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RESUMEN

La neurocisticercosis (NCC) es una infecciéon que afecta al sistema nervioso central
(SNC) y es causada por el estadio larval del parasito helminto 7aenia solium. En la NCC
se ha encontrado una asociacion entre el grado de respuesta inmune y la sintomatologia
presentada, que podria estar relacionada a la modulacion del sistema inmune por los
parasitos helmintos. Los macréfagos son una de las células involucradas en una primera
respuesta inmune en infecciones parasitarias y su polarizacion ha sido estudiada en
diferentes parasitos. Sin embargo, el estudio de su participacion en la infeccioén por T.
solium ha sido poco explorado. Por esta razon, el presente estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto del antigeno total (AgT) y excretorio-secretorio (ES) de cisticerco de T.
solium en marcadores de polarizacion de la linea celular de macrofagos RAW 264.7. Se
evalud la expresion de las proteinas 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y Arg-I
mediante Western-blot e inmunofluorescencia en cultivos de macrofagos expuestos a
diferentes concentraciones de los antigenos. Se encontr6é que el antigeno ES induce una
mayor expresion tanto del marcador proinflamatorio iNOS, como asi también del
marcador antiinflamatorio Arg-I comparado con el control. Asimismo, se encontr6 que el
antigeno total no redujo la expresion de iNOS inducida por LPS. En conclusion, los
resultados de este estudio proveen nuevos alcances sobre la respuesta inmune de los

macrofagos frente a los antigenos del cisticerco de 7" solium.

Palabras clave: neurocisticercosis, Taenia solium, macrofagos, sistema inmunologico,

polarizacion



ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is an infection that affects the central nervous system (CNS)
and is caused by the larval stage of the helminth parasite Taenia solium. In NCC, an
association has been found between the degree of immune response and the symptoms
presented, which could be related to the modulation of the immune system by helminth
parasites. Macrophages are one of the cells that carry out the initial immune response in
parasitic infections, and their polarization has been studied in different parasites;
however, there are few studies on 7. solium. Therefore, this study aims to evaluate the
effect of the total (AgT) and excretory-secretory (ES) antigen of 7 solium cysticerci on
the polarization of the RAW 264.7 macrophage cell line. The expression of the iNOS and
Arg-I markers was evaluated by Western-blot and immunofluorescence in macrophage
cultures with different concentrations of the antigens. It was found that ES antigen
induces greater expression of both the proinflammatory marker iNOS and the anti-
inflammatory marker Arg-I compared to the control. Likewise, it was found that the total
antigen does not reduce the expression of iNOS in macrophages exposed to LPS. In
conclusion, the results of this study provide new insights into the immune response of

macrophages to 7. solium cysticerci antigens.

Keywords: Neurocysticercosis, Taenia solium, macrophages, Immune system,
polarization



I.

INTRODUCCION

1.1.  Neurocisticercosis
1.1.1.  Definicion de la Neurocisticercosis y ciclo de vida de Taenia
solium

La Neurocisticercosis es una infeccion que afecta al Sistema Nervioso Central
(SNC) y es causada por el estadio larval del parasito helminto Taenia solium (1).
El ciclo de vida del parasito incluye un hospedero intermediario, el cerdo; y el
definitivo, el humano (1-3). En areas endémicas que cuentan con sanidad
inadecuada, los cerdos pueden estar en contacto con heces que contienen huevos
de T solium de humanos infectados (2,3). Si los cerdos consumen las heces, el
embrion es liberado y activado por los jugos gastricos del hospedero, y es capaz
de adherirse a la mucosa intestinal, atravesarla e ingresar al torrente sanguineo (3).
Una vez en circulacion, las oncosferas se establecen en diferentes tejidos del cerdo
y se desarrollan en cisticerco (estadio larval) (3). El ser humano al ingerir carne
de cerdo infectado, aloja al parasito en su sistema digestivo, donde se desarrolla
hasta la etapa de adultez. Eventualmente, los huevos del parésito pueden ser
expulsados en las heces y se repite el ciclo (2,3). Sin embargo, el ser humano
también puede ser el hospedero intermediario cuando, accidentalmente, ingiere
huevos del parasito por la via fecal-oral de portadores de tenias (1,2). Al igual que
en el cerdo, las oncosferas invaden el torrente sanguineo y llegan a diferentes
tejidos del cuerpo donde maduran a cisticercos. Cuando el cisticerco se sitiia en el
SNC, se conoce a la patologia como neurocisticercosis (1). En el tejido del
parénquima cerebral, los cisticercos o quistes pueden pasar por los siguientes
estados de viabilidad: fase vesicular, que se caracteriza por la presencia de quistes
viables; fase coloidal, caracterizado por inflamacion alrededor del quiste; fase
nddulo granular, hay presencia de tejido fibrdtico y ruptura de la pared del quiste;
y fase de calcificacion, que se caracteriza por la entrada de calcio sobre el tejido
fibrotico del parasito (4).
1.1.2.  La Neurocisticercosis y su impacto en la salud

La Neurocisticercosis (NCC) es considerada una infeccion endémica en la

mayoria de los paises de Latinoamérica, Africa Subsahariana y el suroeste de Asia

(1-3). Se ha reportado que la NCC es la principal causa de epilepsia adquirida en



regiones endémicas. En estas regiones cerca del 70-75 % de pacientes con NCC
presentan convulsiones (1-3). Otras manifestaciones clinicas incluyen dolores de
cabeza, hipertension intracraneal, alteraciones cognitivas y psiquiatricas (1-3). En
el Perti, la NCC es la parasitosis mas frecuente que afecta el SNC, ademas es una
enfermedad endémica que incluye toda la sierra, la costa norte y la selva alta (4,5).
En promedio, entre el 0.5% y 1 % de los pobladores de zonas endémicas del Peru
presentan teniasis (6). Sin embargo, no se tienen datos sobre la prevalencia de
NCC en el Pert (7). Por otro lado, se ha reportado que entre el 30-50% de los
pacientes que tienen NCC presentan epilepsia, sin embargo, se debe tener en
cuenta que muchas personas no son diagnosticadas por la falta de disponibilidad
de técnicas de imagenes en diferentes regiones del pais (4,7). Asimismo, muchas
de las personas no reciben el tratamiento adecuado, lo que hace de 1a NCC una

enfermedad desatendida en el Pert (7).

1.2.  Polarizaciéon de los macroéfagos

Los macréfagos son componentes centrales del sistema inmune innato, que
participan en diferentes procesos como el mantenimiento de la homeostasis tisular,
la regulacion de la respuesta inflamatoria, asi como la reparacion de tejidos
mediante la polarizacion (8). La polarizacion de los macréfagos se conoce al
proceso por el cual estas células tienen la capacidad de adquirir distintos fenotipos
y funciones mediante la exposicion a sefiales microambientales (8,9). Cuando
ocurre dafio en los tejidos, los macréfagos reciben ciertas sefiales que pueden ser
citoquinas, patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs), patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs) y residuos de células necroticas que
modulan la polarizacién de los macréfagos en el tiempo y en el espacio (8). Esta
capacidad les permite a los macrofagos regular la respuesta inflamatoria y el
reparo del dafio del tejido mediante la liberacion de citoquinas, proteasas, especies
reactivas de oxigeno (ROS) y quimioquinas (8). Este proceso es bien regulado por
diversas vias de sefalizacion que incluyen receptores de tipo Toll (TLRs),
JAK/STAT, TGF-b/Smad, etc (8). Tradicionalmente, se ha categorizado la
polarizacion de los macrdéfagos en un fenotipo M1 o proinflamatorio y M2 o
antinflamatorio, que simula el balance de la respuesta inmune Th1/Th2 (9-13). La
polarizacion a un fenotipo proinflamatorio o M1 es inducida tipicamente por la

estimulacion con lipopolisacéaridos (LPS), citoquinas de la respuesta Thl e IFN-y



(9—13). Estos se caracterizan por la expresion de ROS, 6xido nitrico y citoquinas
proinflamatorias como TNF-o e IL-12, que contribuye a la eliminacion del
patdégeno (8). Mientras que la polarizacion a un fenotipo M2 son activados,
principalmente, por citoquinas como la IL-4 e IL-13 que promueven la expresion
de arginasa-1 (Arg-I) e IL-10 que tienen funciones antinflamatorias como la

reparacion de tejidos, angiogénesis e inmunoregulacion (8).

Las vias moleculares que participan en la polarizacion de los macrofagos tienen
la funcién de mantener el balance entre el fenotipo M1 proinflamatorio y el M2
antiinflamatorio (8). En el caso del fenotipo M1, los PAMPs pueden activar la via
dependiente de MyD88 mediante los TLRs, que van a activar NF-kB y, por
consiguiente, la expresion de citoquinas proinflamatorias (8). También, el IFN-y
activa el fenotipo M1 al unirse a los receptores IFNGR que activan la via
JAK/STAT1 que promueve la expresion de moléculas como iNOS y ROS (8). En
el caso del fenotipo M2, iniciado por las citoquinas IL-4 e IL-13, se activa la via
de sefializacion STAT6 que induce la expresion de genes antiinflamatorios como

Arg-1 (8).

Tanto iINOS como Arg-I compiten por un mismo sustrato, L-arginina, sin embargo,
a comparacion de iNOS que produce 6xido nitrico, Arg-I produce ornitina (14).
En resumen, los macrofagos M1 cumplen una funcién importante en la
eliminacion de los patdgenos, por su alta capacidad fagocitica e inflamatoria. En
cambio, los macrofagos M2 tienen una funcién de reparacion de tejidos y de
supresion de la respuesta inflamatoria (9-12).

1.2.1.  Polarizacion de macrofagos en infecciones parasitarias

Se denomina inflamacidén a la respuesta fisioldgica frente a una infeccion. Los
macréfagos cumplen diversas funciones en dicha respuesta. Frente a la exposicion
a patdgenos, los macrofagos desencadenan la respuesta inflamatoria, que inicia
por vias de sefializacion activadas por receptores de citoquinas y TLRs. Luego de
su activacion, los macréfagos producen citoquinas proinflamatorias y migran al
lugar de infeccion para la eliminacion del patdgeno. Posteriormente, los
macrofagos regulan la inflamacion para mantener la homeostasis y evitar el dafio

al tejido (7). En infecciones parasitarias, conocer sobre la polarizacion de los



macréfagos nos permite entender la respuesta inmune del hospedero, asi como, la
posible modulacion de dicha respuesta por los parasitos. Se ha reportado que
muchos parasitos tienen la habilidad de modular el sistema inmune del hospedero
y, de este modo, favorecer su supervivencia dentro de este. Por ejemplo,
Leishmania es un parasito intracelular que invade a los macrofagos (9). La
polarizacion de los macrofagos infectados con Leishmania hacia un fenotipo M1
produce la eliminacion del parésito; por el contrario, el fenotipo M2 causa la
supervivencia de este (9). Los helmintos también tienen la capacidad de modular
el sistema inmune y lo hacen mediante la liberacion de diversas moléculas,
conocidas como producto excretor-secretor (ES), que incluyen también vesiculas
extracelulares (VE), que son excretadas a través del tegumento del parasito
(15,16).Se ha reportado que las proteinas y glicanos secretados por los helmintos
tienen la capacidad de modificar la polarizacion de los macréfagos (17). En
Fasciola hepatica se ha encontrado que, durante la invasion del parasito, los
macrofagos bloquean la produccion de citoquinas proinflamatorias (17). En este
parasito se han reportado diversas moléculas que podrian modular la respuesta del
sistema inmune del hospedero, como la proteina del ES Fh12 que induce la
activacion a un fenotipo M2 en macréfagos, bloquea su activacion inducida por
LPS, y reduce la produccion de citoquinas proinflamatorias en un modelo de
shock séptico en ratones (15,18-20). Ademas, la proteina de defensa de F
hepatica, FNAHDM-1, internalizada por los macréfagos, impide el procesamiento
del antigeno, la activacion del inflamasoma NLRP3 y la secrecion de la IL-1f en
los macrofagos (18). Asimismo, las vesiculas extracelulares del parasito
Heligmosomoides polygyrus, tienen como efecto suprimir la polarizacion de los
macrofagos tanto a M1 como a M2, cuando se les trata previamente tanto con LPS
como con IL-4 e IL-13, respectivamente (18,21). Otros estudios han demostrado
la capacidad antiinflamatoria de las moléculas liberadas por los parésitos, las
cuales incluso han sido utilizadas como tratamiento para controlar la inflamacion
en otras enfermedades. Existen diferentes estudios sobre el efecto del ES de
diferentes pardsitos en la atenuacion de la inflamacién en enfermedades
inflamatorias intestinales (22). Por ejemplo, el tratamiento con antigeno ES del
gusano adulto de Trichinella spiralis aumento la expresion de Arg-1 y CD206,
marcadores del fenotipo antiinflamatorio M2 en macrdéfagos y se vio una

disminucién en la severidad de colitis en ratones (23). Ademas, también se han



reportado tratamientos contra la esclerosis multiple, artritis reumatoide, diabetes

tipo-1 y lupus eritematoso sistémico (22).

Se ha observado que la respuesta inmune frente a infecciones parasitarias es de
tipo Th2 (24), sin embargo, estos pueden causar una respuesta variada que va a
depender del parésito, su etapa de desarrollo, asi como de las caracteristicas
propias del hospedador. En el caso de los cestodos, clase a la que pertenece 7.
solium, se ha reportado que la administracion de ES de Taenia crassiceps en
ratones causa una polarizacién a M2 en enfermedades autoinmunes como colitis
ulcerativa, diabetes tipo-1 y encefalomielitis (25-29). Por otro lado, en ratones
infectados con 7. crassiceps, se ha visto que inicialmente se desarrolla una
respuesta inmune de tipo Thl, que luego cambia a una respuesta de tipo Th2

cuando la infeccion se vuelve cronica (29).

1.3. Respuesta inmune en Neurocisticercosis

La presentacion de los sintomas en los pacientes con NCC es muy variada, incluso
es muy comun que la mayoria de ellos no presente sintomas (30). Esto va a
depender tanto de las caracteristicas de la infeccion como la localizacion de los
quistes, nimero y viabilidad del parasito, asi como, de las caracteristicas del
hospedero como la genética, que van a influir en su respuesta inmune (30). Debido
a que la mayoria de los pacientes son asintomadticos, se ha propuesto que el
parasito, asi como otros helmintos, modula el sistema inmune del hospedador al
evitar la activacion de la respuesta proinflamatoria que podria dafiarlo (30).
Cuando el parasito empieza a degenerarse o morir, se pierde la capacidad de
regular el sistema inmune y, por lo tanto, la respuesta inflamatoria se exacerba (5).
Esto se relaciona a la baja respuesta inflamatoria encontrada frente a cisticercos
viables, en comparacion a una respuesta inmune mayor frente a cisticercos
degenerados o coloidales (30,31). Sin embargo, hasta el momento hay estudios
con resultados heterogéneos sobre la respuesta inmune en NCC. Se ha visto en
pacientes asintomaticos que presentan cisticercos calcificados, un perfil de
respuesta inmune tipo Th2, con la produccion de citoquinas antiinflamatorias
como IL-13, IL-4 e IL-5 (32). También hay estudios en tejido cerebral de cerdos
y humanos infectados, que muestran por inmunohistoquimica, un infiltrado

inflamatorio en distintos grados de lesion y grado de viabilidad del cisticerco



(33,34). En cerdos, aquellos que presentan quistes viables exhiben una respuesta
tipo regulatoria, mientras aquellos que tienen quistes degenerados presentan una
respuesta tipo Thl, y aquellos con quistes calcificados presentan una respuesta
mixta Th1 y Th2 (31). En humanos, se encontrd que las células que componen los
granulomas, que se relacionan con la degeneracion del parasito, exhiben un perfil
de citoquinas tanto Th1 como Th2 (35). Por otro lado, en el estudio realizado por
Carmen-Orozco et al (2021) se reportd tanto la expresion de citoquinas
proinflamatorias (IFN-y, TNF-a, and IL-1) como antiinflamatorias (TGF-p, ARG-
1) en tejido adyacente a cisticercos viables en un modelo murino de NCC (36).
Por eso, para entender la interaccion entre el hospedador y el cisticerco de T.
solium, asi como su modulacion del sistema inmune es necesario investigar el
efecto que causa el parasito en macrofagos, que son la primera linea de defensa

frente a patdgenos.
1.3.1.  Polarizacion de macrofagos en NCC

Se ha reportado en diferentes estudios la infiltracion de macrdéfagos en NCC.
Restrepo et al (1998), reporto el infiltrado de macrofagos en un estado activado
entre el cisticerco y el parénquima cerebral en pacientes con NCC (33). Asimismo,
en necropsias de pacientes con NCC se encontr6 que las células involucradas con
la inflamacion en el SNC son los macrofagos, asi como se observo la presencia de
citoquinas proinflamatorias (IFNy, IL6 and IL18) y citoquinas antiinflamatorias
(IL10 and TGF-B) (37). También, en un modelo de rata de NCC, se observaron
numerosos macrofagos alrededor del cisticerco al comparar cerebros infectados
con cerebros no infectados (38). Asimismo, en modelos porcinos de NCC se han
descrito la presencia de poblacion de macrofagos en diferentes etapas de la

infeccion (34,39).

En el caso de la polarizacion de los macrofagos, en el estudio realizado por
Villacorta (2024) (40), en el que se evalu6 la respuesta inflamatoria de acuerdo
con el infiltrado celular y la formacion del tejido fibrético en diferentes tiempos
post-infecciéon en un modelo de neurocisticercosis, se encontrd la presencia de
macréfagos con un fenotipo ameboideo, el cual se relaciona con el fenotipo M1,
en una etapa temprana de la infeccion y a partir de los tres meses post-infeccion
se reporta la presencia de microglias/macréfagos con una morfologia

hipertrofica/distrofica, caracteristica del fenotipo M2, con presencia de tejido



I1.

fibrotico (40). Se ha mencionado la importancia de los macrofagos en la
formacion de fibrosis, ciertos estudios asocian los macréfagos M1 a la ausencia
de tejido fibrotico, mientras que a los macrofagos M2 con la presencia de fibrosis
(41). La formacion de fibrosis es una de las caracteristicas de la patologia de NCC
y esta relacionada a la presencia de macrofagos y dafo del tejido nervioso en
pacientes con NCC (40). Por otro lado, en un modelo murino de NCC se reportd
que los macrdéfagos/microglia encontrados en el cerebro eran macrofagos
activados alternativamente (AAM), es decir antiinflamatorios, y que estos podrian
haber sido inducidos por sefales derivadas de patogeno, diferentes a la via clasica
activada por IL-13 e IL-4, y que estas células tienen un rol protector en el SNC,

pues contribuyen a la fibrosis y a la reparacion en tejidos dafiados (42).
Planteamiento del problema

La NCC es una infeccion parasitaria que afecta al SNC y es causado por el estadio
larval del parasito 7. solium. La NCC es endémica en la mayoria de los paises de
Latinoamérica, asi como Africa Subsahariana y algunas regiones de Asia (1). Se
ha reportado que la NCC es la principal causa de la epilepsia adquirida en las
regiones endémicas y que esta presente en el 70% de los individuos (1,3,43). A
parte de que la NCC es considerada una de las principales causas de la epilepsia,
también causa diferentes sintomas neurolégicos como dolores de cabeza cronicos,
ceguera, hidrocefalia, meningitis, demencia y hasta puede causar la muerte (44).
En el Peru, la NCC es la enfermedad parasitaria mas frecuente que afecta el SNC,
ademas es una enfermedad endémica que incluye toda la sierra, la costa norte y la
selva alta, sin embargo, se presentan casos minoritarios en el resto del pais (6,45).
De acuerdo con los estudios seroldgicos y de imagenes en personas con epilepsia
en las zonas endémicas, el 30 y 50% de los casos de epilepsia estan relacionados

con NCC (6).

Cuando una persona se infecta con el estadio larval de 7. solium o cisticerco, pasan
meses o aflos para que la persona infectada presente los primeros sintomas clinicos
y en algunos casos no llegan a desarrollar sintomas, la pregunta es qué hace el
parasito para evadir la respuesta inmune del hospedero o si al igual que otros
helmintos el parasito secreta antigenos que modulan la respuesta inmune del

hospedero (30). Por lo general los sintomas clinicos se asocian al proceso de



degeneracion del cisticerco, ya sea por accion de una droga antiparasitaria o por
la respuesta inmune del hospedero (5,30,31). Usando un modelo murino de NCC,
se ha observado que el parasito viable secreta antigenos que difunden en el tejido
que rodea al parasito (46), lo cual nos hace pensar que el antigeno que secreta el
parasito estaria modulando la respuesta inmune del hospedero, y cuando el
parasito empieza a degenerar perderia esta capacidad de modulaciéon. En la
actualidad hay escasos estudios que demuestren como el antigeno del cisticerco

estaria modulando la respuesta inmune del hospedero.

Por otro lado, los macréfagos son la primera linea de defensa frente a diferentes
infecciones y tienen un rol esencial en la definicion de la respuesta inmune frente
a diferentes patdgenos. Los macrofagos cumplen este rol al reconocer diferentes
moléculas de los patégenos como los DAMPs y PAMPs a través de receptores
como los receptores de reconocimiento de patéogenos (PRRs), y estos pueden
exhibir funciones tanto patogénicas como protectoras en los diferentes estadios de
la infeccion (7). Una de las caracteristicas de los macrofagos es su capacidad de
adquirir diferentes fenotipos de acuerdo con el microambiente al que estén
expuestos, este proceso se conoce como polarizacion (7). Los macrofagos se
pueden polarizar, principalmente, en dos subtipos de fenotipos: ‘“activacion
clasica” o M1 y “activacion alternativa” o M2 (7). La interrogante es si el antigeno
ES del cisticerco es capaz de modular la polaridad de los macrofagos. Se ha
reportado el rol de los productos derivados de helmintos como los productos del
ES en la polarizaciéon de los macrofagos (7), como es el caso de 7. crassiceps, en
el que se reportd que el ES redujo la produccion de citoquinas proinflamatorias,
asi como, el aumento de la liberacién de IL-10 en macréfagos derivados de la
médula 6sea (28). A pesar de que los macrofagos son las células predominantes
en el infiltrado inmune tanto en la NCC humana como murina, hasta el momento
no se conoce sus caracteristicas funcionales y fenotipicas en la patologia de la
NCC (42). Asi como si el antigeno ES del cisticerco es capaz de modular la

polaridad de los macrofagos.
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I11.

Justificacion de la investigacion

La NCC es la principal infeccién parasitaria que afecta al SNC y una de las
principales causas de epilepsia adquirida en paises con ingresos bajos y medios
donde la infeccion es endémica (47). La sintomatologia presente en la NCC va a
depender de la localizacién y del numero de quistes, la viabilidad del parasito, asi
como de la respuesta inmune del hospedero (47). La mayoria de los pacientes con
NCC son asintomaticos y esto se relaciona con la viabilidad del quiste (47). Los
cisticercos viables, pueden regular la inmunidad local, favoreciendo vias
antiinflamatorias y reguladoras, para evitar que este sea percibido y eliminado por
el sistema inmune (47). Cuando el parasito empieza a degenerarse, por la ruptura
de la pared quistica y la liberacion de antigenos se exacerba la respuesta
inflamatoria con la activacion de microglias, macréfagos y la produccion de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1B, e IL-6 (47). Este proceso se
relaciona con la etapa sintomadtica, en la cual estan presentes, las convulsiones, los
dolores de cabeza y déficits neurologicos (47). Con el tiempo, las lesiones
progresan a la etapa granular-nodular, en la cual el quiste es reemplazado por un
granuloma fibrotico. Los sintomas en esta etapa mejoran, sin embargo, las
convulsiones persisten (47). Por ultimo, la lesion se calcifica y se vuelve inactiva,

pero contindan los sintomas epilépticos (47).

En este contexto, existe un vacio de conocimiento sobre la respuesta inmune del
hospedero en la NCC y como el pardsito modula la respuesta inmune del
hospedero para favorecer su supervivencia. Se ha reportado que las caracteristicas
principales encontradas en NCC es el infiltrado de células inmunes alrededor del
quiste, principalmente, macréfagos; asi como la formacion de fibrosis (40). Se ha
mencionado la importancia de los macrofagos en la formacion de fibrosis. Los
estudios asocian los macroéfagos M1 a la ausencia de tejido fibrotico, los
macréfagos M2 con la presencia de fibrosis, mientras otros estudios mencionan la
participacion de ambos tipos de fenotipos en el desarrollo de la fibrosis (40). Sin
embargo, hasta el momento no se ha reportado la respuesta inmune frente a los
diferentes antigenos de 7. solium, asi como, los fenotipos de los macrdéfagos

relacionados a estos.
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IVv.

VI

VII.

En la presente investigacion se busca evaluar el efecto de los antigenos de T.
solium en la polarizacion de los macrofagos a través de marcadores de
polarizacion M1 y M2 en una linea celular murina de macrdéfagos. A través de este
estudio se busca conocer las caracteristicas y funciones de los macrofagos frente
a los antigenos del parasito 7. solium, lo cual va a permitir comprender la respuesta

inmune del hospedero y la patogénesis de la NCC.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cual es el efecto de los productos de ES y del antigeno total del cisticerco de T

solium en la polarizacion de la linea celular de macrofagos RAW 264.7?

HIPOTESIS

El antigeno excretorio-secretorio (ES) de 7. solium aumenta la expresion del
marcador antiinflamatorio Arg-1, mientras que el antigeno total aumenta la

expresion del marcador proinflamatorio iNOS en la linea celular de macrofagos

RAW 264.7

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del antigeno total y ES de cisticerco de 7. solium en la
polarizacion de la linea celular de macréfagos RAW 264.7 mediante la expresion

de marcadores M1 y M2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar la expresion de iNOS (M1) y Arg-1 (M2) en células RAW 264.7
incubadas con diferentes concentraciones de antigeno total y ES de cisticercos
de T. solium

Evaluar la capacidad de los antigenos de cisticercos de 7. solium para inhibir el
incremento en iNOS inducida por LPS en células RAW 264.7.

12



VIII.

MATERIALES Y METODOS

8.1.

8.2.

8.3.

Tipo de estudio

Estudio de tipo experimental. De acuerdo con el tipo de investigacion es
un estudio in vitro, pues se llevard a cabo en condiciones controladas de

laboratorio y fuera de un organismo vivo.

Informacion de Bioseguridad

8.2.1.  Agente bioldgico

Taenia solium: el cual pertenece al grupo de riesgo 3 (48)

8.2.2. Lugar donde se realizaron los procedimientos

Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Infecciosas de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. De acuerdo con el grupo de
riesgo del agente bioldgico corresponde un Laboratorio con nivel de
bioseguridad 2 porque se trabajaron con antigenos del parasito, los cuales

no representan un riesgo de infeccion activa.

8.2.3. Equipo de Proteccion Personal (EPP)

Mandil y guantes de nitrilo para las distintas técnicas utilizadas.

8.2.4. Descontaminacion, desinfeccion y esterilizacion

Uso de alcohol al 70% para la desinfeccion de la cabina de flujo laminar.
Para el descarte de soluciones que contenian células o restos del antigeno
se uso hipoclorito de sodio al 1%. La esterilizacion de los materiales se
realizd por calor himedo y para la validacion de este proceso se uso la

cinta de autoclavado.

Obtencion de los antigenos del cisticerco de 7. solium

Los antigenos se obtuvieron del estadio larval cisticerco del parésito T.
solium, los cuales se extrajeron de los musculos de un cerdo infectado. Los

cisticercos fueron donados por el Laboratorio de Investigacion de
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8.4.

8.5.

Enfermedades Infecciosas de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
Para la obtencion del antigeno ES, los cisticercos extraidos en condiciones
estériles se cultivaron en el medio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) suplementado con 10% de antibidticos (penicilina 1000 U/mL,
estreptomicina 1 mg/mL, gentamicina 1 pg/mL y anfotericina B 20
png/mL). El medio de cultivo fue recolectado por 6 dias cada 24 h, y se
reemplazo por uno nuevo. Esta recoleccion se inicid luego de las 18 h de
extraccion de los cisticercos. Tras cada recoleccion, el medio fue
reemplazado por medio fresco. El medio recolectado se centrifugd a 2500
rpm por 10 min a 4°C. El sobrenadante, que contiene las proteinas ES del
parasito, se recolect6 y almacend a -80°C hasta su uso. Por otro lado, para
la obtencion del antigeno total, se homogenizaron mecénicamente los
cisticercos que habian sido almacenados con Buffer Fosfato Salino (PBS)
suplementado con antibidticos a -80°C. Posteriormente, se sonico en
intervalos de 60 segundos por 3 minutos a 33 watts y se centrifug6 la
muestra a 2500 rpm por 40 min a 4°C (49). El sobrenadante se separ6 en
alicuotas de 20 pl, que se almacenaron a -80°C para ser utilizadas

posteriormente.

Concentracion y cuantificacion de los antigenos

Los antigenos se concentraron mediante centrifugacion a 500 rpm por 40
min a 4°C empleando un filtro Amicon Ultra con limite de exclusion
molecular de 3 kDa. Las proteinas retenidas en la membrana fueron
colectadas en un volumen 10 veces menor al original para luego
ser filtradas en un filtro esterilizante de 0.22 pm y almacenadas a -80°C.
Una vez que se iban a utilizar se procedid a cuantificar la concentracion

de proteinas por el método de Bradford.

Cultivo celular de la linea celular RAW 264.7

RAW 264.7 es una linea celular de macrofagos de origen murino. Como
medio de crecimiento se utilizé el Medio Eagle modificado de Dulbecco

(DMEM) con bicarbonato de sodio (3.7 g/L) suplementado con 10% de

suero fetal bovino (SFB) y 1% antibidticos (penicilina/estreptomicina
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8.6.

8.7.

10,000 U/mL). Para el crecimiento y mantenimiento de las células se
utiliz6 una estufa de cultivo con temperatura de 37°C y 5% de COaz. Se
realizaron subcultivos de dos a tres veces por semana y se cambio el medio

de cultivo cada dos dias (50) (ver Anexo 1)
Tratamiento de la linea celular RAW 264.7 con los antigenos y

posteriores ensayos

Los cultivos celulares recibieron el tratamiento correspondiente de

acuerdo con los objetivos planteados anteriormente.
Cuantificacion de la expresion de iNOS (M1) y Arg-I en células RAW
264.7 incubadas con diferentes concentraciones de antigeno total y

ES de cisticerco de T. solium

Para este objetivo, se sembraron 190 x 10° células/pozo en una placa de 24
pozos con el medio de crecimiento correspondiente. A las 24 h del plaqueo,
se coloco el tratamiento en el medio de las células con una reduccion del
SFB al 1%. Se utilizaron tres concentraciones de antigeno ES y total: 10,
20 y 40 pg/mL. Se utilizaron estas concentraciones de acuerdo con los
resultados de un estudio no publicado realizado en cultivos neuronales en
el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas. Como control positivo
proinflamatorio se utiliz6 LPS (1 pg/mL) y como control negativo se
utilizo6 solo el medio de crecimiento de las células. Luego de 24 h se lisaron
las células en frio con el buffer de lisis RIPA con inhibidores de proteasas
(Pefabloc 1/100, LEUPEPTIN 1/1000 y PEPSTATIN 1/1000). Se
cuantificd la concentracién proteica de las muestras con el kit BCA vy,
posteriormente, se almacenaron las muestras a -4 °C para su préximo uso

(ver figura 1 y Anexo 2)

8.7.1.  Ensayo de Western-blot

Para identificar el marcador de polarizacion M1 iNOS se utiliz6 la
técnica de Western-Blot.

SDS-PAGE

Se prepararon geles al 10% de concentracion. Por pozo se colocaron 20

15



ug de proteina. Cada muestra se prepard con sample buffer Laemmli y se
hirvié por 5 min. En la corrida electroforética se utilizé Buffer de corrida
(Tris 250 mM, glicina 1.92 My SDS 1%). La preparacion de los reactivos
como el SDS, bis-acrilamida, asi como el uso del TEMED vy el sample
buffer Laemmli se realizaron en una campana de extraccion quimica. En
todos los ensayos de Western-blot se sembré la misma muestra estandar la
cual sirvié para poder comparar los resultados entre geles. La muestra
estandar se obtuvo de la lisis del cultivo de la linea celular RAW 264.7 con

LPS (1 pug/mL) por 24 h en una placa Petri de 35 mm.

Blotting

La transferencia se hizo overnight a 25 V constantes a 4°C con buffer
Towbin (Tris Base 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%). La
transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa se verifico
mediante la tinciéon rojo Ponceau S. El bloqueo se hizo en leche
descremada al 5% en TBS tween 0.05% por 1 h a temperatura ambiente
(TA). La incubacién de todos los anticuerpos se realizd en leche 1% en
TBS tween 0.05% por 1 h a 4°C toda la noche. La dilucion del anticuerpo
primario anti-INOS (0.613 mg/mL) y Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa o GAPDH (1 mg/mL) fue de 1/1000 y la diluciéon del
anticuerpo secundario (anti-Rabbit IGg peroxidasa de 1 mg) fue 1/5000.
Para revelar se utilizo 100 pL de 3,3-Diaminobenzidine (DAB), 1 uL H>O»
para 10 mL de PBS (Anexo 3).

8.7.2. Ensayo de Inmunofluorescencia

Se cultivaron 50x10° células/mL de RAW 264.7 por pozo en una placa de
24 pozos, previamente se colocaron los cubreobjetos. Luego de 24 h se
afiadi6 el tratamiento en medio con SFB al 1%. Se decidi6 usar la mayor
concentracion de cada antigeno (40 ug/mL) debido a los resultados previos
obtenidos mediante Western-blot, en el cual no se vio diferencia
significativa entre las concentraciones utilizadas. Asimismo, se us6 LPS
(1 pg/mL) como control positivo y medio de crecimiento como control
negativo. El experimento se realizd por duplicado. A las 24 h, se fijaron

las células con paraformaldehido al 4% por 10 min a TA 'y se lavé 3 veces
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con PBS 1X. Se permeabiliz6 con PBS Triton x-100 al 0.2% por 5 min. El
bloqueo se hizo con 1% de BSA y 5% suero de burro en PBS 1X por 1 h
aTA. La dilucion de los anticuerpos anti-iNOS (0.613 mg/mL) y anti-Arg-
I (200 pg/mL) que se utilizo fue de 1/50, con 1% de BSA 'y 5% de suero
de burro en PBS 1X por 1 h a TA. Como anticuerpo secundario se utilizé
donkey anti-rabbit 488 (2 mg/mL) con una dilucién de 1/400 junto con
DAPI diluido 1/1000 en 1% de BSA y 5% de suero de burro en PBS 1X
por 1 h a TA. Para el montaje se us6 Mowiol. El experimento se realizd

tres veces en dias diferentes (Anexo 4).

-

‘// Cultivo de macrofagos

Plaqueo

J 24n

Tratamiento experimental
N2 N2
Asignacion de tratamientos segun técnica de analisis

* ES10 ' AgT10 ' LPS g ES40

Tratamientos:
= ES20 « AgT20 Citrl- L AgT40 ES: Antigeno ES
- ES40 ' AgT40 : LPS fgSA,gtlJ%?:ool ggsitivo
Ctrl- Ctri-: Control negativo
Placa para Western-blot Placa para inmunofluorescencia
l 24n

[o) .

Lisis celular, cuantificacién de proteinas, Fijacion celular,
Western-blot Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)
(iNOS) (iNOS y Arg-1)

Figura 1. Esquema de la metodologia del primer objetivo.

Fuente: modificado de BioRender (https://www.biorender.com/)
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8.8.

Evaluacion de la capacidad de los antigenos de cisticercos de T. solium
para inhibir el incremento en iNOS inducido por LPS en células RAW

264.7.

Para el segundo objetivo, se sembraron 850 x 10° células/pozo (RAW
264.7) en una placa de 6 pozos con medio de crecimiento. En este
experimento se realizaron dos incubaciones. La primera a las 24 h del
plaqueo en el cual se colocaron los tratamientos a los cultivos en el medio
de las células con una reduccion del SFB al 1%. Se utilizaron tres
concentraciones de antigeno total: 10, 20 y 40 pg/mL. Como control
positivo proinflamatorio se utiliz6 LPS (1 pg/mL), como control positivo
antiinflamatorio se utiliz6 DMSO (1%) y como control negativo se uso
solo el medio de crecimiento de las células. La segunda incubacioén se hizo
luego de 1 h de la primera incubacion, aqui se afiadi6 a cada pozo LPS (1
png/mL) salvo en el control negativo. Después de 24 h, se lisaron las células
en frio con el buffer de lisis RIPA con inhibidores de proteasas (Pefabloc
1/100, LEUPEPTIN 1/1000 y PEPSTATIN 1/1000). Se cuantifico la
concentracion proteica de las muestras con el kit BCA 'y, posteriormente,

se almacenaron las muestras a -4 °C para su proximo uso. (Figura 2).

8.8.1. Ensayo de Western-Blot

Para identificar el marcador de polarizacion M1 iNOS se utiliz6 la
técnica de Western-Blot. Se aplicaron las mismas condiciones de
la metodologia del primer objetivo. Para el SDS-PAGE se
utilizaron geles al 10% de concentracion y se colocaron 20 pg de
proteina. También se sembrd la misma muestra estandar en cada
repeticion. La transferencia se hizo overnight a 25 V constantes a
4°C con buffer Towbin. La incubacion de todos los anticuerpos fue
en leche 1% en TBS tween 0.05% por 1h a 4°C toda la noche. La
dilucion del anticuerpo primario anti-iINOS (0.613 mg/mL) y
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa o GAPDH (1 mg/mL)

fue de 1/1000 y la dilucion del anticuerpo secundario anti-Rabbit
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IGg peroxidasa (1mg/ml) fue 1/5000. Se realizaron 3 repeticiones

del experimento en momentos diferentes (figura 2).

‘,/> Cultivo de macréfagos

l

Plaqueo

d 24n

1era incubacion

Tratamientos:

Afadir antigenos y DMSO DMSO
—_— N AgT10
YY?Y AgT20

i AgT40

g R Ctrl-
v
l1h
LPS 2da incubacion
>

<

Lisis celular, cuantificacion de proteinas,
Western-blot

(iNOS)

Figura 2. Esquema de metodologia del segundo objetivo.

Fuente: BioRad (https://www.biorender.com/)
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8.9. Obtencion y cuantificacién de datos

La cuantificacion de las imagenes de Western blot se hizo con el software FIJI
(54) de acuerdo con el protocolo publicado por Luke Miller (55). Se utiliz6 el
plug-in Gels para obtener el valor numérico de la cantidad de proteina en las
bandas. Se cuantificaron la densidad de las bandas de iNOS como de GAPDH.
Posteriormente con esos datos se realizaron las cuantificaciones correspondientes.
Los valores de iNOS y de GAPDH de cada muestra problema se dividieron entre
los valores de las mismas proteinas de la muestra estandar. Posteriormente se
dividieron los valores de iNOS entre los valores de GAPDH para cada muestra.

Esto con el fin de estandarizar los datos entre geles y poder compararlos.

La adquisicion de las iméagenes de fluorescencia se realizé en el microscopio Zeiss
AxioLab con el objetivo 20X y con la camara Ac2040. Para calcular la intensidad
de la fluorescencia se utilizo el software FIJI (51). En primer lugar, se obtuvo una
pila de imagenes (stack) de iNOS o Arg-1 segiin corresponda. La creacion de la
pila de imégenes se realizd para poder aplicar el mismo umbral de intensidad a
todas las fotos para la cuantificacion. Una vez obtenida la pila de imagenes, se
sustrajo el background y se aplicé un umbral con el algoritmo “Triangle”. Dicho
umbral se definid entre los valores de 48 a 65525 tanto como para iNOS como
Arg-1. Posteriormente, se delimitd cada célula mediante la creacion de una
seleccion y se cuantifico la densidad integrada bruta (Raw Integrated Density),
que es la suma de todos los valores de los pixeles de la region de interés que se
selecciond. Asimismo, se cuantifico la cantidad de células positivas a cada
marcador, se utiliz6 el promedio de la densidad integrada bruta del control
negativo mas el doble de la desviacion estdndar como umbral para seleccionar la
positividad de la célula. Si la densidad integrada bruta de la célula evaluada era
mayor al umbral, la célula se contd como positiva al marcador analizado, de lo
contrario como negativa. Es importante mencionar que se analizaron multiples
campos microscopicos para cada condicion, que se obtuvieron de dos

experimentos independientes.
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IX.

8.10. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software Rstudio (52). Para el primer
objetivo, para los experimentos de Western-blot se hicieron 3 repeticiones (3
experimentos distintos). Para evaluar el efecto de los antigenos sobre la expresion
de las proteinas de interés, se utilizd la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis,
pues los datos no cumplian con el supuesto de normalidad (Shapiro Wilk, W =
0.896, p = 0.018). En caso de efecto significativo del factor, las diferencias entre
los tratamientos se evaluaron utilizando la prueba a posteriori Dunn. Por otro lado,
para la prueba de inmunofluorescencia se utilizé la prueba Kruskal-Wallis y la
prueba de Dunn a posteriori. Asimismo, para comparar los resultados de células
positivas al marcador se utilizo la prueba chi-cuadrado dado que las variables eran
categoricas y como prueba a posteriori la prueba de comparaciones multiples por
pares. Para el segundo objetivo, en el que se uso la técnica de Western-blot, se

aplico Kruskal Wallis y como prueba a posteriori se uso la prueba de Dunn.

RESULTADOS

9.1. El antigeno ES aumenta la expresion del marcador proinflamatorio
iNOS en macrofagos

Se evaluaron diferentes condiciones experimentales (AgT10, AgT20, AgT40,
ES10, ES20, ES40, Control y LPS), cada una con tres réplicas independientes (n
= 3). Se calcularon medidas de tendencia central (media, mediana) y dispersion

(desviacion estandar e IQR)

El grupo del AgT present6 los valores mas bajos de expresion de iNOS (0.0214,
0.0149 y 0.0143) y se observa una ligera disminucion a medida que aumenta la
concentracion del antigeno. Por otro lado, el grupo de ES presentd mayores
niveles de expresion de iNOS comparado con el AgT (0.4658, 0.4796 y 0.4836) y
se observa una tendencia de aumento a medida que aumenta la concentracion del
antigeno. Los valores de expresion de iNOS del AgT fueron muy parecidos al
control negativo, lo que podria sugerir que el AgT no genera un efecto notable. El
control positivo LPS fue el que mas estimul6 la expresion de iNOS (0.7982) y fue

el grupo que presentd mayor variabilidad de los datos (Tabla 1).
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El anélisis estadistico mostrd un efecto significativo del tratamiento (Kruskal-
Wallis, H= 19.187, df = 7, p < 0.01). Sin embargo, la prueba de Dunn con
correccion de Holm no evidencié estas diferencias entre los pares de grupos.
(Figura 3). A pesar de que no se observaron diferencias estadisticas entre los
grupos evaluados, se puede observar un aumento en la expresion de iNOS en los

tratamientos con ES y LPS.

Tabla 1. Estadistica descriptiva de la expresion de iNOS frente a los diferentes

tratamientos mediante Western-blot

Media  SD Mediana  IQR Ql Q3

0.0214  0.0242  0.0102 0.0221  0.00755  0.0297
AgT20 0.0149 0.0117 0.0164 0.0117  0.00947  0.0211
AgT40 0.0143  0.0057  0.0153 0.0056  0.0118 0.0174

Condicion n
3
3
3

ES10 3 04658 0.1196 0.4156 0.1114  0.398 0.509
3
3
3

AgT10

ES20 0.4796  0.1361  0.4604 0.1351  0.407 0.542
ES40 0.4836  0.0983  0.4795 0.0982  0.433 0.532
Control 0.0207  0.0093  0.0195 0.0092  0.0158 0.0250
LPS 3 07982 0.2359 0.7031 0.2211  0.664 0.885

Nota. Para cada condicion se hicieron 3 replicados. SD significa desviacion estandar
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Figura 3. Patron de expresion de la proteina iNOS en las células RAW 264.7 expuestas a
diferentes concentraciones del antigeno total y E/S de 7. solium.

(A) Analisis de Western blot. Para control negativo se tratd a las células solo con medio de
crecimiento. Como control positivo, las células fueron tratadas con LPS (1 pg/mL). Se utilizd
GAPDH como control de carga. Imagen representativa de un total de 3 experimentos. (B) Analisis
de la densidad relativa de iNOS. Los datos se normalizaron con relacion a la intensidad de la

proteina GAPDH. No se evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos.

9.2. Evaluacién de la intensidad de expresion de iNOS

También se evalud la expresion del marcador proinflamatorio iNOS mediante
inmunofluorescencia, en la cual se utilizé la mayor concentracion de antigeno total

y ES (40 pg/mL).

De acuerdo con la estadistica descriptiva, el AgT presentd los valores mas bajos
de expresion de iNOS (89705.8633). Por otro lado, el grupo de ES presento6 el
mayor nivel de expresion de iNOS comparado con el AgT (162902.625). El nivel
de expresion de iNOS del AgT fue muy parecido al control negativo, lo que podria
sugerir que el AgT no genera un efecto notable. El control positivo LPS fue el que
mas estimul6 la expresion de iNOS (574981.585) y fue el grupo que presentod
mayor variabilidad de los datos (Tabla 2).

Se evaluo la intensidad de fluorescencia de iNOS; asi como, la cantidad de células
positivas a iINOS. En cuanto al andlisis de la intensidad de fluorescencia se
observo un efecto significativo del tratamiento (Kruskal Wallis: H = 914.6, df =

3,p<0.0001) (Figura 4).

La intensidad de iNOS fue significativamente mayor en los tratamientos con ES
comparado con el control, ES40 vs control (Test de Dunn: p<0.0001). Asimismo,
la expresion de iINOS fue significativamente mayor en el tratamiento con AgT
comparado con el control, Ag40 vs control (Test de Dunn: p<0.0001). Sin
embargo, la expresion de iNOS en el ES fue significativamente mayor comparado

con el AgT (Test de Dunn: p<0.0001) (Figura 4).

Por otro lado, en cuanto al anélisis de la cantidad de células positivas a iNOS se
observd un efecto significativo del tratamiento (Test Chi-cuadrado: > = 477.14,

df =3, p < 0.0001). La cantidad de células +iNOS fue significativamente mayor
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en el tratamiento con ES comparado con el control, 41 vs 28 células,
respectivamente (Test Pairwise Nominal Independence: p<0.05). Se encontraron
diferencias significativas entre el AgT y el control negativo, 7 vs 28,
respectivamente (Test Pairwise Nominal Independence: p<0.001). La cantidad de
células +INOS fue significativamente mayor en los tratamientos con ES
comparado con el AgT, 41 vs 7 células, respectivamente (Test Pairwise Nominal
Independence: p<0.0001). El tratamiento con LPS obtuvo la mayor cantidad de
células +iINOS (235 células), que fue significativamente mayor comparado con el

AgT, Ctrl y ES (Test Pairwise Nominal Independence: p<0.0001) (Tabla 3)

Tabla 2. Estadistica descriptiva de la intensidad de fluorescencia de iNOS frente a los

diferentes tratamientos mediante inmunofluorescencia

Condicion n Media SD Mediana IQR Q1 Q3

AgT 600 89705.8633 85507.2283 52687 971483 29364 126512
ES 533 162902.625 302505.843 81917 117753 51470 169223
Control 600 82868.2417 149085.132 32933  26576.3 24612 51188
LPS 600 574981.585 997325.294 293394 381576 152104 533679

Nota. SD significa desviacion estandar. Se utilizo 40 ug/ml de E/S'y de antigeno total

24



)

e

8 10,000,000f a b c d
o

[e] -

S 1,000,000

(=

S 100,000}

g ’ A

g Vi

@ 10,000

g 1 1 ] 1
= Ctrl- LPS E/S Ag total
g Condicién

Figura 4. Expresion de iNOS observada por microscopia confocal.

Células RAW 264.7 tratadas con: (A) ES 40 ng/mL, (B) antigeno total 40 pg/mL, (C) Control y
(D) LPS 1 pg/mL. Barra de escala = 50 um. (E) Intensidad de fluorescencia en base a los datos:
Intensidad Integrada Bruta. Las diferentes letras sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (p < 0.0001). Los puntos rojos hacen referencia a la

media, mientras que los puntos azules a la mediana y las lineas azules al rango intercuartilico.

Tabla 3. Distribucion de células +iINOS segun la condicion experimental

Reactividad a iNOS
Positivas Negativas
, hi2
, Numero Total ¢
Numero % de con- % (p-valor)
de conteo
teo
Control 28 4.67 572 95.33 600
477.14
LPS 235 392 365 6083 600 (<0.0001)
ES 41 7.69 492 92.31 533
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AgT

7 1.17 593 98.83 600

9.3. Evaluacién de la expresion de Arg-I

Para conocer la respuesta inmune de los macrofagos frente a los antigenos del
cisticerco de 7. solium, también se evaludo la expresion del marcador
antiinflamatorio Arg-I mediante inmunofluorescencia; asi como, la cantidad de

células positivas a Arg-1 (+Arg-I).

De acuerdo con la estadistica descriptiva, el AgT presentd los valores mas bajos
de expresion de Arg-1 (302905.0568). Por otro lado, el grupo de ES present6 el
mayor nivel de expresion de Arg-I comparado con el AgT (422890.3946). El nivel
de expresion de Arg-1 del AgT fue muy parecido al control negativo, lo que podria
sugerir que el AgT no genera un efecto notable. EI LPS fue el que mas estimuld
la expresion de Arg-I (555392.8378) y fue el grupo que presentd mayor
variabilidad de los datos (Tabla 4).

El andlisis estadistico mostré un efecto significativo del tratamiento (Kruskal
Wallis: H = 81.491, df = 3, p < 0.0001). El tratamiento con el antigeno ES fue
significativamente mayor que el control, ES40 vs control (Test de Dunn: p<0.001).
El tratamiento con AgT no mostré diferencias significativas con el control (Test
de Dunn, p = 0.7211). Por otro lado, el tratamiento con LPS obtuvo la mayor
intensidad de fluorescencia y fue significativamente mayor frente a los otros
grupos, a pesar de que el LPS se utiliz6 como control positivo para el fenotipo M1

(Test de Dunn: p<0.001) (Tabla 4 y Figura 5).

Al evaluar la cantidad de células +Arg-I se observd un efecto significativo del
tratamiento (Test Chi-cuadrado: > = 84.38, df =3, p < 0.0001). La cantidad de
células +Arg-I fue significativamente mayor con el tratamiento ES comparado con
el control (57 vs 24, Test Pairwise Nominal Independence: p < 0.001). El
tratamiento con AgT no mostr6 diferencias significativas con el control (Test
Pairwise Nominal Independence, p = 0.139). Por otro lado, el tratamiento con
LPS obtuvo la mayor cantidad de células +Arg-1 y fue significativamente mayor
frente al AgT, control y ES (Test Pairwise Nominal Independence: p < 0.0001, p
<0.0001 y p <0.01, respectivamente) (Tabla 5).
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Tabla 4. Estadistica descriptiva de la intensidad de fluorescencia de Arg-I frente a los

diferentes tratamientos

Condicion n Media SD Mediana IQR Ql Q3

AgT 370 302905.0568 268757.7641 180102 303803 130875 434678
ES 370 422890.3946 392459.569 245147 516322.2 153728 670050
Control 370 301914.2027 279649.0424 202279  200908.5 130021 330929
LPS 370 555392.8378 490782.8467 371728.5 658032.5 176948 834980

Nota. SD significa desviacion estandar. Se utilizo 40 ug/ml de E/S y de antigeno total

E/S LPS

Control
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Figura 5. Expresion de Arg-1 observado por microscopia confocal.

Células RAW 264.7 tratadas con (A) ES 40 ug/mL, (B) AgT 40 ug/mL, (C) Control y (D) LPS 1
pg/mL. Barra de escala = 50 um. (E) Intensidad de fluorescencia en base a los datos de la
Intensidad Integrada Bruta. Las diferentes letras sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (p < 0.0001). Los puntos rojos hacen referencia a la

media, mientras que los puntos azules a la mediana y las lineas azules al rango intercuartilico.
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Tabla 5.

Distribucion de células +Arg-I segun la condicion experimental

Reactividad a Arg-1

Positivas Negativas
, hi2
, Nuamero Total ¢
Numero % de con- % (p-valor)
de conteo
teo
Control 24 6.49 346 93.51 370
LPS 89 24.00 281 75.95 370 84.38
(<0.0001)
ES 57 154 313 84.60 370
AgT 15 4.05 355 95.95 370

9.4. Evaluacién de la capacidad del Ag total de inhibir el fenotipo M1

generado por la incubacion de células RAW 264.7 con LPS.

Por otro lado, se evalu6 la posible capacidad del AgT de revertir la polarizacion

proinflamatoria de los macrofagos, que se midié mediante la expresion de iNOS.

Se utilizaron concentraciones crecientes del AgT (10 ug/mL, 20 ug/mL y 40

pg/mL) con LPS en cultivo. Se us6 DMSO, como control antiinflamatorio, ya que,

se ha reportado que suprime la expresion de citoquinas inflamatorias inducidas

por LPS en macrofagos, también, atenta los niveles de 6xido nitrico en células

RAW 246.7 pretratadas con LPS (41, 42).
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De acuerdo con la estadistica descriptiva, la expresion de iNOS de las diferentes
concentraciones de AgT incubadas con LPS no presentaron una diferencia notable
con el tratamiento solo con el LPS (0.76594145, 0.81408643, 0.67812876 vs
0.70855181). Por otro lado, el control de antiinflamacion (DMSO+LPS) presento
una menor expresion comparado con los grupos incubados con LPS, pero una
mayor expresion comparado con el control. los valores mas bajos de expresion de

Arg-1 (302905.0568) (Tabla 6).

El andlisis estadistico mostré un efecto significativo del tratamiento (Kruskal
Wallis: H = 11.526, df = 5, p < 0.05). Sin embargo, la prueba de Dunn con
correccion de Holm no evidencié estas diferencias entre los pares de grupos.
(Figura 6). A pesar de que no se observaron diferencias estadisticas entre los
grupos evaluados, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos de AgT+LPS y el tratamiento solo con LPS. Los tratamientos de
AgT+LPS obtuvieron un mayor valor de expresion de iNOS comparado con el

control (Tabla 6 y Figura 6).

Tabla 6. Estadistica descriptiva de las diferentes condiciones de tratamiento para

Western blot
Condicion  n Media SD Mediana IQR Ql Q3
DMSO+LPS 3 0.45191517 0.15203556 0.38939692 0.14206834 0.365 0.507
AgT10+LPS 3 0.76594145 0.1442607 0.72089009 0.1388846 0.685 0.824
AgT20+LPS 3 0.81408643 0.17579948 0.74664988 0.16581523 0.714 0.880
AgT40+LPS 3 0.67812876 0.17802142 0.68656953 0.17787127 0.591 0.769
Control 3 0.16752607 0.14517659 0.20167293 0.14213281 0.105 0.247
LPS 3 0.70855181 0.15033121 0.70164669 0.15021222 0.632 0.782

Nota. Para cada condicion se hicieron 3 replicados. SD significa desviacion estandar
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Figura 6. Patron de expresion de la proteina iNOS en las células RAW 264.7 expuestas
al antigeno total de 7. solium con LPS para evaluar su posible efecto antiinflamatorio (A)
Analisis de Western blot. Para control negativo se tratd a las células solo con medio de
crecimiento. Se utilizo DMSO al 1% como control antiinflamatorio y LPS (1pg/mL)
como control proinflamatorio. Se utiliz6 GAPDH como control de carga. Imagen
representativa de un total de 3 experimentos. (B) Analisis de la densidad relativa de iNOS.

Los datos se normalizaron en relacion con la intensidad de la proteina GAPDH. *(p <
0.05), **(p <0.01).

X. DISCUSION

Se ha reportado que la respuesta inflamatoria tipica frente a los helmintos es de tipo
Th2, asi como, su capacidad de modular el sistema inmune del hospedero de
diferentes formas (24). Sin embargo, en el caso de 7. solium los estudios sobre la
respuesta inmune de macrdfagos son escasos y heterogéneos. En este estudio se
evalud la respuesta inmune frente a los antigenos del cisticerco del parasito, tanto el
antigeno ES y el AgT en una linea celular de macréfagos. Los resultados muestran
que el antigeno ES induce una mayor expresion tanto del marcador proinflamatorio
iINOS y del marcador antiinflamatorio Arg-I comparado con el AgT en la linea celular

murina de macréfagos RAW 264.7.

30



Estos resultados concuerdan con otros estudios donde se ha observado la expresion
mixta de citoquinas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias. Segun los estudios
realizados por Restrepo et al, en tejidos cerebrales humanos con NCC se encontr6 una
respuesta inflamatoria mayoritaria de tipo Th1 con presencia de macréfagos, células
NK y citoquinas proinflamatorias en etapas tempranas de la infeccion, mientras una
respuesta de tipo mixta Thl y Th2 en tejidos cerebrales con granulomas, que
representan una etapa tardia de la infeccion (33,35). También, en el estudio realizado
por Arora et al (7) se encontré que las proteinas del ES de 7. solium producen
citoquinas de tipo Thl y Th2 en lineas celulares de macrdéfagos, asi como una alta
expresion del marcador antiinflamatorio M2 Galectina 3. Asimismo, en el estudio
realizado por Prasad et al (53), en el que se evalud la respuesta inmune celular de tres
tipos de antigenos del cisticerco de 7. solium; el lisado crudo, la pared celular y el
fluido del quiste, se encontrd que solo el fluido del quiste provoca una respuesta
inmune en PBMCs de pacientes con NCC, y esta muestra una respuesta inmune de

tipo mixta Th1 y Th2.

En este estudio se utilizo el antigeno ES conformado por diversas moléculas que son
secretadas por el pardsito cuya liberacion depende del estadio larval y el
microambiente al que estén expuestos (54). Se conoce que los helmintos interactiian
con el sistema inmune a través de estas moléculas secretadas, las cuales contienen
propiedades inmunomoduladoras que les permiten permanecer en el hospedero por
mucho tiempo sin ser identificados por el sistema inmune (41,54). Asimismo, se
utilizé el AgT que incluye todos los componentes del parésito, ya que, se obtiene de
la homogenizacion de los pardsitos viables (54). Es decir, los antigenos ES son
liberados activamente por el parasito durante el curso de la infeccion, y los antigenos
totales activan la respuesta inmune después de la muerte del parésito, cuando sus
componentes son liberados y, por consiguiente, expuestos (55). En este trabajo se ha
visto que tanto el antigeno ES como el total producen una activacion diferente en los
macrofagos. Los macréfagos RAW 264.7. usados en el estudio, expresan
diferencialmente tanto el marcador proinflamatorio como antiinflamatorio, iNOS y
Arg-I, respectivamente, cuando son expuestos a los antigenos de 7. solium. El
antigeno ES produce una expresion mayor tanto de iNOS como Arg-I en los
macrofagos comparado con el AgT. Existen estudios donde se ha observado esta

diferencia en la respuesta inmune frente a los diferentes antigenos de helmintos. Asi,
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el estudio realizado por Andrade et al demostré que solo los antigenos ES, pero no
los antigenos somaticos del estadio adulto y larval del parasito Ascaris suum activan
la liberacion de 6xido nitrico en cultivo in vitro de macrofagos alveolares de ratas
(56). Por otro lado, también se ha reportado la expresion de Arg-1 frente a distintos
antigenos del parésito F. hepdatica. Segin Flynn et al, los antigenos del homegenato

y del ES activaron la actividad de Arg en una linea celular de monocitos (57).

Algunos estudios han planteado que el cisticerco viable es altamente inmunogénico,
lo que favorece la muerte del parasito (33). Por otro lado, otros estudios plantean que
el cisticerco viable es no-inmunogénico debido a la liberacion de ciertas moléculas
que modulan el sistema inmune del hospedero, pero cuando el cisticerco muere
empieza a liberar sus componentes que conlleva a una respuesta inflamatoria alta
(30,33,35). Sin embargo, los estudios muestran una respuesta inmune heterogénea
frente a los diferentes grados de viabilidad del cisticerco. En el estudio realizado por
Verma et al (58) en pacientes con NCC epilépticos se reportd un perfil de citoquinas
proinflamatorias, mientras que los pacientes con NCC asintomaticos presentaban un
perfil de citoquinas predominantemente antiinflamatorias. Sin embargo, no se
observé una diferencia en los grados de viabilidad del cisticerco entre los dos grupos
estudiados (58). En un estudio realizado en tejido cerebral de cerdos se encontr6 una
mayor expresion de citoquinas antiinflamatorias como IL-4 e IL-10 en el tejido
alrededor de cisticercos viables, mientras una respuesta proinflamatoria frente a

cisticercos degenerados y una respuesta de tipo mixta frente a cisticercos calcificados
31).

Por otro lado, en este estudio, el AgT no mostr6 capacidad antiinflamatoria, ya que
no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con AgT+LPS vs
LPS en la expresion de iNOS. Hay estudios realizados con ES como el de Sacucedo
et al (28) que encontr6 que el cultivo de ES de T. crassiceps + LPS (TcES+LPS) no
mostrd diferencias con el tratamiento con LPS en la expresion de iNOS, sin embargo,
si se encontré que el tratamiento TcES+LPS reduce la expresion de citoquinas
proinflamatorias. Estos resultados muestran que tanto los antigenos ES y total de T.
solium son capaces de activar el sistema inmune de diferente forma, asi como la

diferencia de este efecto con otros parésitos helmintos.

Los resultados sugieren que el ES esta favoreciendo la expresion mixta de los

marcadores de la polarizacion M1/M2. Esto sugiere que el parasito modula el sistema
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inmune del hospedero para evitar una respuesta inflamatoria alta y, por consiguiente,
mantener su supervivencia a largo plazo. Se ha visto esta respuesta mixta en etapas
cronicas de la infeccion en tejidos cerebrales con granulomas (35), lo que sugiere que
este tipo de respuesta podria ayudar a mantener la homeostasis tisular para la

supervivencia prolongada del parasito.

De acuerdo con los resultados, se apoya a la hipdtesis parcialmente, pues el antigeno
ES increment6 la expresion tanto de iNOS como Arg-I en macréfagos RAW 264.7,
mientras que el AgT, en la expresion de iNOS, mostré resultados dependientes de la
técnica utilizada. No se observaron diferencias significativas en western blot tras el
analisis post hoc, pero si aumento significativo en inmunofluorescencia respecto al
control negativo, aunque inferior al observado con el antigeno ES. Por otro lado, el
AgT no mostrd diferencias significativas en la expresion de Arg-I respecto al control

negativo.
LIMITACIONES

- Este estudio present6 ciertas limitaciones como el uso de una linea celular murina
de macréfagos (RAW 264.7), la cual no refleja completamente el comportamiento
in vivo de macréfagos humanos, sin embargo, una de las ventajas del uso de
macrofagos murinos es el facil reconocimiento de los fenotipos M1 y M2
mediante los marcadores utilizados (30).

- Dentro de las limitaciones técnicas del estudio se encuentran, la falta de uso de un
control positivo de Arg-I, asi como que, el LPS usado como control positivo del
fenotipo M1, present6 una alta expresion de Arg-I. Esto podria deberse a varios
factores, como el uso de una linea celular transformada derivada de macrofagos
murinos, las cuales pueden presentar un perfil parcialmente “pre-activado”.
Asimismo, hay estudios que reportan la expresion de Arg en la linea celular RAW
264.7 pretratada con LPS (59,60). Se ha descrito que tanto Arg-I, Arg-11 e iNOS
pueden ser inducidos simultaneamente por LPS en macrofagos (59). Esto se puede
deber a que, tanto NOS como Arg utilizan un mismo sustrato, que es la arginina,
y se ha descrito que la Arg puede reducir la produccion de 6xido nitrico al
competir con NOS por la arginina (61). Asimismo, se ha visto que, para evitar la
apoptosis inducida por 6xido nitrico, los macréfagos expresan Arg I y II, lo que

explicaria la expresion de Arg en macrofagos inducidos por LPS (61). Debido a
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esto, es recomendable usar otra linea celular de macréfagos para proximos
estudios y asi consolidar este estudio.

En el primer objetivo, el analisis de Western-blot mostré un efecto significativo
del tratamiento mediante Kruskal-Wallis, sin embargo, no se puedo evidenciar las
diferencias significativas entre los pares de tratamientos mediante el analisis post
hoc (Test de Dunn). Esto se puede deber a que el analisis con el tamafio muestral
utilizado (n=3), la potencia estadistica de la prueba es baja. Sin embargo, la
cantidad de replicas utilizadas se encuentran dentro de lo usual en experimentos
de Western-blot. Sin embargo, se optd por considerar el efecto del ES y del LPS
como biologicamente significativo debido a la inspeccion visual de los escaneos,
como asi, también teniendo en cuenta la estadistica descriptiva que se pueden ver
en las tablas.

En este estudio se usé un unico lote de antigenos. Sin embargo, una limitacion
que podria explicar la heterogeneidad de la respuesta inmune en NCC es la
variabilidad genética, no solo de los hospederos, sino dentro de los parasitos de 7.
solium, como lo confirma el estudio realizado por Vega et al (67). En este estudio
se reportd una variabilidad genética entre parasitos 7.solim de Madagascar y
diferentes regiones de México, incluso se encontraron diferencias dentro de una

misma region de México (62).

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que el antigeno ES favorece un perfil mixto de expresion
de iINOS y Arg-1 en RAW 264.7.

El antigeno ES induce una mayor expresion de iNOS comparado con el AgT en
la linea celular de macréfagos RAW 264.7

El efecto del antigeno total en la expresion de iNOS fue dependiente de la
metodologia utilizada, sin diferencias significativas en western blot tras el analisis
post hoc, pero con un aumento significativo en inmunofluorescencia respecto al
control negativo

El AgT no produce una expresion diferencial de Arg-I en la linea celular de

macrofagos RAW 264.7
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- El AgT no redujo la expresion de iNOS inducida por LPS en los macrofagos RAW
264.7.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolos de cultivo celular RAW 264.7

Descongelacion de la linea celular RAW 264.7

Tener listo 9 mL de medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado con 10% (v/v) de SFB y 1% de penicilina/estreptomicina 10,000
U/mL en un tubo de 15 mL

Descongelar el criovial en un recipiente con agua a 37°C por 2 min

aproximadamente

Mezclar lentamente 1 mL del criovial celular con 9 mL de medio de cultivo en un

tubo de 15 mL
Centrifugar la suspension celular a 1200 rpm por 10 min a temperatura ambiente

Desechar el sobrenadante, romper el pellet con suaves golpes al tubo y

resuspender el pellet celular con 1 mL de medio de cultivo.

Transferir el contenido a un flask de 25 cm? que contenga 4 mL del medio de

cultivo.

Mantener el flask en la incubadora a 37°C y 5% de CO; y vigilar el crecimiento
celular cada dos dias. Cambio de medio cada 2 dias. Al 80% a 90% de confluencia

celular se procede a realizar el pasaje.

Pasaje celular

Retirar el medio del flask, lavar la monocapa dos veces con PBS 1X

Colocar 5 mL de nuevo medio, retirar las células con un raspador celular (cell
scraper), lavar la monocapa usando una pipeta serologica y transferir el contenido

a un tubo de 15 mL
Centrifugar las células a 1200 rpm por 10 min a temperatura ambiente
Desechar el sobrenadante utilizando una pipeta serologica

Resuspender el pellet con 1 ml de medio de cultivo y homogenizar lentamente.
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Para hacer el pasaje a un flask de 25 cm? se diluyen las células 1:3 a 1:5 de acuerdo

con la confluencia celular en un total de volumen de 5 mL de medio de cultivo

Traspasar el contenido homogenizado a un nuevo flask y colocarlo en la

incubadora

Cultivo celular en placa

Se utilizan las células obtenidas del pasaje para hacer un cultivo en una placa de

24 pozos
Diluir la suspension celular con trypan blue (1:5 0 1:10)

Pasar 10 pul de la suspension celular a una cadmara de Neubauer para realizar el

conteo celular por ml

Preparar el volumen de medio que se necesita para obtener la cantidad de células

necesarias en cada pozo

Colocar el volumen de células correspondientes en un tubo que contiene el nuevo

medio. Homogenizar con una pipeta seroldgica por, aproximadamente, 3 veces.
Transferir el volumen necesario en cada pozo de la placa. Dejar reposar 15 min.

Colocar la placa en la incubadora

Anexo 2. Protocolos de tratamientos con los antigenos de 7. solium

Tratamiento celular:

Luego de 24 h desde el cultivo en placa. Se prepara los diferentes volumenes
correspondientes de acuerdo con la concentracion de antigeno que se utilice ( 10
pg/mL, 20pug/mL y 40pg/mL) con nuevo medio de cultivo. Ademas, se prepara
un tubo que contenga 1 pg/mL de LPS

Nota:
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o Los antigenos se deben trabajar en frio para evitar la degradacion de las
proteinas

o El medio de cultivo debe estar a una temperatura de 37°C

e Una vez preparadas las soluciones correspondientes, se retira cuidadosamente el
medio de cada pozo y se coloca el tratamiento correspondiente para cada pozo,

previamente homogenizado

e Para el segundo objetivo, se debe agregar DMSO al 1% como control
antiinflamatorio y se debe esperar 1 h luego de colocar los tratamientos
correspondientes para colocar 1 pg/ml de LPS en cada pozo, menos al control

negativo
Anexo 3. Protocolo de Western blot
SDS-PAGE
PREPARACION DE GEL

1. Limpiar los vidrios con alcohol, sin tocarlos con las manos, y limpiando cualquier

resto de papel o pelusa.

2. Armar el sandwich con los vidrios gruesos y delgados con la ayuda del soporte
verde, asegurarse que las bases de ambos vidrios estén al mismo nivel. Y cerrar

abriendo los brazos del soporte verde.

3. Colocar el soporte verde con los vidrios en la base de plastico transparente con 1
esponja en la base. Echar agua destilada entre los vidrios para corroborar que no hay
fugas (esperar 10 min), de lo contrario desarmar y volver a alinear los vidrios. Marcar

5.5 cm desde la base.

4. Enjugar los beakers pequefios con agua MilliQ para preparar los geles.

5. Preparar el resolving gel 10%
6. Agregar 5 mL del resolving gel (aprox. 5 cm).
7. Agregar 200 pL isobutanol inmediatamente.

Nota: nivelar el gel y evitar que el oxigeno retarde la polimerizacion.

42



8. Esperar 20 minutos para que gelifique (ir preparando el stacking gel 5%, pero no

agregar el APS o el Temed). Limpiar los peines con alcohol.

9. Una vez polimerizado el resolving gel, descartar el isobutanol, y lavar una vez con

alcohol 70°, y luego con agua destilada, hasta que el olor del alcohol desaparezca.
10. Agregar el APS y el Temed a la mezcla de stacking Gel, y mezclar por 30 sec.

11. Agregar el STACKING GEL sobre el RESOLVING GEL hasta el tope y colocar

los peines, evitando formar burbujas.
Nota: El peine debe ser del mismo grosor que los vidrios utilizados.
12. Esperar 20 minutos hasta que se gelifique.

13. Preparar las muestras a correr: diluir las muestras con sample buffer a 1X, y

calentar a 95° por 5 min.

ELETROFORESIS

1. Una vez pasado el tiempo, remover el peine y lavar los geles 3 veces con running

buffer 1X.
2. Colocar los geles en la cdmara electroforética.

Nota: presionar bien hacia arriba al momento de cerrar la cdmara para evitar fugas del

running buffer.
3. Llenar la camara electroforética con running Buffer 1X (400 mL).
4. Esperar 10 min para verificar que no hay fugas. Sino volver a ajustar.

5. Agregar running buffer 1X (200n mL) en la parte externa de la cdmara

electroforética.
6. Colocar 3 pL de marcador de peso molecular en el pocillo pequeiio.
7. Anadir madximo 20 pL de muestra a cada pozo de un peine de 12 pozos.

Nota: todos los pozos deben tener el mismo volumen (excepto el marcador de peso

molecular).

8. Colocar la tapa de la camara y conectarla a la fuente de poder

43



Nota: Cada electrodo tiene un color (rojo y negro). Conectar los cables con el

electrodo del mismo color.

9. Levar la camara electroforética a la refrigeradora a 4°C.
10. Enchufar y encender la fuente de poder

a) Elegir Voltage constante.

b) Seleccionar 60 V

c) Presionar el botén de inicio.

11. Dejar corriendo hasta que el frente de corrida se alinee al inicio del resolving gel

(tiempo estimado 5-10 minutos).

12. Pausar la corrida y cambiar las condiciones:
a) Seleccionar Voltage constante

b) Ingresar 110 Va 120 V

¢) Reiniciar

13. Dejar corriendo por aproximadamente 40-45 minutos hasta que el frente de

corrida llegue al final del resolving gel.

14. Detener la corrida.

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS

1. Retirar el gel de los vidrios con cuidado, eliminar el stacking gel y lavar el gel con

agua destilada.

2. Colocar el gel en una bandeja para equilibrarlo con buffer de transferencia por 10

min
3. Dejar la nitrocelulosa con agua destilada por 2 min.

4. Agregar la membrana de transferencia (6.0 cm x 8.4 cm) y los papeles filtro (6.1

x 8.5), humedecer el ultimo
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5. Hacer un sandwich (cassette de transferencia) en el siguiente orden (de abajo hacia

arriba):
o Lado rojo (lado aniénico-)
o Esponja
o Papel filtro
o Papel filtro
o Membrana
o Gel
o Papel filtro
o Esponja
o Lado negro (lado catidénico+)

6. Llenar la camara de transferencia con buffer de transferencia 1X (800 ml) que

contenga un icepad del lado rojo para evitar calentamiento
7. Colocar la tapa de la cdmara y conectar la camara a la fuente de poder
8. Llevar la camara al freezer a 4°
9. Encender la fuente de poder y colocar las condiciones de corrida:

o Voltage constante

o 25V toda la noche
10. Remover la membrana del cassette de transferencia.
11. Lavar con TBS Tween-20 al 0.05% (TBST)
12. Confirmar la transferencia con colorante Rojo Ponceau
13. Lavar la membrana con agua destilada hasta eliminar el colorante
14. Bloquear con leche al 5% por 1h
15. Incubar con anticuerpo primario diluido en TBST 1% leche toda la noche

16. Lavar 4 veces con TBST por 10 min cada uno
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17. Incubar con anticuerpo secundario diluido en TBST 1% leche por 2 h

18. Lavar 2 veces con TBST por 10 min cada uno, luego lavar con TBS 1X por 10

min y finalmente, lavar con PBS 1X por 10 min

19. Incubar con 100 mL DAB (50 mg/ml) y 1 pL H20: (30%) en 10 ml de PBS y

dejarlo homogenizar en el rocket plate por 2 min
20. Lavar la membrana con PBS 1X y dejarla secar a temperatura ambiente
Anexo 4. Protocolo de inmunofluorescencia
FIJACION:

- Quitar el medio de los pozos

- Lavar dos veces los pozos de la placa con 500 pL de PBS 1x

- Quitar el PBS 1x y colocar 500 pL de paraformaldehido al 4% en cada pozo y ¢
incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

- Retirar el paraformaldehido al 4% de los pozos y afiadir 1 mL de PBS a cada pozo.

Llevar a 4°C, hasta su posterior uso.
PERMEABILIZACION:

Colocar 70 L PBS Triton X-100 al 0, 2% por 5 minutos.
BLOQUEO:

- Lavar 2 veces con 70 uL de PBS 1X pH 7.4

- Colocar 70 pL de PBS 1X + BSA 1% + 5% Suero de burro sobre la monocapa
fijada en el pozo y dejar incubando a TA durante 1 hora.

- Lavar con 70 ul PBS 1X pH 7.4 por 5 min. Luego descartar el sobrenadante y

repetir el procedimiento por 3 veces
ANTICUERPO PRIMARIO:

- Colocar 70 uL de PBS 1X+ 1% BSA + 5% Suero de burro + Anticuerpo primario
y dejar incubando 1 h a TA.

ANTICUERPO SECUNDARIO:

- Lavar con 70 pl de PBS 1X pH 7.4 por 5 min. Luego descartar (repetir este proceso

4 veces).
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- Colocar 70 pl de PBS 1x +1% BSA + 5% Suero de burro + Ab 2° (Donkey Anti-
Rb 488, 1/400) + 1/1000 de DAPI sobre la monocapa en pozo e incubar a 37 °C durante
1 hora.

- Lavar usando el rotor con 70 pl de PBS 1X pH 7.4 por 5 min. Luego descartar
(repetir este proceso por 4 veces).

- Usar 10 pL de solucién de montaje en el cover. Luego, en un angulo de 45° colocar
el cover en la ldmina porta objeto

- Colocar esmalte de uia en los bordes para lograr que el cover se pegue a la lamina

- Se puede mantener la lamina a 4°C hasta su posterior uso
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