifestaciones neurolégicas y
psiquidtricas que pueden ir desde una infeccidon asintomatica hasta la muerte (15, 30).
Esta heterogeneidad clinica depende de diversos factores como la localizacién, el
numero, la etapa de evolucién y viabilidad de los parasitos, asi como del sexo, la edad y
la reaccién inflamatoria del huésped. La localizacién de los cisticercos se clasifica en
parenquimales, que se presentan con cuadros de epilepsia acompafados de
convulsiones recurrentes como manifestacién principal; y extraparenquimales
acompafiado de hidrocefalia, meningitis y ventriculitis, que en la mayoria de los
pacientes sus prondsticos suelen ser mortales si no se logra recibir tratamiento a tiempo

(12, 13, 31).
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Ademads de la localizacién del parasito, la respuesta inflamatoria es el principal
fenomeno responsable de la sintomatologia (11,15). Sin embargo, las personas
infectadas con NCC pueden permanecer asintomaticas durante periodos prolongados,
un fendmeno que esta relacionado con la evasién inmunitaria iniciada por cisticercos
viables. Esta evasidn consiste en: el enmascaramiento de los antigenos del cisticerco por
las inmunoglobulinas del hospedero, el bloqueo del sistema del complemento mediante
la liberacidn de antigenos como la taeniastatina y la paramiosina, la secrecion de cisteina
proteasas, metaloproteasas y serina proteasas que degradan las inmunoglobulinas del
huésped e interfieren con la proliferacién de linfocitos (15,16,17). Los cisticercos viables
pueden sobrevivir durante afos o incluso décadas con sintomas neuroldgicos
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 infeccién, el
desarrollo del cisticerco, la activacién de la respuesta inmune y la patogénesis de la NCC,
los cuales siguen siendo un reto en investigacion (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 patoldgicos usando modelos animales reportaron
isquemia, disfuncion de la barrera hematoencefdlica, cambios espongidticos,
angiogénesis, presencia de infiltrados celulares y gliosis. Asimismo, dafio neuronal
donde se observd hinchazén axonal o esferoides en el parénquima cerebral que rodea
a los cisticercos (15-18). La neuroinflamacién juega un papel clave en NCC y puede
agravarse con la administracién del tratamiento farmacolégico antiparasitario debido a
la degeneracion y muerte del parasito. Estos eventos incrementan la respuesta
inflamatoria perilesional en el hospedero mediante mecanismos como gliosis, infiltrado
celular, cdpsula fibrosa producto de la liberacidn descontrolada de antigenos del

cisticerco (37, 61).

A nivel de SNC los eventos inflamatorios comienzan con la activacién de microglias y
astrocitos residentes que son estimulados por neuronas lesionadas o moléculas propias

del parasito (74). En NCC estas moléculas con potencial inmunogénico son: el liquido
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vesicular del quiste, los antigenos del tegumento y productos excretorios-secretorios del
cisticerco (17). Por otro lado, Las células gliales activadas, a su vez, liberan varios
mediadores como INF-y, IL-12, IL-1B que pueden actuar de manera autocrina/paracrina
y se dirigen a neuronas y oligodendrocitos transeuntes (114). Sin embargo, la respuesta
neuroinflamatoria varia entre cada tipo de célula y pueden incluir perpetuar la liberacion
del mediador inflamatorio, alterar la funcién 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 neuroinflamacién, que ademds constituye una
defensa critica contra muchas infecciones y estados degenerativos (44,63-65). Se debe
tener en consideracion que estos eventos de muerte celular provocados por autofagia
han sido reportados en trastornos neoplasicos, neurodegenerativos, infecciosos,

traumaticos, isquémicos, metabdlicos y desmielinizantes (54, 85, 92, 93, 97).

En los ultimos afios, los hallazgos in vivo como in vitro demostraron que la autofagia
tiene efectos importantes en la induccién de la reaccién inflamatoria en el SNC (74, 80,
82) y ademas la evidencia sugiere que la disfuncion de dicha autofagia causa la
acumulaciéon de proteinas anormales y/o organulos dafiados. Esta acumulacion se ha
relacionado con la disfuncién sindptica sobre todo en estructuras Unicas de axones y
dendritas que particularmente son mas vulnerables a estos eventos (64,68). Numerosos
reportes evidencian que en NCC la neuroinflamacién puede causar la acumulacién focal
de estos agregados llenos de organulos y citoesqueleto alterado conocidos como
esferoides, que preceden de una degeneracion axonal (94). Coincidentemente uno de
los principales mecanismos catabdlicos para la depuracién de estos acimulos proteicos
resulta ser la autofagia. Por lo tanto, dado los alcances de las funciones de la autofagia
en lainflamacidn, lainmunidad y la neurodegeneracidn, nos preguntamos si la presencia
de cisticercos alojados en cerebros de ratas desencadenaria un efecto significativo en la
autofagia y qué poblaciones celulares estan siendo afectadas (astrocitos, microglias y/o

neuronas) en comparacion con cerebros sanos.

Para probar esta hipdtesis, evaluamos mediante inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia la presencia de biomarcadores implicados en las etapas del flujo
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autofagico en el tejido cerebral de ratas con NCC. Beclin-1, proteina involucrada en la
formaciéon del fagéforo. LC3B, proteina localizada interna y externamente en las
membranas de los autofagosomas, las cuales son el estdndar de oro para la
cuantificacion de autofagia en células de mamiferos (61,73). Por ultimo, p62/SQSTM1
para evaluar la degradacidn autofagica (62). Cabe resaltar que el estudio realizado es
netamente exploratorio por la complejidad de vias involucradas en los procesos

celulares regulados por autofagia.

II.  MARCO TEORICO

2.1 Neurocisticercosis en Modelo de Rata

Existe un gran desafio al momento de explorar y comprender los procesos celulares y
moleculares que subyacen en la progresién de NCC, debido a la gran variabilidad en Ia
presentacion de la patologia, cuadros asintomaticos, localizacién, etc. (15,16, 17). Ante
ello, los modelos animales de NCC ofrecen el potencial de superar muchas de estas
limitaciones: permiten la infeccién experimental de animales en un ambiente
controlado y el estudio de la progresion de la enfermedad con y sin intervenciones de
tratamiento. Facilitan los estudios longitudinales, ya que el curso temporal de la
enfermedad, especialmente en animales pequeiios, es mucho mas corto y puede
acelerarse experimentalmente. Lo mas importante es que los modelos animales
permiten un acceso sin restricciones al tejido cerebral y al liquido cefalorraquideo, lo
gue permite una exploracidn celular y molecular mas 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 Investigacion y Desarrollo del LID de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia, Lima, Peru en el afio 2015. Este es un modelo novedoso y viable de
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Neurocisticercosis en ratas utilizando una infeccion intracraneal con oncésferas
activadas de T. solium. La edad de la rata y la carga de pardsitos son cruciales para el
éxito de la infeccién debido a la madurez de la respuesta inmune en este modelo animal
(15,16).

Al igual que en los humanos, las oncésferas 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: Tincion 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 submeningeo
gue comprende la corteza cerebral. (C) cisticerco localizado en el ventriculo lateral (VI)

(15).

Asimismo, se pueden evaluar los cambios que se llevan a cabo alrededor del cisticerco
gracias a las multiples técnicas histopatoldgicas. Se conoce que, los quistes una vez
ubicados en el cerebro del hospedero presentan multiples caracteristicas patoldgicas
incluyendo tejido fibrético alrededor de este, con notables fibras densas de colageno y
gran numero de fibroblastos (15, 41). Ademas de disrupcion de la barrera
hematoencefilica, células infiltradas inflamatorias, infiltrado perivascular, angiogénesis
y vacuolizacion del neurdpilo conocido como cambio espongidtico que son espacios
llenos de liquido en el tejido parenquimal que rodea un cisticerco (15, 18). Los cambios

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

alrededor del cisticerco.

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

A: Tincién tricromica de Masson que identifica la capa de colageno (azul). cambio
esponjoso; las flechas indican la vacuolizacién del neurdpilo en el tejido cerebral que
rodea al quiste. (C) la flecha indica las paredes engrosadas de los vasos sanguineos
pequeiios y la punta de la flecha indica el infiltrado perivascular, evento relacionado con
la disfuncidn de la barrera hematoencefdlica. D: Las flechas indican angiogénesis con

pequefios vasos sanguineos que se extienden hacia el tejido fibrético.

Otro hallazgo significativo fue la deteccién de hinchazones axonales en forma de
esferoides en areas que rodean a los cisticercos. Los esferoides se definen como
inflamaciones focalizadas de un axén con un didametro promedio de 20 micras, y
varicosidades si son mas pequefias (94, 95). En la mayoria de casos estan llenos de
organulos y citoesqueleto danado. Ademds, suelen encontrarse en areas de gliosis y
cambios esponjosos cercanos caracteristicos del tejido alrededor del cisticerco (Figura
3). Particularmente, los esferoides estan emergiendo como un hallazgo importante en
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Esclerosis Lateral Amiotréfica,
encefalopatias metabdlicas, esclerosis multiple y otras enfermedades desmielinizantes
relacionadas con la degeneracién axonal (94,95). Esto, respalda la probabilidad de vias

comunes compartidas en la degeneracion axonal de NCC con estas enfermedades.
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Figura 3: Representacion grafica de una region cercana al cisticerco en cerebro de rata
con NCC. Nétese la formacién de esferoides que coinciden con las areas de mayor gliosis

y cambios esponjosos (18).

Ademas de los beneficios en el campo histolégico este modelo nos permite, a bajo costo,
explorar y probar diferentes farmacos y esquemas de tratamientos. En la actualidad,
un estudio que comparo dos tratamientos antihelminticos (Albendazol - Praziquantel y
Oxfendazol - Praziquantel) en ratas con neurocisticercosis, demostré que el tratamiento
mas efectivo fue la administracion de dos dosis diarias 100 mg/Kg Oxfendazol (OXF)
con 100 mg/Kg Praziquantel (PZQ) por 7 dias generando un mayor dafio 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 degradacion lisosémica y
reciclaje celular de componentes intracelulares, incluidas las proteinas solubles,
proteinas agregadas, organulos dafiados, complejos macromoleculares y patégenos. La
autofagia se caracteriza por envolver estos componentes en unas vesiculas de doble
membrana llamadas autofagosomas, estructuras que ademads son el estdndar de oro

para la cuantificacion de autofagia en células de mamiferos (Figura 4) (44,45, 46).
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Figura 4: llustracion breve de la autofagia. El proceso autofagico comienza con la
formacién del fagéforo, seguido de su elongacion y cierre para formar el autofagosoma
qgue luego se fusiona con los lisosomas, lo que resulta en la degradacién del contenido

(flujo autofégico) (115).

A nivel molecular, la formacidn de fagéforos o nucleacion es el primer paso en el proceso
autofagico y se inicia mediante el alargamiento de las membranas pre-autofagosomales
al incorporar fosfolipidos desde diversas fuentes como el reticulo endoplasmatico, los
endosomas e incluso las mitocondrias (47). Este evento surge gracias al ensamblaje y la
activacion entre un complejo de tipo serina-treonina quinasa conocido como ULK, y su
interaccidén con un complejo multiproteico clase Ill con actividad fosfatidilinositol 3-
quinasa llamado PI3K-lll. Este dltimo contiene Beclin-1 (BECN1) y una subunidad
catalitica de fosfatidilinositol 3-quinasa tipo 3 (PIK3C3); conocida como VPS34, que
produce fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), componente intrinseco para la induccién y
expansion de las membranas autofagosomales. La red de interaccion Beclin-1, Vps34 y
VSP15 es critica para la regulacién 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-lll recluta dos sistemas de
conjugacidn, interrelacionados, de tipo ubiquitina: el primero implica la formacion del
complejo Atg5-Atgl2 (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 proteina portadora de ubiquitina similar a E2, Atgl0 y se une
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covalentemente a una lisina interna de la proteina Atg 5. El segundo complejo implica la
conversion de la forma soluble de LC3 o Atg8 a la forma asociada a la membrana
autofagosomal LC3B o LC3-Il después de la conjugacion con fosfatidiletanolamina (PE) a
través de su escision proteolitica 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 proteinas de fijacién soluble del factor sensible a
la N-etilmaleimida) para degradar su contenido gracias a la actividad proteolitica de las
enzimas lisosémicas (Figura 5). A estos ultimos pasos se les conoce como fusién y
degradacidon autofdgica mediada por p62 que funciona anclando las proteinas
ubiquitinadas a la membrana del autofagosoma, promoviendo la degradaciéon de
moléculas no deseadas. P62 o Sequestosome 1 (SQSTM1), es una proteina celular
expresada de forma ubicua que sirve como un adaptador de carga autofagica, por ello
se puede usar para monitorear la degradacién autofagica. Funciona como una proteina
de anclaje entre la maquinaria autofdgica y las proteinas ubiquitinadas. Las proteinas
gue son ubiquitinadas unidas a p62 se incorporan al autofagosoma para su posterior

degradacidn en los autolisosomas (52,53).
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Figura 5: Dinamica molecular de la autofagia. El proceso inicia por el ensamblaje y
activacidn del complejo ULK, y su interaccidn PI3K-Ill, que contiene Beclin 1y VPS34, que
produce PI3P, componente intrinseco para la induccién y expansién de las membranas
autofagosomales. Luego, el alargamiento autofagosomal comienza cuando el complejo
PI3K-IIl recluta dos sistemas de conjugacion: el complejo Atg5- Atgl12 y la conversidén 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 Deteccion de la autofagia y biomarcadores

El monitoreo experimental de la autofagia es complejo, ya que depende de la formacidn
secuencial de estructuras transitorias (fagéforo, autofagosoma y autolisosoma), proceso
conocido como flujo autofagico. El Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 2016,
Yoshinori Ohsumi, abordd este problema mediante el estudio de la autofagia en
levaduras Saccharomyces cerevisiae sometidas a inanicidon por microscopia electrdnica
de transmisién (TEM) identificando los genes ATG, los cuales han revolucionado por
completo la investigacion de la autofagia (117,118). Ademas, Ohsumi junto con su colega
el Dr. Mizushima evaluaron la progresion de la autofagia en mamiferos mediante el uso
de un ratén transgénico LC3 etiquetado con GFP, lo que permitié realizar el seguimiento
por medio de la microscopia de fluorescencia in vivo y la visualizacién del autofagosoma
(56,96,112,113,119). Por otro lado, algunos autores sefialan que pese a que la TEM es
considerada el método preferido, porque tiene la ventaja de permitir una evaluacién
directa de los autofagosomas en las células cultivadas y de animales, también presenta
algunas limitaciones como por ejemplo: interpretar imagenes TEM es bastante subjetivo
y puede ser dificil distinguir autofagosomas de lisosomas, endosomas u otras estructuras
en la célula, la deteccidon de autofagia en tejido inflamado por TEM es aln mas
problemdtica  (119). Algunas células inflamatorias, como los monocitos y los
macrofagos, tienen un fuerte potencial fagocitico, lo que dificulta determinar mediante
TEM si las vacuolas en su citoplasma son el resultado de autofagia o un mecanismo
subyacente (56, 60). Ademas, 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 inmunohistoquimica e inmunofluorescencia convencional (121).

En animales, la deteccién de este flujo puede evaluarse utilizando LC3B y p62 como
indicadores (56, 120, 121). LC3B es actualmente el marcador de autofagosoma mas
utilizado porque la cantidad de LC3B refleja el nUmero de autofagosomas. Ademas, para
evaluar la autofagia es esencial determinar cuanto LC3B se degrada esto es posible

gracias al marcador de degradaciéon p62, también llamado Sequestosome 1 (SQSTM1),
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utilizado ampliamente para controlar la actividad autofagica, ya que p62 se une
directamente a LC3B y es degradado selectivamente por autofagia (54 , 55, 56, 121).
Incluso, la acumulacién de p62 se encuentra entre las caracteristicas mds conocidas de
los tejidos deficientes en autofagia y puede visualizarse mediante inmunohistoquimica

al igual del LC3B (121,120).

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

lisosomas tardios (121).

El mejor método para detectar la autofagia dependerd de la cuestién y las condiciones
experimentales. Dada esta premisa y en base a las muestras evaluadas en este proyecto
(tejido cerebrales de ratas) la metodologia elegida fue evaluar la autofagia a través de 3
marcadores fundamentales por inmunofluorescencia e inmunohistoquimica, descritos a

continuacion.

2.2.1.1 Beclin-1

Beclin-1 o Atg 6 es una proteina de aproximadamente 60 kDa y formada por 450
aminodacidos. Se localiza principalmente dentro de las estructuras citoplasmaticas como
el reticulo endoplasmatico, las mitocondrias y la membrana perinuclear (58).

Cumple un rol fundamental durante la induccién de la autofagia, ya que permite la
localizacion de proteinas autofagicas en PAS (Pre-Autophagosomal Structure, por sus
siglas en inglés) una estructura pre-autofagosomal que al interactuar con la
fosfatidilinositol 3-quinasa de clase lll (PI3KC3), en conjunto con otros cofactores,
promueve la formacién de un complejo principal entre Beclin-1, VSP34 y VSP15 que
finalmente interviene en el proceso de nucleacidon de vesiculas autofagicas (Figura 6)

(59).
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Figura 6. Beclin-1 y autofagia.(A) El esquema describe las fases del flujo autofagico,
donde. (B) Muestra la estructura primaria de Beclin-1 o BECN1 que muestra el motivo
BH3 de unién 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 B / a (265—450aa). Noétese las ubicaciones de los sitios de
fosforilacién pro-autofagia (verde) e inhibitoria (rojo). (C) Se representa la conversién
dependiente de la fosforilacién del homodimero BECN1 inactivo/complejo BCL2 en un
complejo PI3K-1ll activo. La fosforilacién del dominio BECN1-BH3 mediada por STK4
(regulador negativo de la autofagia), la triple fosforilacion de BCL2 que libera BCL2 de
BECN1, eventos de fosforilacion representativos en el dominio N-terminal (NTD) que
promueven la disociacion de BECN1-BCL2 y activan la PI3K se presentan actividades

(regulacién positiva) (128).

2.2.1.2 LC3B

LC3 tiene 3 isoformas diferentes: LC3A, LC3B y LC3C. LC3-A y LC3-B se denominan LC3-|
y LC3-ll, respectivamente. Cuando se activa la autofagia, se produce la modificacién

lipidica 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 especificamente con todos los tipos de membranas autofdgicas, incluidos el
fagoforo, el autofagosoma y el autolisosoma (un organulo hibrido formado por la fusién
del autofagosoma y el lisosoma). Por lo tanto, la cantidad de LC3B se correlaciona bien
con el niumero 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 citoplasmica. LC3-I luego se conjuga con PE para
convertirse en una forma unida a membrana, LC3B; este paso implica una reaccién
similar a la ubiquitinacién 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 fusidon con
los lisosomas. Por lo tanto, la conversién de LC3 (LC3-lI a LC3-Il) y la degradacién

lisosomal de LC3B reflejan la progresién de la autofagia (Figura 7) (48, 49, 61).
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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 generacion de LC3-Il (LC3B). Este ultimo se recluta
en la membrana autofagosdmica para ayudar a la elongacidon de la membrana. ATG7
también media en la formacién del complejo ATG5-ATG12-ATG16 y este ultimo junto
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con LC3B es critico para la formacién de autofagosomas. (B) La proteina adaptadora
p62/SQSTM1 se une a proteinas ubiquitinadas y a LC3B para mediar en la autofagia la
localizacidon de los compartimentos autofdgicos, transportando proteinas ubiquitinadas

y organulos para su degradacion (128).

2.2.13 p62 o Sequestosome 1

Sequestosome 1 (SQSTM1), es una proteina celular expresada de forma ubicua que sirve
como un adaptador de carga autofagica, por ello se puede usar para monitorear el flujo
autofagico. p62 posee un dominio de unidn a ubiquitina C-terminal (UBA) y una
secuencia corta de region denominada LIR responsable de la interaccién con LC3.
Funciona como una proteina de anclaje entre la maquinaria autofagica y las proteinas
ubiquitinadas. Las proteinas que son ubiquitinadas unidas a p62 se incorporan al
autofagosoma completo para su posterior degradacién en los autolisosomas (Figura 8).
Dado que p62 se elimina principalmente por autofagia, su expresién se correlaciona
inversamente con la actividad autofagica, ya que la pérdida de genes Atg o factores
necesarios para la fusién de autofagosomas con lisosomas resultan en un marcado
aumento de agregados positivos para p62. Asimismo, la acumulacién de p62 se ha
utilizado como marcador para la supresion de la autofagia y, de forma similar, un nivel

de p62 reducido indica activacién autofdagica (Figura 7) (55, 58, 62, 130).

2.2.2 Autofagia en SNC

La autofagia juega un papel esencial en la fisiologia y fisiopatologia 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 postmitdticas implica que no pueden eliminar las proteinas
dafadas o mal plegadas y organulos disfuncionales (basura celular), a través de la
division celular, estrategia utilizada por las células mitdticas. Esto quiere decir que la
disfuncién de la autofagia neuronal generaria una acumulacion de proteinas
disfuncionales u érganulos dafiados, eventos que suelen ser un sello distintivo de varias

enfermedades neurodegenerativas (63, 64, 65). Ademas, las neuronas también
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enfrentan otros desafios debido a su morfologia, ya que son células altamente
polarizadas con dos compartimentos morfoldgicos y bioquimicamente distintos que
contienen proteinas especificas, un compartimento somatico y axonal. El soma, sede
central de la neurona, se considera el sitio principal de sintesis y degradaciéon de
proteinas. Por otro lado, el axdn transmite informacién desde otras células imponiendo
altas demandas metabdlicas (64, 66, 67). Teniendo estas principales limitaciones écomo

se coordina la autofagia en cada compartimento de la neurona?

Gracias al uso de marcadores dinamicos como el GFP-LC3B en ratones transgénicos, se
conoce que en condiciones basales los autofagosomas se generan preferentemente en
el extremo distal del axdn. Esta formacion, sugerentemente, sea porque el axdén
terminal es una regidn rica en actividad, ya que se remodela activamente durante las
fases de extensidn y retraccion durante el crecimiento de las neuronas y como resultado,
existe una mayor demanda de reciclaje de membranas y los organulos en esta regién, lo
gue podrian hacerla mds 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 axdén distal para reciclar organulos que se distribuyen
preferentemente en este compartimento, como es el caso de las mitocondrias mas
antiguas que residen en mayor proporcién en los extremos distales del axén. Esto
sugiere que los orgdnulos en el axén distal pueden ser mads susceptibles al
envejecimiento y dafio. Por lo tanto, la autofagia elevada puede proporcionar un
mecanismo para reciclar las mitocondrias envejecidas y dafiadas en la region 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 ratdn de neurodegeneracion
excitotoxica, donde los autofagosomas se acumularon mayormente en los axones
distales de las neuronas de Purkinje (124). Al utilizar un ratén knockout especifico de
células de Purkinje de Atg7 se causo la degeneracion del axon distal, lo que indica un
papel critico para la autofagia en el mantenimiento de las regiones terminales del axén

(123,124).

Una vez formados los autofagosomas se transportan a través de una via retrograda hacia
el soma. Este movimiento retrégrado, se ha confirmado en ensayos in vivo e in vitro 'y
requiere de un motor basado en microtubulos y dineina, la cual es una proteina motora
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gue impulsa el movimiento de los autofagosomas a través de estos microtubulos. Una
vez que los autofagosomas llegan al soma se fusionan con endosomas y lisosomas
tardios, lo que conduce a autolisosomas cada vez mads acidos y eventualmente capaces
de degradacioén. Sin embargo, el soma no solo abarca los autolisosomas sino que
contiene multiples poblaciones de autofagosomas en diferentes estados de maduracion,
incluidos los autofagosomas generados localmente (63, 64, 70, 71).

Los lisosomas, también estan presentes en el axén, 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 retrégradamente a lo largo
del axdén, pueda fusionarse con lisosomas adicionales y otros competentes. En apoyo de
esta posibilidad, bloquear el tréfico retrégrado de autofagosomas es suficiente para
bloquear su acidificacién y su degradacion de cargas engullidas, que por ende conlleva

a una autofagia disfuncional o trunca (71, 72, 73).
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degradacion del autofagosoma en el soma (129).

Ademas de las neuronas, las glias representan un abrumador 80 a 90% de las células del
cerebro e influyen en muchos aspectos del desarrollo neuronal, el metabolismo, la
funcion sindptica y la reparacion después de una lesidn. Se consideran reguladoras clave
de la homeostasis neuronal. Las alteraciones en la comunicacion neurona-glia estan

relacionadas con la progresién de enfermedades neurodegenerativas. La implicancia de
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la autofagia en la interaccidn es aun incipiente, una hipdtesis muy sugerente es si los
autofagosomas se transfieren de las neuronas a la glia o viceversa. Se ha demostrado
gue 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 mas
robusta a los cambios de nutrientes y, por lo tanto, también pueden demostrar
caracteristicas similares a las células periféricas. Los limitados estudios disponibles
indican que las glias, como los astrocitos y los oligodendrocitos, pueden generar una
mejor respuesta autofdgica en la degradacion de las proteinas acumuladas de una
manera dependiente e independiente de mTORC1,inhibidor de autofagia, pero la
eficacia de esta respuesta no estd del todo clara (75,76).

Los subtipos gliales también pueden haber adaptado la autofagia para promover
funciones especializadas. Los oligodendrocitos aumentan la mielinizaciéon en respuesta
a una regulacién positiva de la autofagia tanto en modelos mutantes de desmielinizacién
como en animales control. Las células periféricas de Schwann muestran una respuesta
similar a la autofagia, asociadas con la regeneracidn de axones. Estos datos sugieren que
la glia puede recuperar membranas y proteinas mediante autofagia para promover
eventos mielinizantes (77,78).

Los astrocitos encargados del mantenimiento de la homeostasis cerebral representan
varias funciones criticas como el trafico 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 degradacion diferencial de proteinas. 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 vy
la autofagia es mayor (64, 65, 79). Es importante mencionar que los estudios de
autofagia en astrocitos se estan explorando recientemente, por ello existen muchos
vacios en la informacion. Sin embargo, se ha reportado formacién de autofagosomas
frente a la privacidn de nutrientes en astrocitos cultivados. Asimismo se ha visto que el

blogueo de la autofagia con cloroquina (un farmaco que altera la fusion del
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autofagosoma con los lisosomas) exacerba la muerte de los astrocitos mediado por
autofagia (127).

Existe una estrecha interrelacion compartida entre las neuronas y la glia por lo tanto,
explorar el papel de la autofagia en cada uno de los componentes celulares del sistema
nervioso central, asi como en las interacciones entre los diferentes tipos de células,
podria ayudar a comprender la base celular de las enfermedades cerebrales y entre

estas NCC.

2.2.3 Autofagia y Neuroinflamacidén

La neuroinflamacién puede causar un deterioro autofagico, lo que a su vez podria
provocar una degeneracién de la neurona en el cerebro medio de ratas con trastornos
neurodegenerativos (80,81). La autofagia defectuosa se asocia con afecciones
patolégicas como las enfermedades degenerativas, la inflamacion, las enfermedades
infecciosas y el cancer. En NCC se sugiere que existen mediadores proinflamatorios (IL-
1B) con potencial neurotdxico durante el desarrollo y progresion de la infeccidn (82,83).
Estos mismos mediadores como el IL-1B muestran vinculos estrechos entre la
inflamacién y la autofagia en el cerebro donde varios informes convergentes mostraron
gue la autofagia interfiere con la activacion del inflamasoma (complejo involucrado en
la maduraciéon de IL-1B) al atacar a los agregados ubicuos de componentes del
inflamasoma para su destruccién (84). Ademas, se ha demostrado que la via de
sefalizacidon de NF-kB estd involucrada en la induccion de la autofagia. Por ejemplo, en
caso de hipoxia, las células cancerosas epiteliales activan las vias de estrés oxidativo, lo
gue da como resultado la activacion de autofagia. Sin embargo, depende mucho del
contexto celular, la duracién y la intensidad de la actividad de NF-kB (86). Por otro lado,
se demostrd que las citoquinas proinflamatorias IL-1B, TNF- a y IFN-y activan la autofagia
bajo estimulos infecciosos. Estos hallazgos muestran mas evidencias de que la autofagia
tiene efectos importantes en la induccién y modulacién de la reaccién inflamatoria en

enfermedades neurodegenerativas e infecciosas (85,86).
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IIl. HIPOTESIS

La presencia del cisticerco en cerebros de ratas tratadas y no tratadas
farmacolégicamente (Oxfendazol-Praziquantel) desencadena la expresion 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 expresidon de los marcadores de autofagia en cerebros de ratas con NCC

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

4.2 Objetivos especificos

e Evaluary comparar la expresién de marcadores de autofagia (LC3B, Beclin-1

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

e Evaluary comparar la expresién de marcadores de autofagia (LC3B, Beclin-1
y p62) en cerebros de ratas con NCC con tratamiento farmacoldgico
(OXF+PZQ 24 horas y OXF+PZQ 2 meses post-tratamiento) y el grupo sin

tratamiento.

e |dentificar el grupo celular entre neuronas, microglias y astrocitos que

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

V. MATERIALES Y METODOS

Las muestras cerebrales de ratas que se usaron para este estudio fueron proporcionadas
por el LID-Laboratorio de Investigaciéon en Enfermedades Infecciosas—Area de
Inmunologia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Las muestras pertenecen a
un estudio previo titulado “Tratamiento antiparasitario en un modelo animal de

Neurocisticercosis”, cédigo SIDISI 66826 que contd con la aprobacion 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 antihelminticos (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, Peru) para evaluar la eficacia del tratamiento antihelmintico.
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 dias de nacimiento fueron infectadas con alrededor de 500
oncosferas activadas de T. solium via intracraneal, mientras que a los controles se les
inyectaron solamente 100 ul de solucion fisioldgica salina (15). Luego de 4 meses, una
vez que las oncésferas inyectadas se establecieron en el cerebro y desarrollaron
cisticercos se les administré tratamiento antihelmintico praziquantel (PZQ) 100 mg/Kg
como suspension oral de Montana (SANIQUANTEL® 10%) y el oxfendazol (OXF) 100
mg/Kg como suspension oral de Montana (DEWORMA®10%) durante 7 dias en dos dosis
diarias, seguidos de 100 mg/Kg de OXF por 8 dias. 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 perfusidon. Las ratas del
grupo sin tratamiento recibieron una solucién de 0.5% de carboximetilcelulosa, con

Tween-80 al 10% como vehiculo con el mismo patrén de administracion que las tratadas.

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

n° ratas

Grupos (Estudio

Previo)
Controles (Ctrl) 5
Controles Tratados 24 horas (Ctrl 24H) 3
Controles Tratados 2 Meses (Ctrl 2M) 5
Infectados con vehiculo 24 horas (IV 24H) 16
Infectados Tratados 24 H (IT 24H) 14
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Infectados con vehiculo 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 um de espesor. Las secciones seriales de los cerebros se desparafinaron y
rehidrataron para una tincidon estandar con hematoxilina y eosina con la finalidad de

identificar las caracteristicas del cisticerco y realizar un andlisis histopatoldgico.

5.2 Tamaio de muestra

Para el cdlculo del tamafio de muestra se utilizaron los tejidos de cerebro de rata del
estudio previo tomando en consideracion los siguientes criterios para homogeneizar el
grupo de evaluacion: ratas solo con cisticercos parenquimales y con maximo 3
cisticercosis por tejido cerebral, integridad del tejido y conservacién del tejido cerebral
embebido en parafina. Para evaluar la localizacidn del cisticerco se utilizaron imagenes
tefidas con Hematoxilina-Eosina y se observaron al microscopio de campo claro (Anexo
14), luego fueron impresas en papel y se contabilizé |la cantidad de cisticercos por cada
imagen, se seleccionaron solo las ratas que cumplian con los criterios mencionados. La
integridad de las muestras se definié como material y/o tejido completo e intacto, sin
dafios externos y almacenados correctamente, resultando un total de 42 ratas acorde

con los criterios mencionados.

Cuadro 2: Distribucion de ratas de acuerdo a los criterios de valoracion y la seleccion de

muestras:
o Ratas con <=3 .
n° ratas . Ratas quistes
. quistes .

Grupos (Estudio . parenquimales
. parenquimales .

Previo) (n) + 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 vehiculo 24 horas (IV 24H) 16 7 6
Infectados Tratados 24 H (IT 24H) 14 9 8
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Infectados con vehiculo 2 Meses (IV 2M) 14 8

Infectados Tratados 2 Meses (IT 2M) 13 8

Total 70 45 42
Total de muestra utilizada para analisis = 42

La seleccidn de las muestras fue por conveniencia, ya que el objetivo del proyecto fue
comprobar si se cumplen las hipdtesis planteadas inicialmente. Sin embargo, para
corroborar el tamaio de la muestra seleccionada se realiz6 el calculo en un programa
estadistico online “Sample Size Calculator for Comparing Two Independent Means”

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

Cuadro 3: Distribucidn de ratas de controles e infectadas para la evaluacién del tamafio

de muestra buscado.

Grupos N° ratas (Estudio Previo) N° ratas evaluadas
Controles 13 13
Infectados 57 29
Total 70 42

Asumiendo una desviacidn estandar combinada de 0,4 unidades. El estudio requeriria
un tamafio de muestra de: 5 para cada grupo (es decir, un tamafio de muestra total de
10, asumiendo tamafios 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 poblaciéon y se
determina que las medias del grupo control y grupo de infectados son 1y 0,25 unidades,
respectivamente, y la desviacidn estandar es 0,4 unidades, tendria 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 Analisis Histopatolégico

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

espacios llenos de liquido d9e tamario variable en el tejido cerebral que rodea un quiste.
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La gravedad del dafio de los cisticercos se basé en la pérdida de integridad de la
membrana vesicular del cisticerco y se clasificd utilizando una tincion de Hematoxilina
Eosina. Ademas, se caracterizd la formaciéon de fibras de colageno alrededor del

cisticerco mediante una tincidn Tricrdmica de Masson (Anexo 14) (41).

5.4 Anticuerpos primarios

Los anticuerpos anti-LC3B y anti-Beclin-1 se adquirieron de Abcam policlonal, Cédigo:
ab48394 y Cédigo: 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 cddigo ab91526 para detectar la
degradacidon autofdgica fue monoclonal, esto quiere decir que los anticuerpos
provinieron de un solo linaje de células B por ello son mas puros y presentan menos
inespecificidades (124). Los anticuerpos de anti-GFAP policlonal de ratén para
astrocitos, anti-IBA policlonal de cabra para microglia tanto activas como en estado
basal, anti- NF policlonal de ratdn para neurofilamentos y anti-NeuN policlonal de ratén

para marcaje de neuronas (Anexo 1).

5.5 Inmunohistoquimica

Una vez obtenidas las [dminas portaobjetos con el tejido de cerebro se desparafinaron
por medio de una bateria creciente de alcoholes. Luego, se expuso el antigeno a 97°C
con Citrato 5X Tween 20 al 0,05% durante 30 minutos. Una vez lavadas con PBS 1X, se
bloqued la peroxidasa enddgena por 30 minutos. Para la solucién de bloqueo se us6 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-Beclinl independientemente. Las secciones se lavaron con PBS-1X
cinco veces y se incubd, con su anticuerpo secundario diluido en PBS 1X durante 1 hora

(cabra anti- ratén IgG marcado con HRP y cabra anti- conejo IgG marcado con HRP). La
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reaccién antigeno-anticuerpo se detecté con el sustrato cromdégeno Diaminobencidina
DAB (Dako, Carpinteria, CA), el precipitado de color marrén representa una reaccion
positiva. Posteriormente se realizd la contratincion con Hematoxilina de Harris por 5
segundos. Después de la deshidratacidn 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 imagenes de IHC se obtuvieron utilizando una
camara Axiocam ERc5 acoplada a un microscopio de campo claro de la marca Leica. Para
los cerebros infectados se evalud el area total circundante al cisticerco (600 um) (96).
Mientras que para los controles no infectados se utilizaron las areas analizadas de
cerebros infectados como molde. Las imdgenes se procesaron utilizando ImageJ v1.21 y
un método de deconvolucidn antes de la medicién del drea inmunorreactiva (proporcion
entre el nimero de pixeles tefiidos sobre el numero total de pixeles 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 inanicion en lineas

celulares HCT8

La expresidon del marcador citosdlico LC3B se evalué mediante inmunofluorescencia
después de la induccién de autofagia en células HCT8 (Adenocarcinoma ileocecal
humano). Para inducir la formacion de autofagosomas en esta linea celular se
estandarizd un protocolo de inanicién. 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 observd 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 inanicién, LC3B se expresa de manera ubicua y se detecta
un patron difuso con una leve tincidon punteada tanto en el nlicleo como en el citoplasma
en condiciones basales. La privatizacién del suero durante mas horas aumentd la
expresion de LC3B. Como resultado, este patron cambia ampliamente de difuso a
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notablemente punteado y citoplasmico (Figura 9).

CONTROL 4 HORAS 6 HORAS

LC3B + DAPI

Figura 9: Tincion inmunofluorescente para LC3B en células HCT8. Las células HCT8
(human ileocecal colorectal adenocarcinoma) fueron sometidas a periodos de inanicién
de 4 y 6 horas y luego teflidas con el marcador de autofagosomas LC3B 1:500. LC3B

(verde) y DAPI (marcador de nucleos, azul).Imagenes 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
solucion de bloqueo se usé BSA o o Albumina sérica bovina al 5%, ovoalbimina 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 estandarizé cada anticuerpo primario: anti-GFAP en ratén, proteina acida fibrilar
glial o marcador de astrocitos, con una dilucién de 1:400, esta concentracién mostré
patrones mejor definidos y background inexistente en las laminas corridas. En las
neuronas, evaluamos la proteina NeuN ubicada en los nicleos y el citoplasma
perinuclear de la mayoria de las neuronas con una dilucién de 1:1000 anti-NeuN en
ratén. En microglias totales utilizamos molécula adaptadora ionizante de unién al
calcio 1 o IBA-1, resultando una dilucién 1:400 de anti-IBA en cabra. Finalmente, para
evaluar la regién axonal de las neuronas estandarizamos la proteina neurofilamento,
un tipo de filamento intermedio expresado ampliamente en los axones neuronales en

una dilucion de 1: 1000 anti-NF en raton (Anexo 3, 4, 15)
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Se afiadid los anticuerpos anti-LC3B de conejo (1:1000) y anti-p62 (1:500) se incubd
toda la noche durante 16 horas aproximadamente 4°. Las secciones se lavaron con
PBS-1X cinco veces y se incubd, bajo condiciones fotosensibles, con su anticuerpo
secundario respectivo durante 1h (burro anti-conejo IgG Alexa Fluor® 488, anti-ratén
IgG Alexa Fluor® 488, anti-cabra IgG Alexa Fluor® 488). Las secciones tefidas se
cubrieron con un cubreobjetos usando ProLong Gold Antifade Mountant con DAPI (Life
Technologies) y se observaron con un microscopio confocal (Axio Observed A1l; Zeiss,
Oberkochen, Alemania). Las imagenes se obtuvieron con una cdmara Axiocam MRC

(Zeiss) con el software Zen Pro version 2012.

Para fines descriptivos y explicativos se determind el porcentaje de colocalizacion

utilizando el drea 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 vehiculo 24 horas (IV 24H), 2 ratas del grupo Infectados con
vehiculo 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 imagenes
RGB o a color (Red, Green and Blue, por sus siglas en inglés) con un doble marcaje entre
LC3B y NeuN (16 imdagenes, 20x), LC3B y GFAP (16 imagenes, 20x), LC3B e IBA-1 (16
imagenes, 20x), LC3B y NF (16 imagenes, 20x), LC3By p62 (16 imagenes, 20x), las cuales
fueron procesadas utilizando las herramientas de Imagel) v1.21. LC3B se marcd con un
fluoréforo verde, mientras que el resto de marcadores, con un fluoréforo rojo; la

superposicién entre ambos colores resulté amarillo.

De cada imagen se evalud una secciéon de 600 x 600 micras en una region aleatoria y
cercana al quiste. Una region cercana al cisticerco se definié como no menos de 400
micras alrededor de este. Para determinar el area total de color de las regiones
evaluadas, las imagenes se convirtieron a blanco y negro utilizando la herramienta
Imagen 8 bits, donde el area blanca estuvo definida como el total de Ila regién
inmunoreactiva o con color, mientras que el area negra represento el fondo o el area

sin inmunoreactividad. Por otro lado, para determinar el area de color amarillo, se
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utilizé la herramienta Color Treshold (Umbral del color) de Imagel v1.21. que permitid
seleccionar partes de una imagen RGB que se encuentran en un rango de color
especifico, en este caso amarillo. Todas las areas fueron obtenidas en micras y se

determiné el porcentaje de colocacién utilizando la siguiente féormula:

Area amarilla (um) x 100 %

%Colocalizaciéon = % X )
rea blanca (um

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

analisis estadistico de los resultados obtenidos (Anexo 12).

5.7 Estadistica

Los datos fueron analizados por Stata 14 y Prism Graphpad versién 8, presentados como
la media + desviacién estandar. 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 multiples de Dunn’s para evaluar las diferencias significativas entre los

grupos. Se considerd que P <0,05 indica una diferencia estadisticamente significativa.

VI. RESULTADOS

Se evalud mediante inmunohistoquimica la expresidn 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 vehiculo 24 horas (IV 24H), Infectados Tratados 24 H (IT 24H),
Infectados con vehiculo 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 presenté diferencias significativas con los grupos controles, los valores de p
se muestran en las graficas. La alta expresion se observd principalmente en las zonas

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

Ctrl Ctrl 24H Ctrl2M

LC3B

p+0.0037
H T 1 |
p=0.0036
I 1 p=00086 Expresion LC3B
47 I p=0.0008 | Ratas # Quistes Expresion Desviacion
I | (n) (media) Estandar

3 5 NA 0.111 0.015
(==
3 3 NA 0.106 0.064
- 5 NA 0.233 0.124
B 21
% 6 7 2.404 0.604
P 8 10 2138 0.699
=

11 8 11 3.070 0.929

7 10 2.444 1.234
0- Total 42 38

Ctrl  Ctrl24H Ctrl2M IV24H IV2M IT24H IT2M

Kruskal-Wallis, p<0.0001 Grupos

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 imagenes D, E, F, G son representativas del
grupo de infectadas con vehiculo 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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Beclin

de media * DE de todos los quistes analizados por grupo, la significancia estadistica se

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

comparaciones multiples. Se observaron diferencias significativas entre infectados y no

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

6)

6.2 Inmunoreactividad del marcador Beclin-1

Ctrl Ctrl 24H Ctrl 2m
A : B el e h\‘f\;c‘“'.-p» e
> 3 $ S g = 8 > g ’ & \-“ >

p=0.01
H r 1 |
20 p=0.0015 Expresién Beclin-1
0 r 1
p=0.0028 Ratas # Expresion  Desviacion
(n) Quistes (media) Estandar
': 5 NA 0.360 0.168
B8 3 NA 0.294 0.161
g 5 NA 0.232 0.191
-
= 6 7 1.249 0.392
E 8 10 1.176 0.300
L
= 8 11 1.495 0.410
7 10 1.263 0.510
Total 42 38

Ctrl Ctrl24H Ctrl2M IV24H N2M IT24H IT2M
Kruskal-Wallis, p < 0.0001 Grupos
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P62 / SQSTM1

Figura 11: Inmunoreactividad para la proteina 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 imagenes D, E, F, G son representativas del grupo
de infectadas con vehiculo 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 estadistica se evalué mediante la prueba de Kruskal Wallis (p<0.0001),
seguido de una prueba de comparaciones multiples. 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

Ctrl Ctrl 24H Ctrl 2M
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p0.0046

H p+0.0008 |
' ' p0.0004
T | Expresion p62
209 pro.0%8 Ratas # Quistes Expresion  Desviacion
' ' (n) (media) Estandar

15 5 NA 0.007 0.004
S 3 NA 0.023 0.009
a.
= 5 NA 0.019 0.005
— ‘ u-
£ 6 7 1.200 0.358
s 8 10 1.059 0.308

0.5 8 11 1.271 0.345

7 10 1.430 0.352
0.0 . . ; — Total 42 38
Ctrl Ctrl24H Ctrl2M IV24H V2M IT24H IT2M
Kruskal-Wallis, p<0.0001 Grupos

Figura 12: Inmunoreactividad para la proteina p62/SQSTML1. 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 imagenes de
control. Las imdgenes D, E, F, G son representativas del grupo de infectadas con vehiculo
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 estadistica se
evalué mediante la prueba de Kruskal wallis (p<0.0001), seguido de una prueba de
comparaciones multiples. 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 Expresion constitutiva de LC3B en cerebros de ratas sin NCC

Se evalud la expresion 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).

Noétese que en la Figura 13 la expresion del marcador LC3B sigue el patrén de las células
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gue constituyen cada regién. En la corteza se observa tenue pero bien definido el
marcaje de las neuronas desde el soma hacia el axdn. Se observa el mismo patrén en

cuerpo estriado y cerebelo.

STRIATUM CEREBELD

LC3B + DAPI

Figura 13: Inmunofluorescencia de LC3B en cerebros de ratas no infectadas en corteza
(A), Cuerpo estriado (striatum) (B) y cerebelo (C). El analisis de doble tincién para LC3B
(verde) y DAPI (marcador de nucleos, azul). Las flechas sefialan los distintos tipos de
grupos celulares predominantes en cada regién cerebral, destacando la forma
caracteristica de cada una. Imagenes tomadas a un aumento de 40X. Barra de escala de

50 um.

6. 5 Expresion de LC3B en cerebros de ratas con NCC en una region

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 expresién de LC3B. Se observa un patrén de
acumulos del LC3B de aspecto redondeado en la region cercana a la ubicacion del
cisticerco, mientras que en las regiones lejanas la intensidad del marcaje disminuye y

conserva la forma definida del grupo celular de la region evaluada.
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Figura 14: Inmunofluorescencia de LC3B en dos regiones de corteza del cerebro de rata

con NCC. (A) representa una regién de corteza cercana a los cisticercos a, b y ¢, definida
como no menos de 400 micras alrededor de estos, donde se observo un aumento de la
expresion del marcador LC3B (verde) acumulados en forma de esferas de tamafio
heterogéneo. (B) representa una region de corteza lejana de los cisticercos a, b y c. El
marcador de autofagosomas mostrd expresidn constitutiva sin formacion de cimulos o
esferas aglomeradas. Imagenes tomadas a un aumento de 10X y 40X. Barra de escala de

50 um.

6.6 Colocalizacion del marcador LC3B con grupos celulares (astrocitos,

microglias y neuronas) y p62.

Mediante inmunofluorescencia se evalud la colocalizacion del marcador LC3B en células
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neuronales, microglias, astrocitos y neurofilamento, asi 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 vehiculo 24 horas (IV 24H), 2 ratas del
grupo Infectados con vehiculo 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 expresién del biomarcador LC3B en verde, los nucleos celulares en azul

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

En la figura 15 la expresion del marcador de astrocitos GFAP presenté una forma
pleomdrfica 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 observé

colocalizacién en ninguno de los siete grupos evaluados.

Para evaluar la presencia del marcador LC3B en microglias totales utilizamos una
molécula adaptadora ionizante de unién al calcio 1 o IBA-1. La figura 15 muestra una
regidn cercana al cisticerco de un cerebro infectado con un incremento en la expresién
y en la forma de las microglias, las cuales se observan con un aspecto mas ameboide y
menos ramificado en las zonas con presencia de cambio espongiético, pero no se

observé colocalizacidn en los siete grupos.

Con la finalidad de determinar la expresién del marcador LC3B en las neuronas,
evaluamos la proteina NeuN ubicada en los nucleos y el citoplasma perinuclear de la
mayoria de las neuronas. En los cerebros controles se observdé mayor porcentaje de
colocalizacién en neuronas con sus caracteristicos cuerpos celulares y axones. Sin
embargo, en cerebros infectados este porcentaje de colocalizacidn disminuyd y se
observaron neuronas poco definidas con cambios atroficos en los somas y, sobre todo,
en regiones axonales. Finalmente se evalué la region axonal de las neuronas utilizando
la proteina neurofilamento NF, un tipo de filamento intermedio expresado ampliamente
en los axones neuronales. La figura 15 muestra que en tejido cerebral sano la proteina
de neurofilamento esta presente en su forma normal distribuida a lo largo del axén de
la mayoria 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: Colocalizacion del marcador de autofagosomas LC3B en células neuronales
y gliales. (A) Region aleatoria cercana al cisticerco. (B) Colocalizacién de LC3B con NeuN
(Proteina Nuclear Neuronal), NF (Neurofilamento), GFAP (Proteina Acida Fibrilar Glial),
IBA-1 (Molécula Adaptadora de Unidon a Calcio lonizada -1) y p62 (Proteina de
degradacion autofagica). Barra de escala 10 um. Imagenes observadas a un aumento de
40X. (C) Porcentajes de colocalizacién entre LC3B y grupos neuronales y gliales en
controles (Ctrl), Controles Tratados 24 horas (Ctrl 24H), Controles Tratados 2 Meses (Ctrl
2M), Infectados con vehiculo 24 horas (IV 24H), Infectados Tratados 24 H (IT 24H),

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

VIl. DISCUSION

La autofagia es un mecanismo homeostatico altamente regulado para la degradacién
masiva de los contenidos citoplasmaticos (44,45). Se ha implicado en una variedad de
condiciones fisiolégicas y patoldgicas relevantes para enfermedades neuroldgicas. Sin
embargo, en NCC se desconoce su caracterizacién 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 inmunohistoquimica, la expresién de los
marcadores LC3B, Beclin-1 y p62. Asimismo, mediante inmunofluorescencia evaluamos
la presencia y caracterizacion de autofagosomas positivos para LC3B en neuronas y

células gliales.

Se observdé un incremento estadisticamente significativo en la expresiéon de los
marcadores estructurales de los autofagosomas LC3B y Beclin- 1 en el tejido que rodea
al cisticerco. En comparacidn, 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
estadisticamente significativa. Estos hallazgos son coherentes con la bibliografia
revisada, ya que en cerebros controles los niveles de p62/SQSTM1, un producto de

degradacidn exclusiva de la via de autofagia, son escasos. A niveles basales, en un
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proceso normal de autofagia la disminucién de los niveles de p62 es un indicativo de la
degradacion lisosomal y finalizacién del flujo autofagico (54, 55,62). Mientras que en
condiciones de estrés o disfuncion del flujo autofagico la expresion de p62 se ve
incrementada. La mayor inmunoreactividad de estos marcadores (LC3B, Beclin 1y p62)
en cerebros de ratas con NCC también se observan en traumatismo craneoencefalico,
traumatismo cortical controlado y enfermedades neurodegenerativas. En estas
afecciones se confirmo un incremento de los marcadores LC3B y p62 provocado por una
disfuncién del flujo autofagico, lo que da como resultado una acumulacién masiva de
autofagosomas dentro de neuronas en degeneracion (87). La mayor inmunoreactividad
de LC3B y p62 estd relacionada a una alteracién del flujo autofagico en el cerebro
lesionado, este evento estaba asociado con la gravedad de la lesion o una peor
recuperacién (88, 89, 90). La acumulacion de autofagosomas y un ineficiente
aclaramiento autofdgico da como resultado una mayor reactividad de marcadores

autofagicos, consecuente con los resultados obtenidos.

Evaluamos la alteraciéon de los marcadores autofagicos y su asociacién con el
tratamiento farmacoldégico (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
vehiculo en ambos tiempos de tratamiento. Sin embargo, los resultados mostraron que
la mayor expresidn de los marcadores autofagicos se inclind hacia los cerebros
infectados tratados a las 24 horas. Por ejemplo, en modelos murinos con NCC se ha
reportado que la accidon sinérgica del tratamiento antihelmintico de Oxfendazol mas
Praziquantel genera mayor dafo a los cisticercos. En las primeras 24 horas se produce
una exacerbacion en la liberacién de antigenos y va disminuyendo con el paso del tiempo
(41,91). Ademas, la inflamacién alrededor del cisticerco aumenta y se observa mayor
severidad del cambio espongidtico en el parénquima cerebral. La exposicion al estrés y
la liberacion de antigenos, provocado por la degeneracién del parasito, probablemente
desencadenaria una respuesta autofdgica; 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 citosdlico y la eliminacidn de proteinas danadas
en neuronas especificas del cerebro (22,50). Posiblemente, la explicacion de esta
escasez se deba al eficaz y buen funcionamiento de la maquinaria autofagica y sus
constituyentes, haciendo que los autofagosomas no logren acumularse en neuronas
sanas a niveles detectables. Otra explicacién seria que la autofagia basal es constitutiva
y recicla el citoplasma y sus constituyentes, de manera no selectiva y continua, para
equilibrar la sintesis con la degradacién y mantener la homeostasis neuronal (21). Por
ello es vital su buen flujo y funcionamiento. Una alteracién en la autofagia neuronal
podria perjudicar el control de calidad, dando lugar a la acumulaciéon aberrante de
proteinas mal plegadas y/o agregados téxicos observados frecuentemente en
enfermedades neurodegenerativas, como la Enfermedad de Alzheimer, la Enfermedad

de Parkinson y la Esclerosis Lateral Amiotrofica (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 observd un incremento de los marcadores autofagicos. La
inmunofluorescencia mostré que en cerebros sanos los nucleos neuronales o somas,
evaluados con NeuN, presentaron apariencia normal y colocalizaron con los
autofagosomas LC3B a niveles basales . En cerebros infectados, aunque la acumulacién
de autofagosomas aumento, la proporcidon de somas neuronales que colocalizan con
LC3B disminuyd visualmente, esto indicaria que los autofagosomas se estarian
acumulando en menor proporcion en los somas de las neuronas.

Los autofagosomas se generan, preferentemente, en los extremos distales de los axones
y por transporte retrogrado se dirigen al soma para fusionarse con los lisosomas y formar
el autolisosoma, donde se llevard a cabo la degradacidn. La disminucion de
autofagosomas en el cuerpo neuronal vistas aqui, podria representar una disfuncién en
el transporte de autofagosomas hacia este compartimento y por ende al ultimo paso
del flujo autofagico, la degradacién. Para evaluar esta posibilidad hace falta recurrir a
marcadores especificos que reflejen la interrupcion o el dafio en el transporte axonal,

por ejemplo el Gen SOD-1, dineina y kinesina utilizados para evaluar el déficit en el
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transporte anterégrado y retrégrado en diferentes enfermedades neurodegenerativas

(96, 94).

Adicionalmente, nuestros resultados evidenciaron acumulacion localizada de
neurofilamento (NF) en los axones de las neuronas de cerebros infectados, donde la
colocalizaciéon de autofagomomas y NF incrementd visualmente 96-% alrededor del
cisticerco con respecto a los cerebros controles. Estas acumulaciones son conocidas
como esferoides o inflamaciones focales de un axén si tienen un didmetro de 20 umy
varicosidades si presentan menor tamafio (94,95) y por lo general, suelen estar llenas de
organulos y citoesqueleto alterado. Recientemente, un estudio demostré que los
esferoides no se limitan al modelo de rata, sino que también estdn presentes en tejido
cerebral de cerdos y humanos con NCC. Ademds, hallaron acumulacién de NF dentro de
los esferoides axonales, condicién consecuente de la interrupcidn del transporte axonal
(94). Coincidentemente la aparicién de estos esferoides axonales, y su reactividad es
similar a la encontrada en varias enfermedades neurodegenerativas y de lesién
traumatica, esto respalda la probabilidad de que quizd existan vias comunes
compartidas en la degeneracién axonal de NCC con estas enfermedades. Se ha
demostrado que varios mecanismos conducen a la degeneracién axonal incluyendo el
trauma fisico del axdn, el estrés oxidativo y la inflamacién (78, 88, 90). En nuestro
estudio, dado que se utilizé un modelo de rata, el tamario relativamente grande de los
cisticercos en el cerebro posiblemente conllevd a la compresiéon fisica del axén vy
probablemente contribuyd al deterioro del transporte axonal y consecuentemente a la
formacion de esferoides axonales (78). Ademas, se ha demostrado que la acumulacién
de neurofilamento se relaciona progresivamente con la interrupcion del transporte
axonal e incluso este deterioro o interrupcién del transporte conduce a la degeneracion
axonal (94-97). Esto ultimo puede estar ocurriendo en NCC. Por ello, sugerimos un
modelo esquematico de flujo autofagico alternativo en neuronas que rodean al
cisticerco donde el transporte axonal estd siendo interrumpido producto de la
formacion de esferoides acumulados en las regiones medias del axon. Como resultado,
los autofagosomas se concentran en las hinchazones axonales y no logran dirigirse hacia

el soma para la protedlisis lisosomal.

48 |Pagina



O 3B

o P62

O Beclin-1

Dafado

NF LC3B

____ Neurofilamento
®  (Esferoides)

Lisosoma

Figura 16. Modelo esquematico propuesto para autofagia en NCC. Flujo autofagico
alternativo en neuronas sanas y neuronas que rodean el cisticerco en el cerebro de ratas
con NCC. (A) Flujo autoféagico en una neurona sana y (B) una neurona de un cerebro con
NCC. Nétese la formacion de hinchazones axonales llenas de material acumulado. Las
imagenes de colocalizacién LC3 (verde) y NF (rojo) en neuronas sanas e infectadas que

soportan el modelo grafico. Barra de escala 10 micras.

Ademas de las neuronas, se evaluaron astrocitos y microglias con GFAP e lba-1,
respectivamente mediante inmunofluorescencia. No se observé colocalizacion con LC3B
en ninguno de estos grupos celulares a pesar de la sobreexpresion de GFAP e |ba-1
alrededor del cisticerco, eventos reportados como gliosis astrocitica o scar glial en NCC
(15,18). El rol de la autofagia a nivel neuronal en condiciones basales y patolégicas ha
sido ampliamente estudiado, pero en eventos patolégicos la autofagia en las células
gliales no esta bien caracterizada (65,66). Las glias constituyen una alta proporcién en

cuanto a poblacién 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 coleccién diversa y especializada de tipos de células v,
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 caracterizacién de diversos procesos celulares como la autofagia
(74, 65, 99). A diferencia de las neuronas, las células gliales se replican y responden de
manera mas robusta a los cambios de nutrientes y, por lo tanto, también pueden

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

Estudios en enfermedades neurodegenerativas, asi como en isquemia y accidente
cerebrovascular, sugieren que la autofagia puede modular la respuesta inflamatoria
microglial; sin embargo, no estd claro si esta regulacion es positiva o negativa. Los
estudios disponibles indican que las microglias, el actor principal del sistema
inmunolégico innato en el cerebro, orquesta la respuesta inflamatoria cerebral,
respondiendo al dafio del SNC y regulando la liberacion de mediadores inflamatorios
solubles, asi como fagocitando detritos especificos (75, 101, 102). La evidencia
acumulada sugiere que la maquinaria de autofagia modula la fagocitosis en macroéfagos
y microglia, los genes de la autofagia pueden modular la captacidn fagocitica mediante
la regulacion de la expresion de los receptores de engullimiento de la superficie (54,
103). En contraste a esto, algunos datos sugieren que puede existir una superposicion
funcional entre la autofagia y la fagocitosis como sucede en enfermedades
neurodegenerativas y envejecimiento, donde la inhibicién de una desencadena la
activacion de la otra, evento que podria estar sucediendo en NCC (104,54). En relacién
con ello, la autofagia puede regular negativamente la formacién del inflamasoma,

mediante la digestion de sus sustratos (54).

Los limitados estudios en astrocitos revelan que estos tienen una mayor eficiencia de
eliminacién de proteinas que las neuronas, esto puede constituir un mecanismo de
proteccién intrinseco para eliminar proteinas mal plegadas en las neuronas (54, 65). Este
evento se ha reportado en agregados de a-sinucleina y enfermedades pridnicas, donde

podria existir comunicacidn entre neuronas y astrocitos para la liberacion de agregados
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toxicos, mediante la absorcidén y eliminacion en astrocitos (105,106). En relacién con
esto, los agregados de a-sinucleina se propagan de manera eficiente de neuronas a
astrocitos y entre los propios astrocitos, pero no de astrocitos a neuronas. También se
han observado fenédmenos similares en agregados de Huntingtina (HTT) en Drosophila
(107). Por otro lado, se ha informado que la actividad del proteasoma, via degradativa
de proteinas, podria ser menor en las neuronas en comparacién con los astrocitos.
Utilizando reporteros fluorescentes se demostrd que en cultivos primarios el
proteosoma es menos activo en neuronas que en astrocitos y que, en el cerebro del
ratdn, una disminucién dependiente de la edad en la actividad del proteosoma es mas
prominente en las neuronas que en las células gliales (108,109). Asimismo, usando una
sonda éptica de persecucion de pulsos se observé que la eliminacion de HTT mutante
ocurre mas rapidamente en astrocitos que en neuronas tanto en cultivos primarios

como en cerebro de raton (110).

Aunque la autofagia es un proceso ubicuo y los componentes de la maquinaria de la
autofagia se expresan ampliamente, la regulacion de la autofagia puede ser especifica
de un drgano, regidn cerebral, tipo o subtipo celular. Por lo tanto, no es sorprendente
gue la autofagia pueda estar regulada diferencialmente en las neuronas en comparacion
con las células gliales, como lo observado en el presente trabajo. Sin embargo, se
necesitan mas estudios para investigar en detalle cdmo la autofagia se regula de manera

diferente en astrocitos, neuronas y microglias.

Finalmente, encontramos mayor inmunoreactividad de los marcadores autofagicos en
los cerebros infectados en comparacién con los cerebros controles. Esta reactividad
presentd una inclinacién hacia el grupo de ratas infectadas con tratamiento 24 horas;
pero no se obtuvo significancia estadistica. Posiblemente, el tamano de muestra
influencid en este resultado, puesto que el grupo evaluado sélo consideré cerebros con
quistes parenquimales. Por ello sugerimos ampliar el nUmero de muestra. Por otro lado,
la acumulacion de autofagosomas se presentd en el soma neuronal y en regiones donde
se observa dafo 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 evaluacién 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 mayoria 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 autofagicas activas y
blogueo de autofagia, es necesario tener en cuenta el flujo autofagico utilizando
modelos animales in vivo, y el uso de inhibidores y distintas metodologias de detecciéon
como la microscopia electrénica de transmisién (TEM), una técnica eficiente para la
evaluacién de la autofagia in situ. El uso de marcadores policlonales, representa,
también, una limitacién debido a su alta especificidad multiepitope. El reconocimiento
de multiples epitopos a menudo induce una alta reactividad cruzada con proteinas que
contienen patrones conservados, especialmente con proteinas homodlogas entre
especies. Por lo tanto, la presencia de una gran cantidad de anticuerpos inespecificos a
menudo conduce a niveles de fondo elevados (124). Considerando esta limitacion,
contrarrestamos la inespecificidad de los anticuerpos policlonales estableciendo un
protocolo de estandarizacidon basado en el bloqueo de proteinas enddgenas con el fin
de prevenir la union no especifica de los anticuerpos primario y/o secundario (Anexo 2,
3,4).

Dados los resultados presentados sugerimos evaluar la disfuncidn del transporte axonal

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

e Se observoé un incremento significativo respecto al control negativo sin NCC
en la expresion de los marcadores autofagicos LC3B, Beclin- 1 y p62 en el
area circundante al cisticerco.

e No se observaron diferencias significativas entre los infectados tratados
(OXF + PZQ 24 horas y OXF + PZQ 2 meses) e infectados con vehiculo. Sin
embargo, se evidencié un incremento en la expresion de los marcadores
autofagicos inclinado hacia cerebros infectados tratados a las 24 horas.

® La acumulacion de autofagosomas positivos para LC3B colocalizan con el
soma y con regiones de hinchazén axonal o esferoides en cerebros de ratas
con NCC.

e La acumulacion de autofagosomas positivos para LC3B no colocalizan con

astrocitos ni microglias en cerebros de ratas con NCC.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1: Lista de anticuerpos utilizados

. odi . IIHC
Anticuerpo Marca Codigo Clonalidad 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 IFO3L Monoclonal IFI
Goat mAB anti-IBA-1 Abcam ab5076 Policlonal IFI
Goat anti-mouse IgG HRP Invitrogen 161815 NA IHC
labeled

Goat anti-rabbit IgG HRP KLP (seraCare) 741516 NA IHC
labeled

Goat anti-mouse 1gG Alexa . .

fluor 488° |abeled Invitrogen A11029 Policlonal IFI
Donkey anti-rabbit 1gG . .

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 Invitrogen A11012 Policlonal IFI

fluor 594° |labeled
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ANEXO 2: Protocolo de estandarizacion del marcador LC3-B, Beclin-1 y p62 para

Inmunohistoquimica

LC3B BECLIN-1 P62
Codigo abag39a  abess7 08T
Estufa 45 min 45 min 45 min
Xilol 1 x 3 3 min 3 min 3 min
Desparafinacion Xilol 1l x 2 3 min 3 min 3 min
Xilol 11l x 3 3 min 3 min 3 min
Sgtg:;a Decreciente 2 min > min > min
) Citrato 1x +Tween Copplin Copplin Copplin
Desenmascaramiento 20
Tiempo 30 min 30 min 30 min
3 Lavados de 5 min
Zlqca%téi?}gs peroxidasas i)(/o H202 + PBS 30 min 30 min 30 min
3 Lavados de 5 min
BSA 5% BSA 5% BSA 2%
) PBS 1x + Triton Burro 5% Burro 5% Cabra 5%
E:]odqéugeeon;’;otemas 0.05% Cabra 5% Cabra 5% Leche 2%
Leche 2% Leche 2%
Tiempo 60 min 60 min 60 min
3 Lavados de 5 min
Cabra 5% Cabra 5% Cabra 5%
PBS 1x + Triton Rata 5% Rata 5% Rata 5%
0.05% Caballo 1% Caballo 1%  Caballo 1%
Anticuerpo Primario Leche 2% Leche 1%
Dilucién 1:1000 1:500 1:1000
Tiempo Ovirnci:gth Ovirn(i:gth 4 °C Overnigth
3 Lavados de 5 min
Cabra 5% Cabra 5% Cabra 5%
PBS 1x Rata 5% Rata 5% Rata 5%
Anticuerpo Secundario Caballo 5% | Caballo 5%  Caballo 5%
Dilucién 1:400 1:400 1:400
Tiempo 60 min 60 min 60 min
3 Lavados de 5 min
Solucién PBS 1X PBS 1X PBS 1X
Revelado H202 3% H202 3% H202 3%
DAB Cromoégeno = Cromégeno  Cromdgeno
Deshidratacion ?)Ethzlri)a(‘iIColrelill?Pte Imin/3min 1min/3min 1 min/3 min
Montaje Solucién Entellan Entellan Entellan
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ANEXO 3:

Inmunofluorescencia

Desparafinacion

Desenmascaramiento

3 Lavados de 5 min

Bloqueo Proteinas
Endbgenas

3 Lavados de 5 min

Anticuerpo Primario

3 Lavados de 5 min

Anticuerpo
Secundario
Alexa fluor 488
FOTOSENSIBLE

3 Lavados de 5 min
Montaje

Protocolo de estandarizacion

Caédigo
Estufa
Xilol I x 3
Xilol 1 x 2
Xilol Il x 3

Bateria Decreciente
de OH

Citrato 1x +Tween
20

Tiempo

PBS 1x + Triton
0.05%

Tiempo

PBS 1x + Triton
0.05%

Dilucién

Tiempo

PBS 1x

Dilucién

Tiempo

Solucién

del marcador

LC3B
ab48394
45 min
3 min
3 min
3 min

2 min

Copplin
30 min

BSA 5%
Burro 5%
Cabra 5%

Ovoalbumina 2%
60 min

Cabra 5%
Rata 5%
Caballo 5%
Ovoalbumina 2%
1:1000
4 °C Overnigth

Cabra 5%
Rata 5%
Caballo 5%
1:400
60 min

DAPI

LC3-B y p62 para

P62
H00008878-M01
45 min
3 min
3 min
3 min

2 min
Copplin
30 min

BSA 2%
Cabra 5%
Leche 2%

Ovoalbumina 2%
60 min

Cabra 5%
Rata 5%
Caballo 5%
Ovoalbumina 2%
1:1000
4 °C Overnigth

Cabra 5%
Rata 5%
Caballo 5%
1:400
60 min

DAPI
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ANEXO 4: Protocolo de estandarizacion de los marcadores NeuN, GFAP, IBA-1y NF para

Inmunofluorescencia

NeuN NF GFAP IBA-1
Cédigo ab104225 MAB5262 IFO3L ab5076
Estufa 45 min 45 min 45 min 45 min
Xilol I x 3 3 min 3 min 3 min 3 min
‘ Xilol 1l x 2 3 min 3 min 3 min 3 min
D rafinacion . .
esparafinacio Xilol 11l x 3 3 min 3 min 3 min 3 min
Bateria
Decreciente de 2 min
OH 2 min 2 min 2 min
Citrato 1x . . . .
_ Copplin Copplin Copplin Copplin
Desenmascaramiento tTween 20
Tiempo 30 min 30 min 30 min 30 min
3 Lavados de 5 min
BSA 5% BSA 2% Burro 5% Burro 5%
Burro 5% Cabra5% @ Cabra5% Caballo 5%
) PBS 1x +
Bloqueo Proteinas Triton 0.05% Cabra5%  Leche 2%
Endogenas Ovoalbimina OvoalbliminaOvoalbimina
2% 2% 2%
Tiempo 60 min 60 min 60 min 60 min

3 Lavados de 5 min

Cabra 5% Cabra5% @ Cabra 5% Burro 5%
Rata 5% Rata 5% Burro 5%

PBS 1x +
Triton 0.05%  Caballo 1% Caballo 1%
Anticuerpo Primario Ovoalbumina OvoalbiminaOvoalbimina Ovoalbimina
1% 1% 1% 1%
Dilucion 1:1000 1:1000 1:400 1:400
i 4°C 4°C 4°C 4°C
Tiempo

Overnigth Overnigth = Overnigth Overnigth
3 Lavados de 5 min

Cabra 5% Cabra5% @ Cabra 5% Cabra 5%

Anticuerpo PBS 1x Rata 5% Rata 5% Rata 5% Rata 5%
S dari
ecundario Caballo 5% Caballo 5% Caballo 5% Caballo 5%
Alexa fluor 488
FOTOSENSIBLE Dilucién 1:400 1:400 1:400 1:400
Tiempo 60 min 60 min 60 min 60 min

3 Lavados de 5 min
Montaje Solucién DAPI DAPI DAPI DAPI

57| Pagina



ANEXO 5: Tabla de distribucién del nimero de ratas y quistes segun sexo.

ratas . Sexo
Grupos eval(:?das # Quistes (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 vehiculo 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 multiples de Dunn's para el marcador LC3B en

inmunohistoquimica.

Prueba de Dunn Significativo? Resumen :::?‘:;Z:re:
Ctrl vs. Ctrl 24H No ns 0.9657
Ctrl vs. Ctrl 2M No ns 0.5802
Ctrlvs. IV 24H Yes *x 0.0036
Ctrlvs. IV 2M Yes ok 0.0037
Ctrl vs. IT 24H Yes *okAk <0.0001
Ctrlvs. IT 2M Yes ok 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 oAk 0.0008
Ctrl 24H vs. IT 2M Yes *x 0.0076
Ctrl 2M vs. IV 24H Yes * 0.0205
Ctrl 2M vs. IV 2M Yes * 0.0243
Ctrl 2M vs. IT 24H Yes oAk 0.0005
Ctrl 2M vs. IT 2M Yes *x 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
IV2Mvs. IT 2M No ns 0.6065
IT 24H vs. IT 2M No ns 0.3064
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ANEXO 7: Tabla de comparaciones multiples de Dunn's para el marcador Beclin-1 en

inmunohistoquimica.

Prueba de Dunn  Significativo? Resumen :::?‘:;Z:re:
Ctrl vs. Ctrl 24H No ns 0.8559
Ctrl vs. Ctrl 2M No ns 0.7449
Ctrlvs. IV 24H Yes * 0.0112
Ctrlvs. IV 2M Yes ok 0.0092
Ctrlvs. IT 24H Yes *orE 0.0003
Ctrlvs. IT 2M Yes ok 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 *k 0.0015
Ctrl 24H vs. IT 2M Yes * 0.015
Ctrl 2M vs. IV 24H Yes *k 0.004
Ctrl 2M vs. IV 2M Yes *x 0.0029
Ctrl 2M vs. IT 24H Yes Hokkx <0.0001
Ctrl 2M vs. IT 2M Yes *x 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
IV2Mvs. IT 2M No ns 0.9267
IT 24H vs. IT 2M No ns 0.2909
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ANEXO 8: Tabla de comparaciones multiples

inmunohistoquimica.

de Dunn's para el marcador p62 en

Prueba de Dunn  Significativo? Resumen :lati?\:izsu:fe:
Ctrl vs. Ctrl 24H No ns 0.519
Ctrl vs. Ctrl 2M No ns 0.5096
Ctrlvs. IV 24H Yes ok 0.0008
Ctrlvs. IV 2M Yes *x 0.0046
Ctrlvs. IT 24H Yes oAk 0.0002
Ctrlvs. IT 2M Yes HoHAK <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 *x 0.004
Ctrl 2M vs. IV 24H Yes *x 0.008
Ctrl 2M vs. IV 2M Yes * 0.0385
Ctrl 2M vs. IT 24H Yes *x 0.0026
Ctrl 2M vs. IT 2M Yes *Ex 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 2Mvs. IT 24H No ns 0.2601
IV2Mvs. IT 2M No ns 0.0687
IT 24H vs. IT 2M No ns 0.4611
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ANEXO 9: Tabla de Estadistica Descriptiva para el marcador LC3B en
inmunohistoquimica.
Ctrl Ctrl 24H Ctrl 2M IV 24H IV 2M IT 24H IT 2M
Ratas ( n) 5 3 5 7 11 10 10
Minimo 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
Maximo 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
Desviacion 0.015 0.064 0.124 0.604 0.699 0.929 1.234
Estandar
Erorestandardela ) 547 0.037 0.055 0.228 0211 0.294 0.390
media
Mas bajo 95% ClI 0.092 -0.054 0.079 1.845 1.668 2.406 1.561
Superior 95% ClI 0.130 0.265 0.386 2.963 2.607 3.734 3.326
Rangos de la 5.200 5.667 10.400 30.570 28.450 38.600 31.800

media
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ANEXO 10: Tabla de Estadistica Descriptiva para el marcador Beclin-1 en
inmunohistoquimica.
Ctrl Ctrl 24H Ctrl 2M IV 24H IV 2M IT 24H IT2M
Ratas (n) 5 3 5 7 11 10 10
Minimo 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
Maximo 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
Desviacion 0.168 0.161 0.191 0.392 0.300 0.410 0.510
Estandar
Error estandar de 0.075 0.093 0.085 0.160 0.095 0.119 0.161
la media
Mas bajo 95% ClI 0.151 -0.107 -0.005 0.837 0.962 1.207 0.898
Superior 95% Cl 0.568 0.695 0.469 1.660 1.390 1.738 1.627
Ra”rggzige la 8.600 6.667 5.600 31.000 29.400 36.730 30.000
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ANEXO 11: Tabla Estadistica Descriptiva el marcador p62 en
inmunohistoquimica.
ctrl Ctrl 24H Ctrl 2M IV 24H IV 2M IT 24H IT 2M
Ratas (n) 5 3 5 7 11 10 10
Minimo 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
Maximo 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
Desviacion 0.004 0.009 0.005 0.358 0.308 0.345 0.352
Estandar
Error estandar de 0.002 0.005 0.002 0.135 0.097 0.104 0.111
la media
Mas bajo 95% ClI 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 3.000 10.000 9.200 32.290 26.050 33.360 38.150

media
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Grupos Ctrl Ctrl 24H Ctrl 2M IV 24H IV2M IT 24H IT2M
Marcadores Pro(.rzsdio DE n Pro(.rzsdio DE n Pro(r;jdio DE n Pro(r;jdio DE n Pro(rn%jdio DE n Pro(r;jdio DE n Pro(r;jdio DE
NeuN 15.75 0.80 2 16.59 3.59 2 1311 1.12 2 8.58 0.53 2 7.12 0.23 2 8.71 0.98 3 7.22 2.51
lba-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
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
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
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
Méximo Minimo Méximo Minimo Méximo Minimo Maéximo Minimo Maéximo Minimo Maéximo Minimo Méximo
NeuN 16.32 15.19 19.13 1405 13.90 1232 8.96 8.20 7.28 6.96 9.64 7.69 10.07
lba-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
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
NF 0.05 0.02 0.17 0.00 0.23 0.01 1869 17.36 16.45 13.25 1936 16.32 16.32
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

ANEXO 12: Porcentaje de colocalizacién en cebreros de ratas controles, infectadas y tratadas.

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 vehiculo 24 horas (IV 24H), 2 ratas del grupo
Infectados con vehiculo 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 colocalizacion, la desviacidn estandar, el n utilizado por cada grupo y los valores maximos y minos de los
porcentajes de colocalizacidn evaluados por un doble marcaje entre LC3B y marcadores neuronales (NeunN, NF), gliales (IBA-1, GFAP) vy p62.
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ANEXO 13: Imdagenes de estandarizacién de LC3B, Beclin-1, p62 y NF en Inmunohistoquimica.

Neurofilamento (NF) Beclin-1 Lc3B P62
(A) ‘ - ‘ -

CONTROL

(8)
INFECTADO g

Nota: Inmunohistoquimico en ratas control (A) e infectadas (B). Se evalud la misma regidén 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 patréon similar con LC3B, Beclin y p62. Las barras de escala

corresponden a 50 um.

66 |Pagina



ANEXO 14: Imdagenes de Histopatologia en modelo de rata con NCC.

ESPONGIOSIS

FIBROSIS

Nota: Histopatologia en cerebros de ratas con Neurocisticercosis. Los cambios esponjosos (espongiosis) se caracterizaron como espacios llenos de liquido de
tamarnio variable en el tejido cerebral que rodea un cisticerco y se clasific6 0 a 3 acorde con la gravedad. El dafio de los cisticercos se baso en la pérdida de
integridad de la membrana vesicular del cisticerco y se clasificd de la siguiente manera: grado 0 (dafio minimo en el tegumento, pero con el subtegumento
conservado), grado 1: dafio severo en el tegumento (tegumento fusionado al parénquima cerebral, y con nucleos celulares desordenados), con ligero dafio
en el subtegumento (vacuolizacidn, células inflamatorias dentro del subtegumento) y grado 2 que representa la pérdida total del tegumento, con alteracidn
severa del subtegumento (pérdida de canaliculos excretorios). Las barras de escala corresponden a 50 um
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ANEXO 15: Imagenes de Colocalizacion LC3B con NeuN, NF y GFAP en una regién cercana

y lejana al quiste.

Nota: Las flechas blancas muestran colocalizacion. Barra de escala de 50 um.
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