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RESUMEN

Introduccion: La neurocisticercosis (NCC) causado por el estadio larval de Taenia
solium, es una de las principales patologias neuroldgicas en América Latina y se
asocia con dafio neuronal evidenciado por la formacion de hinchazones axonales
que presentan agregacion de proteinas como el neurofilamento y APP. En otras
enfermedades neurologicas, la via de sefializacion MAPK esté relacionada con el
dafio neuronal, en este contexto el objetivo general es determinar el papel de la via
de sefializacion MAPK en el dafo neuronal inducido por las proteinas
excretoras/secretoras (E/S) del estadio larval de T. solium en cultivos primarios de
neuronas hipocampales de rata. Metodologia: Se obtuvieron proteinas E/S a partir
de cisticercos de tejido porcino; las proteinas fueron concentradas y separadas en
22 fracciones mediante cromatografia de intercambio i6nico. Se utilizaron cultivos
primarios de neuronas hipocampales de rata expuestos a estas fracciones para
cuantificar el dafio axonal. Algunas fracciones proteicas, neurotoxicas, se
caracterizaron por espectrometria de masas. La activacion de la via MAPK (ERK,
JNK y p38) se midio por Western blot. Resultados: Se identifico 6 fracciones E/S
(F2, F8, F16, F17, F20 y F21) que inducen hinchazones axonales, siendo las
fracciones F20 y F21 las qué producen una accion mds severa. El analisis
protedmico de las fracciones F8 y F20 revel6 12 proteinas compartidas, destacando
la nardisilina, calreticulina y PSA. Las proteinas E/S activan las MAPK en una
secuencia temporal definida: ERK (a los 10-20 min), p38 (30 min) y JNK (45 min).
Especificamente, la fraccion F8 activé la via JNK, mientras que la F20 activdo ERK
y JNK. Conclusion: 7. solium secreta proteinas que causan dafio neuronal y
activacion de las vias MAPK. Este hallazgo desplaza el paradigma de que el dano
es puramente inmunoldgico, sugiriendo que el parasito podria activar rutas
endogenas de estrés y muerte celular para inducir un programa de

neurodegeneracion irreversible.

PALABRAS CLAVES: NEUROCISTICERCOSIS, ESTADIO LARVAL,
NEURODEGENERACION, MAPK, HINCHAZONES AXONALES.



ABSTRACT

Introduction: Neurocysticercosis (NCC), caused by Taenia solium larval stage, is
one of the leading neurological diseases in Latin America and is associated with
neuronal damage with the formation of axonal swellings characterized by the
accumulation of proteins such as neurofilament and APP. In other neurological
disorders, the mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathway has been
implicated in neuronal damage. In this context, the overall objective of this study
was to determine the role of the MAPK signaling pathway in neuronal damage
induced by excretory/secretory (E/S) proteins from the larval stage of T. solium in
primary cultures of rat hippocampal neurons. Methodology: E/S proteins were
obtained from cysticerci isolated from porcine tissue, concentrated, and separated
into 22 fractions by ion exchange chromatography. Primary cultures of rat
hippocampal neurons were exposed to these fractions to quantify axonal damage.
Some neurotoxic protein fractions were characterized by mass spectrometry, and
activation of the MAPK pathways (ERK, JNK, and p38) was assessed by Western
blot analysis. Results: Fractions F2, F8, F16, F17, F20, and F21 were identified as
inducers of axonal swellings, with F20 and F21 producing the most severe effects.
Proteomic analysis of fractions F8 and F20 revealed 12 shared proteins, including
nardilysin, calreticulin, and PSA. E/S proteins activated MAPK pathways in a
defined temporal sequence: ERK (at 10-20 min), p38 (30 min), and JNK (45 min).
Specifically, fraction F8 preferentially activated the JNK pathway, whereas fraction
F20 activated both ERK and JNK. Conclusion: 7. solium secrete proteins that cause
neuronal damage and activation of the MAPK pathways. These findings challenge
the paradigm that neuronal damage in NCC is purely immune-mediated and instead
suggest that the parasite could activate endogenous stress and cell death pathways,

to induce an irreversible neurodegenerative program.

KEYWORDS: NEUROCYSTICERCOSIS, LARVAL STAGE,
NEURODEGENERATION, MAPK, AXONAL SWELLING.



I. INTRODUCCION

La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad infecciosa tropical desatendida
causada por la forma larval (cisticerco) del cestodo Taenia solium que afecta el
sistema nervioso central, presentando una alta morbilidad neurolégica en areas
endémicas alrededor del mundo (1). La NCC se asocia con diversas manifestaciones
clinicas, siendo las convulsiones y cefaleas los sintomas mas comunes, aunque la
presentacion clinica puede variar en funcion de la localizacion y etapa de las
lesiones quisticas en el cerebro (2). La enfermedad puede tener un impacto grande
en la salud publica y afectar la calidad de vida de los pacientes, especialmente en
regiones donde la teniasis por 7. solium es endémica, ya que aumenta el riesgo de

infeccion y transmision de la enfermedad (3).

La NCC es endémica de regiones de paises que presentan bajos y medianos
ingresos; y en paises de altos ingresos ocurre a través de casos importados. La
organizacion mundial de la salud (OMS) sugiere que alrededor de 2.5 a 8.3 millones
de personas tienen la enfermedad a nivel mundial (4). En las regiones endémicas,
la enfermedad es una de las principales causas de epilepsia adquirida, el 30% de los
casos de epilepsia es atribuida a NCC. El Perti, es uno de los paises que presenta
una alta endemicidad, sobre todo en el norte (Tumbes), donde se encontr6é que la

seroprevalencia de la cisticercosis humana fue 24.4% (5).
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El diagnostico de la NCC se basa en técnicas de neuroimagenes, como la tomografia
computarizada y la resonancia magnética, que permiten visualizar las lesiones
quisticas en el cerebro, asi como en pruebas seroldgicas para confirmar la infeccion
(6). El tratamiento de la NCC implica el uso de farmacos antiparasitarios, siendo el
albendazol la opcion preferida, junto con medidas sintomaticas y, en algunos casos,
intervenciones quirurgicas para tratar complicaciones como la hidrocefalia o la

presencia de cisticercos intraventriculares (7).

La investigacion sobre la NCC abarca diversos aspectos, desde la patologia y la
fisiopatologia de la enfermedad hasta estudios epidemioldgicos y ensayos clinicos
para evaluar la eficacia de diferentes estrategias de control y tratamiento.
Recientemente, se han identificado hallazgos patologicos como la formacion de
esferoides axonales en cerebros de modelos animales de NCC, hallazgos que han
sido corroborados en biopsias cerebrales humanas. (8,9). Este proceso es
fundamental en la neurodegeneracion, ya que la aparicion de esferoides marca la
transicion entre una fase de latencia y una fase denominada “catastréfica” de
naturaleza irreversible, donde hay ruptura del esferoide y consecuente
fragmentacion del citoesqueleto (10). Los esferoides, observados en humanos y en
el modelo murino, presentan acumulacion patologica de neurofilamentos, asi como
también de la proteina precursora amiloidea (APP), lo que sugiere que la
degeneracion axonal y deterioro del transporte axonal juegan un papel crucial en la
patogénesis de la enfermedad en humanos, de manera similar a otras patologias que
producen neurodegeneracion (9,11). Esta acumulacion de proteinas guarda relacion

y podria ser consecuencia de una autofagia disfuncional, proceso involucrado en el
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recambio de proteinas que podria estar alterado en la NCC (12). Asimismo, esta
persistencia de esferoides se ve exacerbada en zonas alrededor y adyacentes del
cisticerco, donde también se ha visto una alta inflamacion que podria contribuir en

esta patologia axonal (9).

Por otro lado, se ha reportado que el cisticerco de 7. solium podria interactuar
directamente con las neuronas a través de sus proteinas excretoras-secretoras (E/S),
los cuales son internalizadas en el soma de la neurona del modelo de rata (13). Un
estudio reciente ha demostrado que los productos E/S del parasito tienen un efecto
excitatorio agudo sobre las neuronas, lo que gatilla actividad epileptiforme
(senalizacion glutamatérgica) in vitro (14). Asimismo, un estudio sugiere que la
persistencia de esferoides podria estar relacionada con la liberacién de antigenos
del parésito, lo que podria inducir un ambiente oxidativo o estrés celular en las
neuronas (8). Todos estos estudios sugieren un rol importante de los productos E/S
del parasito en las neuronas, y podrian estar también involucradas en la formacion
de las hinchazones axonales, sin embargo, actualmente no se ha demostrado el rol
de las proteinas del parasito en el dafio axonal reportado en la NCC. Asimismo,
tampoco se ha caracterizado los componentes de los productos E/S que podrian estar

involucrados en esta patologia.

En enfermedades neurodegenerativas como distrofia neuroaxonal infantil (15), y la
enfermedad de Alzheimer (16), asi como en patologias neuroldgicas de origen
infeccioso como la malaria cerebral (17), la formacidén y persistencia de las

hinchazones axonales esta asociada al aumento de la frecuencia de convulsiones.
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Teniendo en cuenta que en la NCC la principal sintomatologia son las convulsiones
es importante entender cudl es el desencadenante de la formacion de los esferoides

y su papel con esta respuesta (9).

Los esferoides encontrados en la NCC presentan abundancia de neurofilamentos
(9). Los neurofilamentos son mds abundantes en los axones (18), al igual que
muchas otras proteinas del citoesqueleto (como la tubulina y la actina) u organelas
(como mitocondrias y reticulo endoplasmatico); todos estos componentes son
transportados por las proteinas motoras kinesina y dineina. En un estado no
patologico, el reciclaje y la estabilidad de los neurofilamentos depende
principalmente del estado de fosforilacion de los dominios de reconocimiento de las
proteinas motoras y de su carga para un correcto transporte (18). Asimismo, en un
modelo animal de NCC se han encontrado alterados los niveles de las proteinas
motoras kinesina y dineina, que como ya se mencion6 cumplen un rol clave en el
transporte axonal; estas proteinas se acumularon en forma de hinchazones axonales
en el tejido que rodea al cisticerco, sugiriendo dafio en el transporte axonal (19).
Adicionalmente, la autofagia se manifiesta como un proceso disfuncional en la
NCC. Esta alteracion patoldgica ha sido documentada experimentalmente mediante
inmunoreactividad elevada de los marcadores de flujo autofagico LC3-II y p62
localizados en los esferoides axonales (12). Este proceso es importante para el
recambio de proteinas, su alteracion indica una incorrecta remocion de proteinas
dafiadas debido a la enfermedad (12).

El funcionamiento correcto del transporte axonal depende del balance entre kinasas

y fosfatasas, entre las que se encuentran las MAPK (proteinas quinasas activadas
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por mitogenos), CDKs, CAMK-II, PKA, PKC, GSK y PP2A (20,21). En
enfermedades neurodegenerativas como Parkinson, la disrupcion axonal con
agregacion de proteinas y la alteracion de la fosforilacion de las MAPK INK y p38
guardan relacion directa con la alteracion de kinesina y dineina, y en consecuencia
el transporte axonal (22,23). Por su lado, en atrofia muscular espinal y enfermedad
de Parkinson se ha observado que la fosforilacion anormal de MAPK ERK esta
implicada directamente en las alteraciones de la autofagia (24). Sumado a ello, otros
estudios refuerzan el papel de MAPK en la formacion de hinchazones axonales
relacionada con una alteracion de procesos ligados al recambio de proteinas, como
del transporte axonal (25,26) y autofagia (27). Sin embargo, no se ha evaluado el
rol de las vias MAPK en el dafio neuronal en NCC en torno a la formacion de las

hinchazones axonales.

Las MAPK son una familia de proteinas quinasas altamente conservadas, que en
estado normal desempefian un papel crucial en una variedad de procesos celulares,
incluida la regulacion de la respuesta inmune, proliferacion celular, diferenciacion
y supervivencia (28). No obstante, en el contexto de enfermedades
neurodegenerativas, esta naturaleza pleiotropica se dirige hacia la mediacion
neuronal. Su activacion se produce a través de una cascada de fosforilacion en
residuos de treonina y tirosina por quinasas activadoras especificas (26). En el
contexto de enfermedades, las MAPK han sido implicadas en numerosas patologias,
incluidas enfermedades inflamatorias, neurodegenerativas, cardiovasculares y
cancer (29,30). En enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer (EA),

enfermedad de Parkinson (EP) y esclerosis lateral amiotréfica (ELA), las MAPK
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estan involucradas en alteracion de transporte, autofagia, en muerte neuronal y la

neuroinflamacion, lo que contribuye al progreso de la enfermedad (31).

En patologias parasitarias del sistema nervioso central, como malaria cerebral
causada por Plasmodium falciparum, se ha demostrado que efectores especificos
como la hemozoina activan selectivamente p38 y regulan positivamente genes de la
via MAPK p38 en neuronas. Esta activacion en respuesta al estrés celular y al dafio
del ADN potencia las vias de sefializacion inflamatorias que son caracteristicas de
la patogénesis de la malaria cerebral y que se comparten con mecanismos de

enfermedades neurodegenerativas que impulsan dafio (32).

Evidencia reciente indica que 7. solium posee una via MAPK funcional cuya
actividad varia segtn su forma clinica. En el cisticerco racemoso, que es una forma
extraparenquimatosa caracterizada por un crecimiento proliferativo y expansivo, la
via MAPK se encuentra activada y dirige la replicacion celular del parasito. Por el
contrario, en la forma vesicular (parenquimal no proliferativa), no se detectd
activacion (28). Este hallazgo es clave, pues confirma que el parasito dispone de la
maquinaria molecular de sefializacion necesaria, sugiriendo que los cisticercos
vesiculares cuentan con los genes y maquinaria molecular necesarios para esta via
de sefializacion y podrian modular procesos celulares en el hospedero. Esto sugiere
que los cisticercos vesiculares, aunque no presenten la activacion interna, producen
proteinas E/S capaces de modular la via MAPK en el hospedero (28). El cisticerco
también libera de manera sostenida glutamato, sugiriendo activacion de las MAPK

por entrada de calcio extracelular a través de los receptores de glutamato (33). A su
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vez, también se ha estudiado que el cisticerco en sus vesiculas extracelulares
contiene moléculas que modulan procesos como la autofagia e inflamacion (34). A
pesar de ello, actualmente los mecanismos patogénicos en la NCC aun no estan del
todo claros. Es por ello que urge explicar como la interaccion de las proteinas E/S
del parésito guardan relacion con la formacién de hinchazones axonales y el
desarrollo del dafio axonal. En modelos neuronales donde se estudia procesos
neurodegenerativos y formacion de esferoides se ha visto que los procesos de
formacion de esferoides dependen de la alteracion del patron de fosforilacion de las

proteinas MAPK (18,26).

En conjunto, la evidencia sugiere que es posible que las proteinas E/S del cisticerco
de T. solium, podrian estar causando el dafio axonal en forma de hinchazones
axonales reportado en NCC. Ademas, se ha sugerido por estudios previos que el
mecanismo por el cual se da el dafo axonal se debe a alteraciones en el transporte
axonal y en el proceso de autofagia; y en base a la evidencia de la participacion de
la via MAPK en otras enfermedades neurolédgicas, se propone que en NCC estos
mecanismos podrian estar influenciados por la alteracion del patrén de fosforilacion
de las MAPK ERK, JNK y p38. Es por ello que el objetivo de esta tesis fue
determinar el efecto de las proteinas ES del estadio larval (cisticerco) de Taenia
solium en el dafio neuronal y en la activacion de la via de sefializacion MAPK en

cultivos primarios de neuronas hipocampales.
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II. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de las proteinas excretoras/secretoras (E/S) del estadio larval
de Taenia solium en la induccion de dafio neuronal y en la activacion de la via de
sefalizacion MAPK en los cultivos primarios de neuronas hipocampales de rata

Holtzman.

Objetivos especificos

e Identificar las fracciones de proteinas E/S del estadio larval de Taenia
solium que causan dafio axonal en neuronas hipocampales, evidenciado por
la formacioén de hinchazones axonales.

e (Caracterizar el perfil proteico de las fracciones de proteinas E/S del estadio
larval de Taenia solium que causan dafio axonal, mediante espectrometria
de masas.

e Evaluar la activacion de la via MAPK en neuronas hipocampales expuestas
a las fracciones de proteinas E/S del estadio larval de Taenia solium que
indujeron dafio axonal, mediante la medicion de la fosforilacion de las

proteinas ERK, JNK y p38 por western blot.



III. HIPOTESIS

Las proteinas E/S del estadio larval de Taenia solium inducen el dano neuronal y
activan la via de sefializacion MAPK en cultivos neuronales del hipocampo de

rata.

IV. MARCO TEORICO

4.1. Taenia solium

Taenia solium es un cestodo con un ciclo de vida complejo, tiene 3 estadios de
desarrollo: huevo, larva y adulto. Los parasitos adultos ocupan el intestino delgado
del humano y miden aproximadamente 1-7 m, el escolex estd provisto de cuatro
ventosas y rostelo armado con una doble fila de ganchos, seguido del cuello y el
estrobilo. Los proglotidos maduran a lo largo del estrobilo y los segmentos gravidos

liberan huevos, los cuales salen en las heces.

4.1.1. El ciclo de vida de Taenia solium.

El ciclo biolégico comprende un hospedero definitivo y un hospedero intermediario
(cerdo/humano). El humano es el hospedero definitivo, a nivel intestinal el parasito
alcanza la etapa adulta y produce huevos que se excretan en las heces, facilitando
su eliminacién y dispersion al ambiente (35). Los huevos en el ambiente pueden ser
ingeridos por cerdos y en el intestino liberan la oncdsfera o embridon hexacanto, que
atraviesan la pared intestinal y son transportados por el torrente sanguineo hasta los

tejidos musculares donde se diferencian a cisticerco, causandoles cisticercosis. La
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ingesta de carne de cerdo infectada con los cisticercos del parasito es una via de
infeccion para el humano, el cisticerco de la carne mal cocida se adhiere a la mucosa
intestinal y se diferencia a la forma adulta y el humano desarrolla taeniasis. Sin
embargo, cuando los humanos ingieren accidentalmente los huevos del parésito
presente en alimentos y aguas contaminadas, la oncésfera o embrion hexacanto
migra hacia los érganos, ocasionando cisticercosis y cuando se establece a nivel del

sistema nervioso central produce la neurocisticercosis (36).

4.1.2. La Neurocisticercosis (NCC):

Es una infeccion parasitaria a nivel del sistema nervioso central (SNC) causada por
el estadio larval (cisticerco) de Taenia solium. Esta infeccion se da en los humanos
cuando ingieren huevos del parasito por via fecal-oral, convirtiéndose en el
hospedero intermediario accidental (37). Los huevos eclosionan en el intestino
liberando oncdsferas que penetran la pared intestinal hacia la circulacion hasta
infectar el cerebro, donde se convierten en cisticercos o también llamadas larvas
quisticas. En el SNC, los cisticercos pueden localizarse en el parénquima cerebral,
los ventriculos, los espacios subaracnoideos o la médula espinal (37). El cisticerco
en su estado viable puede desencadenar una respuesta inflamatoria significativa, lo

que provoca edema perilesional y gliosis (3).

4.1.2.1. Epidemiologia:
La NCC constituye un problema de salud publica ya que las condiciones insalubres
y poco saneamiento en zonas endémicas contribuyen al desarrollo de la enfermedad.

A pesar de ello, sigue siendo una enfermedad desatendida y su investigacion es
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limitada. La distribucion de la NCC estd muy ligada a las condiciones
socioeconomicas e higiénicas. Su prevalencia es mayoritaria en regiones pobres o
en vias de desarrollo, donde hay crianza de cerdos a campo libre y las condiciones
basicas de higiene, como agua potable, sistema de alcantarillado no estan
establecidas. Esto explica la alta prevalencia en las zonas endémicas y resalta la
importancia de atender a la NCC ya que es un problema de salud publica (38).

Peri es un pais endémico de la NCC, su prevalencia es en zonas rurales y
altoandinas donde persisten précticas tradicionales de crianza de cerdos donde no
hay un sistema de alcantarillado (39). En estas zonas, se ha reportado que entre el

30y 50% de los casos de epilepsia estan asociados a NCC (39,40).

4.1.2.2. Formas clinicas de la NCC:

Las formas que se presentan en la NCC incluyen la parenquimal (parenquimatosa)
y extraparenquimal (subaracnoidea o intraventricular) (36). La forma
parenquimatosa estd asociada con convulsiones y déficit neurologicos. Mientras que
las formas extraparenquimales conllevan un mayor riesgo de desarrollar
hidrocefalia, presion intracraneal elevada y eventos cerebrovasculares (38).

La forma parenquimatosa afecta al parénquima cerebral, observandose mayores
lesiones en la materia gris-blanca, ganglios basales, cerebelo, y algunas veces en el
tronco encefalico. Esta forma se clasifica de acuerdo a la viabilidad del parésito y
la respuesta inmune del hopedero. La evolucion se inicia con el cisticerco viable, en
esta etapa los cisticercos tienen un liquido transparente (quiste vesicular). Durante
esta etapa hay inflamacion, caracterizado por un edema perilesional. A medida que

el quiste se degenera, transiciona a quiste vesicular coloidal, y luego a un quiste
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calcificado que se ha relacionado con una mayor inflamacion e incremento de las
crisis epilépticas (41).

La forma subaracnoidea corresponde a la presencia de quistes proliferativos en los
espacios del LCR, cisuras de Silvio o surcos corticales. En esta localizacion
predomina la forma racemosa, en la cual los parasitos pierden el escolex y adoptan
una morfologia multilobulada semejante a racimos, pudiendo alcanzar gran tamafio
y generar efecto de masa sobre estructuras vecinas. Esta forma se asocia a una
intensa respuesta inflamatoria con aracnoiditis extensa, que puede complicarse con
vasculitis, infartos cerebrales e hidrocefalia por obstruccion del flujo del LCR,
provocando aumento de la presion intracraneal y sintomas como cefalea, nduseas y

alteraciones visuales (42).

4.1.2.3. Manifestaciones neurologicas

Guardan una importante relacion en las manifestaciones clinicas de los pacientes,
por lo que la sintomatologia es heterogénea, ya que dependen de la localizacion,
tamafo, niimero, y evolucion del quiste; y del sistema inmune del hospedero. La
epilepsia y las convulsiones representan la manifestacion mas frecuente, afectando
aproximadamente al 70—75% de los pacientes sintomaticos y siendo una causa
principal de epilepsia adquirida a nivel mundial (1,41). Este fendomeno
epileptogénico se mantiene a largo plazo, ya que las calcificaciones residuales, el
hallazgo radiolégico mas comun, constituyen focos de activacion de crisis (38,41),
presumiblemente a través de una inflamacion episodica del hospedador en respuesta
a remanentes parasitarios, lo que resulta en edema perilesional y un incremento en

el riesgo de recidiva convulsiva (41).
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Las cefaleas, incluyendo aquellas con caracteristicas migrafiosas, son también
altamente prevalentes, y su patogénesis en presencia de calcificaciones puede
deberse a la disrupcion de la barrera hematoencefalica y la estimulacion del reflejo
trigémino-vascular inducida por antigenos (38). Por otra parte, la hipertension
intracraneal es una preocupacion grave, a menudo secundaria a hidrocefalia
obstructiva causada por aracnoiditis cisticercotica o quistes en el sistema ventricular
y el espacio subaracnoideo. En cuanto a las secuelas cronicas, los déficits cognitivos
se observan frecuentemente en pacientes con NCC, especialmente aquellos con
atrofia/esclerosis del hipocampo, una lesion estructural asociada especificamente
con la presencia de cisticercos parenquimales calcificados, sugiriendo que la
inflamacion cronica localizada o remota media el dafio neuronal que subyace a la

disfuncién cognitiva y a la epilepsia del 16bulo temporal mesial (38,41,43).

4.1.3. El estadio larval (Cisticerco) de Taenia solium y su interaccion con el
hospedero

El cisticerco puede localizarse en distintos compartimentos del cerebro, ya sea en
el espacio subaracnoideo, ventriculo y el parénquima cerebral del hospedero, por lo
que establece una compleja interaccion entre las poblaciones celulares como
microglias, células gliales (astrocitos, oligodendrocitos y células ependimarias) y
neuronas. Para que el cisticerco pueda sobrevivir a largo plazo en el hospedero ha
desarrollado mecanismos para modular el ambiente del sistema inmune local
(44,45). En la forma vesicular viable del cisticerco, éste secreta compuestos
inmunomoduladores que minimizan la reaccién inflamatoria local, permitiendo

evadir la respuesta inmune del hospedero (46). A medida que va avanzando la
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enfermedad, el cisticerco desencadena una inflamaciéon marcada, el hospedero
evidencia una marcada activacion de microglias, proliferacion astrocitica y la
infiltracion de célula inflamatorias periféricas, generando un microambiente
complejo en el que coexisten respuestas proinflamatorias y mecanismo reguladores
(15,47,48). Asimismo, se ha reportado que el cisticerco puede alterar la maduracion
de células dendriticas para favorecer la generacion de células T reguladoras (Tregs).
Esto puede ser explicado debido a que el parésito presenta y secreta factores de
crecimientos y moléculas ligando a los receptores de TGFbl, responsables de la
polarizacion de Tregs (49). Este microambiente conduce a una respuesta
inmunitaria polarizada hacia un fendmeno antiinflamatorio en fases de viabilidad,
mientras que la degeneracion del parasito incita respuestas Th1/Th2 mezcladas que
propician una inflamacioén local y, en consecuencia, dafio neurologico (50). En
biopsias de modelo murino de NCC se ha encontrado que hay un exacerbado dafio
axonal en zonas cercanas al quiste del parasito junto con una alta inflamacion, lo
que refuerza la idea de que el dafio es respuesta del hospedero. Sin embargo, se ha
visto que en regiones alejadas de escasa o nula inflamacidén también hay presencia
de dafio axonal. Asi mismo, se ha visto antigenos del cisticerco en el soma de las
neuronas (13). Es por ello, que el impacto del cisticerco en las neuronas es de mucha
importancia, ya que constituye un estado anormal que podria alterar la homeostasis
neuronal(36). Estudios han demostrado que el lisado y quiste viable del cisticerco,
muestra liberacion de neurotransmisores excitatorios, principalmente glutamato,
que pueden desencadenar excitotoxicidad a través de los receptores de glutamato y
contribuir a la aparicion de crisis epilépticas (14). La liberacion sostenida de

glutamato y otros metabolitos por parte del parasito, junto con la incapacidad de los
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astrocitos reactivos para eliminarlo de manera eficiente en presencia de
inflamacion, predispone a una hiperexcitabilidad neuronal que puede culminar en
la generacion y propagacion de descargas sinapticas incontroladas (34,51). La
liberacién de glutamato por el cisticerco y la consecuente sobreactivacion de
receptores ionotropicos (NMDA/AMPA) desencadenan una entrada masiva de
calcio que induce excitotoxicidad y, estrés oxidativo dada la consecuente liberacion
de especies reactivas de oxigeno debido a la disfuncion mitocondrial. Esto no s6lo
daria lugar a la pérdida directa de neuronas, sino que también alterarian el
citoesqueleto neuronal, la conectividad sinaptica y la plasticidad cerebral,

elementos esenciales para la funcidn cognitiva y motora.

4.1.4. Proteinas del estadio larval de Taenia solium

Las proteinas de 7. solium constituyen un componente clave para entender la
interaccion parasito-hospedero y los mecanismos patogénicos que subyacen en la
NCC. Proteasas o hidrolasas son una clase de enzimas que catalizan la hidrolisis de
enlaces peptidicos y representan el 43% de las enzimas de las proteinas ES de T.
solium. Son de particular importancia en la biologia del parésito ya que constituyen
su arsenal de proteasas que escinden proteinas que podrian ser cruciales para la
invasion del hospedero, la obtencion de nutrientes, la evasion de la respuesta
inmune y la patogénesis. Se han encontrado catepsinas que podrian causar

degradacion de proteinas del plasma y tejidos (52—54).
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El parasito tiene también una primera linea de defensa contra las respuestas de estrés
oxidativo efectuadas por el hospedero. Estudios proteicos y gendmicos han
identificado oxidoreductasas que reducen peroxido de hidrogeno, perdxidos
organicos al agua o alcoholes correspondientes. Dentro de ellas destacan glutation
peroxidasa, superoxido dismutasa, tiorredoxina peroxidasa. Estas proteinas tienen
un rol relevante en silenciar la respuesta de macréfagos y neutrofilos neutralizando
el estrés oxidativo (52).

La adhesion es uno de los mecanismos por el cual las proteinas E/S del parésito
median la comunicacidon para manipular vias de sefializaciéon del hospedero. El
parasito tiene anexinas, fibronectina tipo III, tetraspaninas 1 y 2 que median la
interaccidon membrana-membrana con el hospedero. La presencia de estas proteinas
en el E/S evidencia una intervencion directa en la comunicacion parésito-hospedero.
Esta comunicaciéon media la internalizacion de efectores proteicos en el soma
celular a través de vesiculas o poros para alterar la homeostasis de las células
hospederas (34,54,55).

La adhesion es importante para la comunicacion, pero mas alla de este proceso el
parasito consta de un arsenal para secuestrar y reprogramar sefales celulares del
hospedero. Por ejemplo, la proteina andamio 14-3-3 es una proteina reportada en el
parasito, pero no se sabe su funcion y su relacion con el hospedero. Sin embargo,
de acuerdo a su homodloga humana se sabe que la proteina andamio 14-3-3 podria
unirse a proteinas fosforiladas y alterar de forma aberrante centros de sefializacion
clave en la autofagia como MAPK/ERK, PI3K/Akt y mTOR(56-58). También el
cisticerco libera proteinas de unién al citoesqueleto y actina, probablemente el

parésito genera cambios morfoldgicos y estructurales en las células del hospedero,
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por lo que el hallazgo de estas proteinas en el E/S podria tener implicancia en la

alteracion de mecanismos o vias del huésped (53,54,59,60).

4.2. Daiio neuronal

Es la alteracion estructural o funcional que compromete la supervivencia o la
capacidad normal de una neurona individual o poblacion de neuronas (61). Este
dafio puede ser provocado por diversos factores, destacando la excitotoxicidad,
causada por la sobreactivacion sostenida de los receptores de glutamato, lo que
conduce a la disrupcion de la homeostasis del calcio, estrés oxidativo y disfuncién
mitocondrial (62). Puede ser causado por una injuria traumatica axonal o patolégica,
por toxinas que causan dano a nivel DNA que desencadenan el reclutamiento y
activacion de factores que orquestan procesos asociados a la neurodegeneracion

(32,63).

4.2.3. Dafio axonal

El dafio axonal es un proceso patolégico en variedad de patologias neurologicas
(64). Este es impulsor en enfermedades neurodegenerativas, en donde el axon
pierde su integridad y funcion (65). El dafio del ax6n se manifiesta
morfoldgicamente a través de la formacion de hinchazones o esferoides axonales,
hasta culminar en una fase catastrofica irreversible. En los modelos de
neurodegeneracion, la aparicion de las hinchazones axonales marca la transicion
critica entre la fase de latencia (quiescente) y la fase catastrofica (de ejecucion).

Bajo este marco, la fragmentacion axonal representa la etapa final e irreversible del
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dano, desencadenada a menudo por la ruptura de las hinchazones axonales y la
liberacion de factores pro-degenerativos que aceleran la desintegracion del
citoesqueleto (64).

En enfermedades neurodegenerativas como EA, EP y ELA, lass hinchazones y
esferoides contienen componentes celulares que quedan acumulados debido a fallos
en el transporte axonal. Comunmente contienen organelas como lisosomas y
mitocondrias, microtubulos rotos, proteinas estructurales como filamentos de
actina, acumulacion masiva de neurofilamentos (NF) desorganizados y
fosforilados; asimismo, también puede contener proteinas patologicas como la
proteina precursora del amiloide (APP), ubiquitina, a-sinucleina y proteina tau
hiperfosforilada. También se ha encontrado abundante cantidad de iones calcio intra
axonal y proteinas motoras kinesina y dineina (64,66).

En modelos in vitro de injuria axonal y modelos in vitro de enfermedades
neurodegenerativas, la formacion de esferoides axonales puede ser producto de
diferentes estimulos, ya sea lesion fisica como un corte al axén (axotomia),
deprivacion de factores troficos como el factor de crecimiento nervioso (NGF) o
injuria toxica (10,66,67). También puede ser producto secundario de la inflamacion,
desordenes metabolicos, defectos genéticos, alteraciones en la mielina e isquemia

(10,68-70).

4.2.5. Dafio axonal en NCC
En biopsias de cerebro de humanos con NCC y de modelos de rata y cerdo de la
enfermedad se encontrd alteraciones axonales mediante la identificacion de

esferoides, que son hinchazones axonales focales, ricas en proteinas como la APP
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y neurofilamentos fosforilados, lo que demuestra un deterioro del transporte axonal
rapido inducido por la infeccion (9), similar a enfermedades neurodegenerativas
como EP, EA y ELA. Ademas, en el modelo de ratas con NCC se ha demostrado la
acumulacion patolégica de proteinas motoras como la kinesina (transporte
anterogrado) y la dineina (transporte retrogrado), lo que confirma una interrupcion
del transporte axonal debido al atasco masivo en la maquinaria de comunicacion de
la neurona (19). Estos esferoides no se limitan al 4rea de gliosis inmediata, sino que
se extienden de manera vasta en regiones lejanas del cisticerco (9). El modelo
destaca que la sustancia gris es significativamente mas vulnerable que la blanca,
mostrando una mayor densidad de esferoides y una correlacion topografica con el
cambio espongiforme (vacuolizacion del parénquima), sugiriendo que las vacuolas
podrian ser procesos axonales dilatados o rotos (8). Mecanicamente, la patologia se
atribuye tanto al efecto de masa y compresion del quiste como a la difusion de las
proteinas E/S del parésito, los cuales podrian ser absorbidos por las neuronas
provocando una autofagia disfuncional (evidenciada por los marcadores LC3B y

p62) (12,13).

4.3. Rol de las vias MAPK en neuronas:

Las proteinas quinasas activadas por mitdgeno (MAPKSs) son una larga familia de
proteinas serina/treonina kinasas citosolicas y nucleares reguladores criticos de la
fisiologia y de los procesos patoldgicos neuronales. Los miembros de las MAPKs

incluyen ERK, JNK y p38, que se expresan en neuronas de mamifero, regulando
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funciones como supervivencia celular, proliferacion, apoptosis, plasticidad
sinaptica, induciendo expresion de genes, y otras actividades (71). La desregulacion
de estas vias MAPK, esta involucradas en la formacion de hinchazones y esferoides
axonales observadas en numerosas enfermedades neurodegenerativas.

La activacion de la cascada de las MAPK es iniciada por varios estimulos
extracelulares, incluyendo factores de crecimiento, entrada de calcio extracelular
inducida por glutamato y aspartato, sefializaciones del receptor acoplado a proteina
G, estrés y citoquinas (71,72).

ERK esta asociado a proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. Sin
embargo, en contextos de estrés cronico o neuronal, puede participar en dafio. Su
activacion se da a partir de la activacion de Ras que recluta y activa Raf, para
fosforilar MEK1/2 que finalmente activa ERK1/2. La activacion de ERK, conlleva

a translocar al nticleo para regular la transcripcion de diversos genes.

JNK y p38: Vias claramente asociadas a respuestas al estrés (estrés oxidativo,
choque térmico, citocinas inflamatorias), inflamacion y apoptosis. JNK activa al
factor de transcripcion c-Jun, para regular la expresion de genes relacionados con
la apoptosis. JNK también fosforila y estabiliza p53, mejorando la actividad pro
apoptotica de p53. La activacion de JNK o p38 en la EP promueve apoptosis en
neuronas, mientras que la activacion de vias ERK1/2 y PI3K/AKT favorece la
supervivencia celular (73). JNK esta involucrado en muerte axonal, promoviendo
un déficit local de energia que finaliza en rompimiento del axon (74).

Bajo condiciones de estrés oxidativo, JNK regula la actividad enzimdtica de

SARMI (Sterile Alpha and TIR Motif Containing 1) sobre el NAD" y promueve la
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degeneracion axonal al actuar de manera upstream, acelerando el recambio de
factores de supervivencia axonales como como NMNAT2 y SCG10(63). La
alteracion de los niveles de NAD" mediada por SARM1 provoca el colapso del ATP
intraneuronal, lo que desencadena la activacion de la proteasa calpaina. Este evento

conduce finalmente a la degradacion del citoesqueleto y a la ruptura fisica del axén

(75).

4.3.1. Evidencia de la activacion de MAPK en otras enfermedades infecciosas
del SNC

La via MAPK constituye un mecanismo de sefalizacion profundamente
conservado, crucial para integrar el estrés celular y orquestar la inmunidad innata
en el SNC. Durante las infecciones neuronales, los patdgenos secuestran y modulan
esta via para favorecer su patogénesis, desencadenando neuroinflamacion. En
mamiferos, la cascada MAPK, articulada en los mdédulos ERK, INK y p38, traduce
sefales extracelulares, como el reconocimiento de patrones microbianos por los
receptores tipo Toll (TLR), en respuestas que van desde la regulacion génica hasta
la apoptosis (76). Se ha reportado que, en contextos infecciosos, hay activacion de
las MAPK: en microglias BV-2 expuestas a vesiculas extracelulares de Naegleria
fowleri (NfEVs), la estimulacion de TLR-2/4 dependiente de MyD88 induce la
fosforilacion de JNK, p38 y ERK, impulsando la expresion de -citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-6 y MIP-2. De forma paralela, en modelos de
malaria cerebral con neuronas derivadas de iPSC, la hemozoina de Plasmodium

falciparum regula al alza la via MAPK, activando p38 en respuesta al dafio del ADN
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(17,32,77). Esta cascada no opera de forma aislada; evidencia de regulacion
cruzada muestra, por ejemplo, que la inhibicion de JAK-STAT reduce Ila
fosforilacién de ERK inducida por NfEVs. Asi, la activacion desregulada de MAPK
por factores patdgenos impulsa una produccion exacerbada de mediadores
inflamatorios, agravando el dafno neuronal (32). La dependencia de los patégenos
de esta via subraya el potencial terapéutico de modularla de forma selectiva, como
demuestra la inhibicion de JNK y ERK para reducir la replicacion viral, ofreciendo
una estrategia prometedora para mitigar la inmunopatologia en infecciones

cerebrales (78).

4.4. Justificacion de la Hipotesis

Por qué proponer que las proteinas del cisticerco activan la via MAPK?
Recientemente, se ha demostrado que los productos E/S de T. solium alteran el
balance de calcio a nivel neuronal, a través de los receptores de glutamato. Esta
sobrecarga de calcio genera una alteracion del potencial de membrana y genera
actividad epileptiforme (33). En modelos neuronales se ha visto que esta condicion
causa la activacion de diversas quinasas dentro de ellas las MAPK (72,79). Asi
mismo, se sabe que el parésito expresay secreta varios ligandos que actiian sobre
vias que podrian activar las MAPK, como activina que actia a través de los
receptores TGFPB (28,49). Por otro lado, en macrofagos, los productos ES del
parasito son capaces de promover la ubiquitinizacidén y degradacion de proteinas de

las vias PI3K/AKT y mTOR (34). Estas vias a nivel neuronal son importantes para
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el reciclaje de organulos y proteinas danadas a través de la autofagia, y también
apoptosis (24,80). La desregulacion de las kinasas ERK, p38 y JNK estan
involucradas en diversos procesos celulares; por ello, su modulacion podria influir
de manera significativa en la autofagia, apoptosis y transporte mediado por las
proteinas motoras (81).

Si bien el parésito podria causar activacion de estas vias y podria desencadenar
condiciones patologicas en la neurona, hasta el momento no se ha estudiado ni
identificado qué componentes de las proteinas E/S actian como efectores de dichas
respuestas patologicas. Por ello, demostrar como las proteinas E/S del parasito
activan estas vias de sefializacion resulta de vital importancia para un mejor

entendimiento de su implicancia en el dafio neuronal.

V. METODOLOGIA

5.1. Identificacion de las fracciones de proteinas E/S del estadio larval de

Taenia solium que causan dafio axonal en neuronas hipocampales

5.1.1. Obtencion de estadios larvales de 7. solium

Los estadios larvales o cisticercos del parasito fueron recolectados a partir de la
carne de cerdo, proporcionada por el proyecto de codigo SIDISI 208846. Los
cisticercos fueron extraidos cuidadosamente de forma integra en la cabina de flujo
laminar haciendo uso de bisturis estériles, pinzas y pipetas Pasteur, para lo cual se

sigui6 el protocolo reportado por Arora y Bjorn, con algunas modificaciones
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(53,82). Los cisticercos fueron colocados en una placa estéril con buffer fosfato
salino (PBS) suplementado con antibidticos y antimicdticos (Sigma Aldrich, USA).
Luego fueron lavados con PBS y medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)

suplementado con antibidticos y antimicoticos, 5 veces por 15 minutos cada uno.

5.1.2. Cultivo de cisticercos y obtencion de proteinas E/S.

Mediante observacion en el microscopio invertido se seleccionaron a aquellos
cisticercos que tuvieron la membrana intacta y sin restos de carne adherida. Estos
fueron cultivados en placas de 6 pocillos (15 cisticercos por pozo) con medio RPMI
suplementado con antibioticos y antimicéticos y fueron incubados a 37°C con 5%
CO2 por 12 horas, posteriormente el medio fue reemplazado por medio RPMI
fresco, y a partir de ahi la incubacion se realizé por 6 dias. Durante este tiempo, se
recolectd el medio que contiene las proteinas E/S cada 24 horas para luego
centrifugar a 2500 RPM (100 g) por 10 minutos a 4°C. Se recuperd el sobrenadante

(proteinas E/S) y se almacend a -80°C hasta usar en los siguientes experimentos.

5.1.3. Concentracion y cuantificacion de las proteinas E/S

Las proteinas ES recolectadas durante 6 dias fueron cuantificadas y resueltas por
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
y luego se realizd una tincioén de plata para seleccionar a aquellas que tuvieron el
mismo patrén de bandas. Posterior a eso se realizé un pool de las proteinas E/S que
tuvieron el mismo patrén de bandas en el SDS-PAGE, este pool fue concentrado
por centrifugacion usando filtro Amicon (Sigma) de corte de peso molecular de 3

kDa, hasta obtener un volumen de 1 ml a una concentracién no menor a 5 mg/ml,
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para lo cual se sigui6 el protocolo recomendado por el fabricante, en donde el pool
se centrifugd a 2700 g a 4°C. Se realiz0 la cuantificacion de proteinas por el método
de Acido Bicinconinico (BCA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(BCA™, Thermo Scientific). Los volimenes recuperados fueron almacenados a -

80 °C hasta su uso.

5.1.4. Fraccionamiento de las proteinas E/S

El pool de proteinas fue fraccionado por cromatografia de intercambio idnico,
utilizando un equipo de cromatografia liquida (Cytiva, USA). Esta estrategia fue
reportada en el estudio de las proteinas E/S del parasito Heligmosomoides
polygyrus (83). El intercambio idnico se realizé con la columna HiTrap Capto™Q
a pH 8 con 20 mM de buffer TRIS, y con diluciones en gradientes y escalonados de
cloruro de sodio (NaCl) hasta 2M. De manera resumida, se inyectd 1 ml del pool de
proteinas E/S (5 mg/ml) de acuerdo a la especificacion de la columna. Las proteinas
quedaron retenidas en la columna de acuerdo a su carga proporcionada por el buffer
a pH 8, y luego fueron eluidas con concentraciones crecientes y escalonados de
NaCl, hasta una concentracion de 1 M. Se colectaron fracciones de acuerdo a la
absorbancia a 280 nm y en voliimenes variables de 1-5 ml. Las fracciones obtenidas
fueron desaladas usando la columna de desalinizacion (Cytiva, USA) para obtener
una separacion de las proteinas de la sal, por el principio de exclusion molecular.
Los volimenes obtenidos por cada fraccion fueron centrifugados a 2700 g a 4°C
por 1h concentrados en filtros amicon hasta volimenes aproximados de 200 ul.
Finalmente, se realizd la cuantificacion de proteinas de cada fraccion E/S obtenida,

usando el método de BCA y fueron almacenados a -80 °C hasta su posterior uso.
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5.1.5. SDS-PAGE y Tincion de plata

Para ver el perfil proteico de cada fraccion del E/S se realizo una SDS-PAGE. Se
cargd 2 ug de cada fraccion en un gel discontinuo de 5% para la parte de apilamiento
y 12% la resolucién. Las proteinas se resolvieron por su peso molecular a voltaje
constante. Primero a 80 V por 10 minutos y 200 V 45 minutos. Posterior a la
electroforesis, a los geles con la proteina resuelta se le hizo una tincion de plata

siguiendo las indicaciones del kit (1610443, Biorad).

5.1.6. Cultivo primario de neuronas primarias hipocampales

Se trabajo con cultivos neuronales del hipocampo de ratas Holtzman de 1 a 3 dias
de edad. Las ratas postnatales fueron sacrificadas por hipotermia y decapitacion, de
acuerdo a la Asociacion Americana de Medicina Veterinaria (AVMA) (84). Se
envolvieron las ratas en aluminio para colocarlas en hielo por 15 minutos
aproximadamente, hasta la pérdida de movimiento. Luego las ratas se trasladaron a
la cabina de flujo laminar estéril y se desinfectaron rociando etanol de 70%. En la
cabina se decapito a la altura de los hombros y se disecciond la cabeza para obtener
el cerebro y luego los hipocampos, con solucion de sal balanceada de Hanks
(HBSS). El medio HBSS o medio de diseccion se suplement6 con 1 mM de piruvato
de sodio, 100 Unidades/ml de penicilina y 100 ug/ml estreptomicina, y 20 mM de
HEPES. La diseccion se realizé con la ayuda de un microscopio digital, siguiendo

las instrucciones del video tutorial de Sahu 2019 (85,86), hasta obtener el
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hipocampo. El hipocampo se puso en un tubo conteniendo 4.5 ml de medio de
diseccion y fue tratado con 0.5 ml de tripsina con una concentracion final 0.25%
W/V. Se coloc6d en la incubadora a 37°C por 20 minutos, cada 5 minutos se
homogeneizd invirtiendo suavemente el tubo. Luego, en cabina se completd a 10
ml con medio de siembra (compuesto por 13.37 g/L de DMEM, 10.6 g de medio
F12, 1.176g/L, 1 mM de piruvato de sodio, 10% SFB y 100 Unidades/ml de
penicilina y 100 ug/ml estreptomicina). Se homogeneizd con una pipeta hasta
disgregar completamente las masas de células. El homogeneizado fue pasado por
un filtro de 70 um y luego centrifugado a 1200 RPM por 5 minutos. El pellet
resultante (células), fue suspendido en medio de siembra. Posteriormente, se realizo
el conteo de las células usando un hemocitometro, luego de haber diluido las células
con azul de tripan en proporcion 1:1, se contaron en cuatro cuadrantes y el promedio
se expreso en células/ml. Se sembraron 0.6x10° células por pocillo en placas de 6
(para los ensayos de Western Blot ) y 1.5x10* células por pocillo en placas de 96
pocillos con marco negro (para los ensayos de inmunoflourescencia) y fueron
puestas en la incubadora a 5%CO2 y 37°C. Después de 2 horas de incubacion, se
cambiaron con medio de crecimiento (constituido por medio neurobasal
suplementado a 1X de Glutamax, a 1X de B27, 100 Unidades/ml de penicilina y
100 ug/ml estreptomicina). Después de 24 h, se afiadié 3 uM de arabindsido de
citosina (AraC) por 48 horas (87—89). Posteriormente, se hicieron cambios de
medio sin AraC hasta aproximadamente el dia 7. En la seccion de anexos se
muestran los resultados de viabilidad de este modelo neuronal por el método de

bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difenil tetrazolio (MTT).
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5.1.7. Inmunofluorescencia indirecta

Para confirmar que se obtuvo el cultivo neuronal primario, se realizd la
inmunofluorescencia indirecta con el marcador neuronal beta tubulina III, y el
marcador de células gliales GFAP, para lo cual, se lavaron con PBS las células y se
fijaron por 20 minutos con una solucion fijadora constituida por 4% de
paraformaldehido y 4% de sucrosa. Se permeabilizd con una solucion de PBS
conteniendo 0.2% de Triton X-100 por 15 min. Se hizo el bloqueo con una solucion
compuesta de 1% albimina sérica bovina (BSA, Millipore), 5% de suero de cabra
por 30 minutos. Luego se lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo
primario de raton anti-beta tubulina III, diluido 1/1000 (ab78078, Abcam) y el
anticuerpo de conejo anti GFAP, dilucion 1/500 (PA3-16727, Invitrogen) en PBS
con 0.5% de BSA, 2.5% de suero de cabra, por una hora a temperatura ambiente
(TA). Luego, se hicieron incubaciones de 2 h con los anticuerpos secundarios
conjugados con fluor6foros IgG de cabra anti-raton conjugado con Alexa-Fluor
488, 1gG de cabra anti-conejo conjugado con Alexa-Fluor 549 y 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) 1/4000 (Sigma, Ref. D9542) diluidos en PBS con 0.5% BSA 'y
2.5% de suero de cabra a TA. Finalmente, en un microscopio de fluorescencia
Axiovert Zeiss 5 se obtuvieron las imagenes para observar el cultivo neuronal sin o

con poca presencia de células gliales.

5.1.8. Formacion de esferoides en cultivos neuronales
Las neuronas fueron cultivadas en placas de 96 pocillos de marco negro (1.5x10*
neuronas/pozo) hasta los 7 dias in vitro como se describi6 en la seccion 5.1.6. y

posteriormente fueron incubadas por triplicado con 20 ug/ml de cada fraccion de
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proteinas E/S. Ademas, se utilizd como control positivo para la induccién de
esferoides al peroxido de hidrogeno (H202) 50 uM por 15 minutos, y solo medio
como control negativo (90). Después del tiempo de incubacion, las células fueron
lavadas y fijadas tal como se describi6 previamente en la seccion 5.1.7, para luego
realizar la técnica de inmunofluorescencia indirecta con el marcador beta tubulina
IIT y evidenciar la formacion de los esferoides. Se utilizé un anticuerpo especifico
contra beta tubulina III en diluciéon 1/1000, siguiendo el protocolo descrito
anteriormente (seccion 5.1.7). En el microscopio de fluorescencia Axiovert Zeiss 5,
se obtuvieron las imagenes y se cuantifico el nimero de los esferoides con el
software FIJI-ImageJ. Se contd el nimero de hinchazones axonales y numero de
neuronas por campo para luego hacer un ratio de hinchazones/neuronas usando la
herramienta multi point o point del programa ImageJ. Para cada condicion se
analizd tres campos al azar con las siguientes dimensiones Ancho: 1125.1200 um
(1920 pixeles) y altura de 632.8800 um (1080 pixeles). Los datos fueron expresados
como media, desviacion estdndar del nimero de hinchazones axonales por neurona

para cada condicion en el ensayo.

5.2. Caracterizacion del perfil proteico de las fracciones de proteina E/S del
estadio larval de Taenia solium que causan dafio axonal

De acuerdo a los resultados del ensayo de formaciéon de hinchazones axonales, se
seleccionaron las fracciones de proteinas E/S que causaron un mayor dafio axonal,
evidenciado por la formacion de un gran numero de hinchazones. Estas fracciones
fueron enviadas a la empresa Applied Biomics Inc. (Hayward, CA, USA) para su

analisis protedémico cuantitativo sin marcaje (label-free quantitative proteomic
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analysis, LFQ). Brevemente la metodologia empleada por la empresa fue la
siguiente, se realizd la limpieza y extraccion de proteinas, seguidas de la medicion
y el ajuste de la concentracion proteica. Las proteinas extraidas se digirieron con
tripsina para generar péptidos, los cuales fueron separados mediante cromatografia
liquida en nanoescala (nanoL.C) y analizados mediante espectrometria de masas en
tandem (MS/MS) utilizando un sistema Thermo Fisher Ultimate 3000 acoplado a
un espectrometro de masas Orbitrap Exploris. La identificacion de proteinas y la
cuantificacién sin marcaje se llevaron a cabo utilizando Proteome Discoverer
(Thermo Fisher Scientific). Las secuencias de aminodcidos obtenidos de las
proteinas identificadas fueron utilizadas para un posterior analisis bioinformatico
para determinar sus funciones, interacciones o posibles targets.

5.3. Evaluacion de la activacion de la via MAPK en neuronas hipocampales
expuestas a las fracciones de proteinas E/S del estadio larval de Taenia solium

que inducen dafio neuronal

5.3.1. Tratamientos para la evaluacion de via MAPK en el cultivo neuronal
primario

Para este objetivo las neuronas fueron cultivadas en placas de 6 pocillos (0.5x10°
células/pozo) hasta los 7 dias in vitro tal como se describid en la seccion 5.1.6. Para
evaluar el rol de las MAPK en el dafio neuronal inducido por las fracciones de
proteinas E/S del estadio larval de Taenia solium, primero se realizé la evaluacion
con las proteinas E/S sin fraccionar, para lo cual, los cultivos fueron tratados con
20 ug/ml de proteinas E/S en diferentes tiempos (10, 20, 30 45 y 60 minutos), y se

us6 100 uM de glutamato (por 10 minutos) como control positivo de activacion de
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las MAPK (antes de realizar el ensayo se comprob6 que el glutamato activa la via
MAPK, tal como se muestra en el anexo 1) y solo medio como control negativo,
este ensayo se realizd por triplicado. Luego, se evaluo la fosforilacion de la via

MAPK (ERK, JNK y P38) mediante western blot.

Una vez confirmado que las proteinas E/S del estadio larval de Taenia solium
activan la via MAPK, se procedio a realizar el ensayo con las fracciones de proteinas
E/S que causan dafio neuronal. Para las células neuronales fueron incubadas por 10
minutos con 20 ug/ml de las proteinas E/S sin fraccionar (como control) y 20 ug/ml
de las fracciones de las proteinas E/S que indujeron la formaciéon de un mayor
numero de hinchazones. Los cultivos primarios de neuronas hipocampales también
fueron incubados con 100 uM de glutamato como control de activacion de la via
MAPK (por 10 minutos) (91,92) y solo medio como control negativo.
Posteriormente se evalud la activacion de la via MAPK usando los marcadores P38,

JNK y ERK1/2, en el estado fosforilado, mediante western blot.

5.3.2. Western blot

Luego de los ensayos, las células fueron tratadas con buffer de lisis RIPA (buffer
para ensayo de radioinmunoprecipitacién) conteniendo 5 mM de EDTA y 1X de
coctel de inhibidores de proteasa y fosfatasas (Thermo Scientific, Ref. 1861282),
por 30 minutos a 4°C y se centrifugd a 2700 g a 4°C por 10-15 minutos (93). Se
recuper6 el sobrenadante y se almacend a -20 °C hasta la cuantificacion de proteina

total. La cuantificacion de proteinas totales se hizo por el método de Lowry, usando
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el kit DC™ Protein Assay Kit II (BIORAD, Ref.5000112), de acuerdo a las
especificaciones del fabricante.

La muestra fue preparada con buffer de carga o Laemmli buffer en condiciones
denaturantes con 2-mercaptoetanol y fueron hervidos a 100°C por 5 minutos.
Luego, fueron separadas por electroforesis en gel 10% de poliacrilamida-
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) a 80 V por 10 minutos para apilar las
proteinas, seguido de 200 V por 45 minutos para resolver las proteinas. Las
proteinas fueron transferidas en una membrana de fluoruro de polivinilo (PVDF) a
25 V por 16 horas. La membrana, fue bloqueada con 5% de albimina de suero
bovino (BSA) en TBS al 0.3% de Tween (TBST) por 1h a temperatura ambiente.
La identificacion del estado de fosforilacion de las kinasas se evalué mediante el
uso de anticuerpos especificos para reconocer el estado fosforilado de los tres tipos
de kinasas de la familia MAPK [p38, ERK1/2, y JNK]. Los anticuerpos que se
usaron fueron: anticuerpo anti-fosfo-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) de conejo en
dilucién 1/300 (Invitrogen, Ref. 44-684G), anticuerpo anti-fosfo p44/42 ERK1/2
MAPK (Thr202/Tyr204) de conejo en dilucion 1/500 (Invitrogen, Ref. 44-680G), y
anticuerpo anti-fosfo-SAPK/INK MAPK (Thr183/Tyr185) de conejo en dilucion
1/300 (Invitrogen, Ref. 44-682G). Se consider6 como control de carga un
anticuerpo primario anti Ciclofilina B (Invitrogen, Ref. PA1-027A) en una dilucion
1/10000, para realizar normalizacion y comparaciones confiables. La incubacion de
los anticuerpos primarios fue durante la noche a 4°C. La membrana fue lavada tres
veces con TBST y luego incubado con el anticuerpo secundario conjugados con
peroxidasa de rabano picante (HRP) 2h a temperatura ambiente, en dilucion 1/1000

y 1/10000 para proteinas fosforiladas y el control de carga, respectivamente.
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Posteriormente, se lavaron las membranas dos veces con TBST, seguido de 2
lavados con TBS para la hacer el revelado con un kit de quimioluminiscencia
Sustrato quimioluminiscente SuperSignal™ West Pico PLUS (Invitrogen, Ref.
34577). Finalmente se cuantifico la intensidad de la banda usando ImageJ y se
expresO en valores cuantitativos relativos, normalizados haciendo uso del control

de carga, que nos permitirdn comparar entre grupos.

5.4. Analisis de resultados

El anélisis de los resultados se realizd de manera secuencial e integrada de acuerdo
a los objetivos, con el fin de relacionar las fracciones efectores del dafio neuronal,

caracterizacion proteica y la activacion de la via de sefializacion MAPK.

Las fracciones obtenidas fueron evaluadas funcionalmente en cultivos primarios de
neuronas hipocampales, donde el dafio neuronal se analiz6 cualitativa y
cuantitativamente observable mediante inmunofluorescencia para B-tubulina III,
considerando la presencia de hinchazones axonales y fragmentacion como

indicadores de neurotoxicidad.

A partir de estos resultados, se seleccionaron fracciones representativas con y sin
dafo axonal para su caracterizacion protedmica mediante espectrometria de masas,

lo que permitié identificar proteinas compartidas y exclusivas potencialmente
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asociadas al dafno neuronal.

Para la evaluacion de la activacion de la via MAPK, se analizo la fosforilacion de
ERK, JNK y p38 mediante western blot. La activacion de ERK se determind
utilizando un anticuerpo especifico para p-ERK que reconoce las isoformas p-
ERKI1 y p-ERK2, cuya sefial fue cuantificada de manera conjunta. De forma
similar, la activacion de JNK se evalu6é empleando un anticuerpo que reconoce las
isoformas p-JNK1 y p-JNK2. En el caso de p38, la activacion se cuantifico a partir
de una Uinica banda correspondiente a p-p38. El valor cuantitativo de cada senal fue

expresado en términos de densidad ajustada con respecto al control negativo.

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software Stata y GraphPad Prism. Para
el primer objetivo, se hizo un andlisis paramétrico usando la prueba de ANOVA de
dos vias, seguido de una prueba post hoc de Tukey. Respecto al tercer objetivo,
debido a que la distribucion de los datos no es normal, se realiz6 la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis, seguida de la prueba Dunn test como post hoc.

Tabla de resumen de variables

Objetivo Variable Indicador Medicion

Objetivo 1 Dafio axonal Inmunofluorescencia Conteo de nimero

de hinchazones por

neurona
Objetivo 2 Proteina Presencia Cualitativa
Objetivo 3 Activacion Fosforilacion Intensidad de Banda
MAPK: ERK,
INK, p38
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5.5. Aspectos éticos

El proyecto fue registrado en el Sistema Descentralizado de Informacion y
Seguimiento a la Investigacion (SIDISI) de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia (UPCH). El proyecto con cddigo SIDISI 215063 fue aprobado antes de su
ejecucion por el Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales (CIEA),

encargados de la supervision ética del uso de animales en la investigacion.

VI. RESULTADOS

6.1. Identificacion de las fracciones de proteinas E/S del estadio larval de

Taenia solium que causan dafio axonal en neuronas hipocampales

6.1.1. Fracciones de las proteinas E/S del estadio larval de Taenia solium

Con el objetivo de identificar qué proteinas del E/S del estadio larval de Taenia
solium causan dafio neuronal, las proteinas fueron fraccionadas por cromatografia
de intercambio anidnico con buffer tris pH 8. En total, se obtuvieron 22 fracciones
a partir de la elucidon con concentraciones en gradiente y escalonadas de cloruro de
sodio (Fig. 1). La primera fraccion colectada (F2) corresponde a las proteinas que
no se han unido a la columna de intercambio anidénico dado a que tienen un punto

isoeléctrico igual o mayor de 8, con carga neutra o positiva.

Las siguientes fracciones corresponden a las fracciones eluidas, y se observa que a
medida que se incrementa la concentracion de NaCl en gradiente, la absorbancia

incrementa ligeramente desde F4 hasta F13 y luego disminuye hasta F16, estas
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fracciones corresponden a las proteinas que estan débilmente interaccionando con
la fase estacionaria ya que son las que se eluyen primero a comparacion de las que
tienen una interaccion fuerte. Para eluir proteinas que interaccionan con mayor
fuerza con la columna, se aplicd una concentracion escalonada de cloruro de sodio
y se obtuvo 8 fracciones (del F17 al F25). En el cromatograma (Fig. 1) se puede
observar que a medida que se incrementa la concentracién de sal hasta su punto
maximo, los niveles de absorbancia caen por debajo de 0, indicando que todas las
proteinas que interactuaron con la columna ya ha sido eluidas completamente en las
fracciones F4 hasta el F21, por lo que las fracciones F22 al F25 es probable que no

tengan proteinas.
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Figura 1. Cromatografia de intercambio anidnico del fraccionamiento de las proteinas E/S del
estadio larval de Taenia solium. Fraccionamiento de las proteinas del E/S de T. solium mediante
cromatografia de intercambio anionico a pH 8, obteniendo 22 fracciones. Se repitio el procedimiento
cinco veces y se hizo un pool por cada fraccion. La linea de color azul muestra la aborbancia a 280
nm de las proteinas, la linea de color verde representa la gradiente y las concentraciones escalonadas
de cloruro de sodio empleados para la elucion, y la linea de color naranja muestra la conductividad

en mOsm.

En la figura 2, se muestran los resultados del SDS-PAGE vy la tincion plata de las

fracciones de proteinas E/S obtenidas. A pesar de que se ha realizado una separacion
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de las proteinas ES, cada fraccion sigue constituyendo una mezcla compleja de
proteinas como, por ejemplo, las fracciones F8 a F11 que presentan un patron
similar de bandas. También se obtuvieron fracciones que tienen pocas bandas como
F16, F19, F20 y F21. Se confirm6 que las fracciones F22, F24 y F25 no tienen

proteinas (anexo 2).
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Figura 2. Perfil proteico de las fracciones de las proteinas E/S del estadio larval de Taenia
solium. Por SDS-PAGE en un gel de 12% se resolvio las proteinas correspondientes a cada fraccion
(F2 hasta la F25). Las proteinas fueron visualizadas por tincion del gel con plata. E/S= corresponde

a las proteinas del E/S sin fraccionar, MW=marcador de peso molecular en kDa.
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6.1.2. Evaluacion del dafio neuronal en cultivos neuronales primarios

Para evaluar el rol de las fracciones de proteinas E/S del estadio larval de Taenia
solium en el dano neuronal, los cultivos neuronales fueron expuestos a 20 ug/ml de
cada fraccion (F2 hasta F21) por 10 horas. El dafio neuronal fue evaluado por la
presencia de hinchazones en los axones observado en la inmunofluorescencia con
anti beta-tubulina III que marca una proteina estructural del citoesqueleto de los
axones (67). En el ensayo se incluyo solo medio como control negativo y 50 uM de
peroxido de hidrégeno como inductor de degeneracion axonal evidenciado por

formacion de hinchazones y/o fragmentacion de axones.

En la figura 3 se presenta los resultados de la inmunofluorescencia, en donde se
muestra que las neuronas incubadas con medio de cultivo presentan una morfologia
normal; mientras que, las neuronas incubadas con el control positivo y con las
proteinas E/S no fraccionadas, muestran formacion de hinchazones axonales. Con
respecto a las fracciones de las proteinas E/S, se observa que pocas fracciones no
causaron dafio neuronal (F10, F11 y F14); en contraste, la mayoria de las fracciones
obtenidas causaron dafio axonal, algunas en forma de hinchazones, y otras causaron
fragmentacion de los axones, por ejemplo las fracciones F2, F8, F16, F17, F20 y
F21 causaron solo hinchazones en los axones; mientras que las fracciones F5, F6,
F13 y F19 causaron solo fragmentacion, asi mismo se observd que algunas
fracciones (F7, F9, F12 F15 y F18) causan tanto hinchazones como fragmentacion

en los axones (tabla 1).
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Figura 3. Inmunofluorescencia indirecta para observar la formacion de hinchazones axonales
en el cultivo primario neuronal incubado con las fracciones de las proteinas E/S del estadio
larval de 7. solium. Se prob¢ las fracciones (F2 al F21) a concentraciones de 20 ug/ml en las
neuronas hipocampales de rata. A. Controles y ausencia de dafio axonal. B. Fenotipo de hinchazones
axonales (esferoides). C. Fenotipo mixto (Hinchazones y fragmentacion axonal). D. Fenotipo de
fragmentacion. Las flechas de color blanco sefialan las hinchazones axonales y las flechas de color
amarillo sefialan axones fragmentados. Siendo ESI40, el componente inferior a 3 KDa las proteinas

ES y FC son el buffer de fraccionamiento utilizado en la cromatografia.

Tabla 1. Evaluacion cualitativa del dafio axonal en el cultivo primario neuronal incubadas con 20
ug/ml de las fracciones de las proteinas E/S del estadio larval de Taenia solium. Si, indica presencia,

y NO: ausencia.

Fraccion Hinchazones Axonales Fragmentacion de
axones

F2 Si No

F5 No Si

Fo6 No Si

F7 Si Si

F8 Si No

F9 Si Si

F10 No No
F11 No No
F12 Si Si

F13 No Si

F14 No No
F15 Si Si

F16 Si No
F17 Si No
F18 Si Si

F19 No Si
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F20 Si No

F21 Si No

En la figura 4 se muestra la cuantificacion de las hinchazones axonales. 8 fracciones
causaron un incremento significativo del nimero de hinchazones axonales
comparado con el control negativo en el cultivo primario neuronal, de las cuales 5
fracciones inducen solo hinchazones axonales, siendo mayor el numero de estas
hinchazones axonales por las fracciones F20 y F21, mientras que las otras

fracciones como F7, F9 y F12 inducen hinchazones y fragmentacion axonal.
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Figura 4. Evaluacion del dafio neuronal en el cultivo primario de neuronas hipocampales incubadas
con 20 ug/ml de las fracciones de las proteinas E/S del estadio larval de Taenia solium. Numero de
hinchazones axonales. En las graficas las barras representan el promedio del nimero de hinchazones
axonales o fragmentos + desviacion estandar. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 y ****P<0.00001 en

comparacion del control negativo, neuronas no tratadas.

41



La induccién de hinchazones y/o fragmentos axonales por las fracciones E/S sugiere
que las proteinas presentes en estas fracciones tienen actividad neurotoxica en los
cultivos neuronales. Esto resalta la importancia de estudiar la composicion proteica
de cada fraccion y explorar su rol y los mecanismos por el cual las proteinas causan

dafio neuronal.

6.2. Caracterizacion del perfil proteico de las fracciones de proteinas E/S del

estadio larval de Taenia solium que causan dafio axonal

Se eligieron fracciones que causan dafio neuronal con formacioén de hinchazones
axonales (F8 y 20) y una fraccion que no generd dafio axonal (F10). La figura 5
muestra el nimero de proteinas E/S del estadio larval de Taenia solium identificadas
mediante espectrometria de masas de las fracciones de las proteinas E/S
seleccionadas. El nimero de proteinas identificadas en las fracciones F8, F10 y F20
fue de 248, 252 y 223 respectivamente. Las fracciones que causan hinchazones
axonales F8 y F20 comparten 12 proteinas que podrian tener un rol en el dafio de
los cultivos neuronales, mientras que la fraccion F8 tiene 6 proteinas nicas de esa
fraccion que podrian cumplir un rol en el dafio neuronal, asi mismo la Fraccion F20
tiene 37 proteinas Unicas de esta fraccion que podrian estar involucradas en el dafio

neuronal.
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Figura 5. Diagrama de Venn que muestra el nimero de proteinas del E/S del estadio larval de Taenia
solium identificadas mediante espectrometria de masas en las fracciones F8, F20 y F10. Las
fracciones F8 y F20 inducen la formacion de hinchazones axonales en neuronas primarias del

hipocampo de ratas, la fraccion F10 no causa dafio neuronal.

En la tabla 2 se muestra el nombre y funcidn de las 12 proteinas identificadas tanto
en la fraccion F8 como en la fraccion F20. De estas proteinas, la mayoria
corresponde a enzimas, las cuales participan en procesos biologicos de proteolisis
(Puromycin-sensitive aminopeptidase, Nadilysin e hypothetical protein
TSMEX 010657), catabolismo de péptidos (Poly U specific endoribonuclease),
metabolismo de carbohidratos (Glucose 1-dehydrogenase), sintesis de GTP
(Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2) y estrés oxidativo (Peroxidasin).
Asimismo, se identifico una proteina de unidn a calcio (calreticulin) y una proteina

con funcion desconocida (Oncosphere antigen B)
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Tabla 2. GO procesos biolégico y GO funciéon molecular de las proteinas del E/S del estadio

larval de Taenia solium identificadas en las fracciones F8 y F20.

TSMEX 010657

Numero de | Nombre de la proteina | GO Proceso Bioldgico | GO Funciéon molecular
Accesion
2954423615 | Puromycin-sensitive Proteolisis Actividad metalo
2954420174 | aminopeptidase aminopeptidasa
2954423614
2954413957 | Poly U specific Proceso catabolico de Actividad
endoribonuclease péptidos metalopeptidasa, union
de péptidos, unién a i6n
zinc
2954413364 | Nardilysin Proteolisis Unidn a 16n metalico,
2954413365 actividad
metaloendopeptidasa
2954421430 | Peroxidasin Estrés oxidativo Proteina de union a
grupo hemo, actividad
de lactoperoxidasa, de
unidn a metal idnico
2954420640 | Oncosphere antigen B | Sin informacion Sin informacion
2954420676 | Calreticulin Degradacion de Proteina de unién a
proteinas asociadas al calcio, de union a
reticulo endoplasmatico | carbohidrato, de union a
calcio.
2954413779 | Glucose 1- Metabolismo de Actividad
dehydrogenase carbohidrato oxidoreductasa
2954419131 | Inosine-5'- Proceso de sintesis de Actividad de IMP
monophosphate GTP deshidrogenasa, union a
dehydrogenase 2 i6n metalico, unién a
nucleodtido
2954413369 | hypothetical protein Protedlisis Actividad de union a

16n metalico
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6.3. Evaluacion de la activacion de la via MAPK en neuronas hipocampales

expuestas a las proteinas del E/S del estadio larval de 7. solium.

Para la evaluacion se hicieron dos ensayos, en el primero se evaluo si las proteinas
E/S sin fraccionar activan la via MAPK, y una vez confirmado se procedio a evaluar
si las fracciones 8 y 20 que causan dafio neuronal son capaces de activar la via
MAPK. La activacion de la via MAPK se evalu6 mediante la deteccion de ERK1/2,

JNK y p38 fosforilados.

En el primer ensayo se evidencid que las proteinas E/S (20 ug/ml) activan la via
MAPK (Fig. 6). La activacion de ERK en el cultivo primario neuronal se evidencio
por la presencia de 2 bandas proteicas de 42 kDa y 44 kDa que corresponden a la
isoforma p-ERK1 y 2 respectivamente; la intensidad de las bandas fue mayor a los
10 y 20 minutos de incubacion con las proteinas E/S con respecto al control, siendo
mas alto a los 10 minutos, lo que indica una activacion temprana de la via ERK,
esta activacion fue transitoria, ya que disminuyd y volvio a los niveles basales a

partir de los 30 minutos hasta los 60 minutos de evaluacion.
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Figura 6. El antigeno E/S de T. solium induce una activacion temporal de MAPK ERK (a y b),
JNK (cy d) y p38 (e y f) en neuronas hipocampales de rata. Las neuronas hipocampales de rata
fueron expuestas a 20 ug/ml de las proteinas E/S del parasito en diferentes tiempos, con 100 uM de
glutamato por 10 minutos. En las graficas de barras representan el promedio del numero de promedio
de la densidad ajustada + desviacion estandar. *P<0.05 y ****P<0.00001 en comparacion del

control negativo (0 min), neuronas no tratadas.

Con respecto a la activacion de la via JNK, se evidencio en el western blot la
presencia de 2 bandas, una de 42 kDa y la otra de 44 kDa que corresponden a
fosforilacion de las isoformas JNK 1y 2 respectivamente (Fig. 6¢). A diferencia de
ERK, la intensidad de las bandas proteicas de JNK increment6 a partir de los 30

minutos, siendo mayor a los 45 minutos de incubacion con las proteinas E/S.
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En cuanto a la activacion de p38 se evidencié una banda de 38 kDa correspondiente
a la proteina p38 fosforilada. La intensidad de la banda fue mayor a los 30 minutos
de incubacion con las proteinas E/S, sugiriendo una activacion transitoria, ya que la
activacion disminuy6 en menor medida a los 45 minutos y cayendo a su valor basal

a los 60 minutos de evaluacion.

Una vez confirmado que las proteinas E/S activan la via MAPK, y determinado los
tiempos de activacion, se procedio a evaluar las fracciones F8 y F20 en la activacion
de las vias ERK y JNK (Fig. 7). La fraccion F8 activa la via JNK, mientras que la
fraccion F20 activa la via ERK y JNK, sugiriendo una posible relacion de la
activacion de estas vias con la formacion de hinchazones axonales, tal como se ha
visto en modelos de degeneracion axonal (94-96). La activacion de p38 no se
determind porque el volumen de la muestra era limitado. Siendo los resultados

presentados para ERK y JNK de una repeticion biologica.
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Figura 7. Las fracciones de las proteinas del E/S de 7. solium induce una activaciéon temporal
de MAPK ERK y JNK en neuronas hipocampales de rata. Las neuronas hipocampales de rata
fueron expuestas a 20 ug/ml de las fracciones de las proteinas ES del parasito por 10 minutos, las
fracciones F8 y F20 del ES, a 100 uM de glutamato (GLU) por 10 min en medio de crecimiento y
solo medio de cultivo como control negativo. En cada condicion experimental, la inmunoreactividad
obtenida se calculd como porcentaje de la senal total obtenida para las dos isoformas para p-ERK y
p-JNK, respectivamente. El panel a) muestra un experimento representativo para p-ERK, y en b) los
valores cuantitativos de la densidad ajustada. En c) se muestra la inmunoreactividad de p-JNK, y en
el panel d) su representacion cuantitativa en términos de densidad ajustada. Los resultados

presentados en la grafica corresponden a una repeticion biologica.
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VII.  DISCUSION

En este estudio, por primera vez se demuestra que las proteinas E/S del estadio
larval de 7. solium inducen dafio neuronal, evidenciado por la formacion de
hinchazones axonales in vitro. Mediante el fraccionamiento de las proteinas E/S, se
identificaron seis fracciones capaces de inducir hinchazones axonales, de las cuales
en dos se determino el perfil proteico, identificando doce proteinas comunes entre
ambas fracciones que podrian estar asociadas al dafio neuronal. Asi mismo, estas
dos fracciones activaron la via de sefializacion MAPK, lo que sugiere un rol
importante de esta via en el dafo neuronal inducido por el parésito. A continuacion,

se discuten con detalle estos hallazgos.

En cuanto al fraccionamiento, en este trabajo, por primera vez se ha fraccionado por
cromatografia de intercambio i6nico las proteinas E/S del estadio larval de T.
solium. El fraccionamiento proteico, reveld una complejidad sustancial, con al
menos 22 fracciones distintas que contienen mezclas de proteinas. Las fracciones
F2,F8,F16, F17, F20 y F21 indujeron la formacion de hinchazones axonales en los
cultivos neuronales primarios. La relevancia de este hallazgo radica en que dichas
fracciones reproducen el sello distintivo de neurodegeneracion axonal temprana que
se ha observado en estudios in vitro de traumas (10), induccion de dafio por
neurotoxinas (67), y en modelos in vitro de enfermedades neurodegenerativas como
Parkinson, Alzheimer y esclerosis lateral amiotrofica (15). En biopsias humanas
también se han observado esferoides axonales similares a los encontrados en el
modelo murino. Estos hallazgos demuestran que el dafio no se limita a modelos

experimentales, sino que es una patologia de la NCC humana (8,9).
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Otro resultado interesante es que ciertas fracciones (F5, F6, F13, F19) provocaron
fragmentacion axonal, conocida como "degeneracion catastrofica". Este es un
estado final e irreversible de dafio axonal (10,66). Este hallazgo da pie a que lo
reportado en el modelo de rata con NCC, disminuye la densidad de neuronas en
zonas hipocampales, se deba a la presencia del parasito y sus proteinas ES (13).
También se observo la presencia de fracciones que inducen tanto hinchazon axonal
como fragmentacion (F7, F9, F12, F15 y F18), esto sugiere que ciertas fracciones
pueden contener una combinacion de proteinas neurotdxicas o una Unica proteina
capaz de desencadenar una cascada de dafio progresivo. Por lo que la evaluacion
funcional de estas fracciones en cultivos neuronales primarios demuestra que la
neurotoxicidad no es una propiedad de los productos ES, sino que reside en
subpoblaciones proteicas especificas.

Este espectro fenotipico, que progresa desde la formacion de hinchazones axonales
focales hasta la fragmentacion completa, sugiere que las proteinas del parésito
activan multiples vias con distintos mecanismos de acciéon en las neuronas. La
observacion de hinchazones axonales y fragmentaciéon del axoén, en algunas
fracciones, sugiere una coexistencia de axones en fase de latencia y en fase
catastrofica dentro de la poblacion neuronal. Bajo este escenario, la presencia de
esferoides axonales representaria la transicion critica hacia la desintegracion

irreversible del citoesqueleto (65,66).

Con respecto al andlisis por espectrometria de masas, se identificaron 12 proteinas

compartidas entre las fracciones neurotoxicas F8 y F20. Tres de estas proteinas

participan en procesos biologicos de proteolisis: Puromycin-sensitive
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amonipeptidase (aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA)), Nadilysin e
hypothetical protein TSMEX 010657. La PSA de T. solium, alin no ha sido
caracterizada, sin embargo, esta proteina también ha sido reportada en humanos. En
humanos la funcion de esta proteina es remover péptidos neurotdxicos y promover
la autofagia (97,98). Por lo tanto, el parasito podria internalizar su PSA en la
neurona y competir con la PSA enddgena de las neuronas, en consecuencia podria
estar alterando el aclaramiento de péptidos toxicos. Se sabe que es una proteina que
regula la acumulacion de Tau. En condiciones normales Tau estabiliza los
microtubulos. Es posible que la PSA del parasito cause acumulacion de Tau en
estado hiperfosforilado, que en consecuencia, causaria la despolarizacion de los
microtubulos, lo que interrumpiria el transporte axonal mediado por las proteinas
motoras. Las vesiculas y organulos se estarian agregando en puntos especificos del
axon generando los hinchazones axonales y posterior degeneracion total de la
neurona (99,100).

El estadio larval de Taenia solium secreta nardisilina, una metalopeptidasa
identificada especificamente en las fracciones neurotoxicas F8 y F20 de sus
productos de excrecion-secrecion. En el organismo humano, esta proteina tiene la
capacidad de actuar sobre receptores de superficie y factores de crecimiento,
mediando la hiperfosforilacion de la via mTORCI, la cual ejerce un control maestro
sobre la autofagia (101). Dado que la autofagia es el mecanismo esencial para la
eliminacion de organulos y proteinas dafiadas, la presencia de nardisilina parasitaria
podria ser responsable de la desregulacion de la autofagia funcional observada en
la NCC. Esta alteracion patoldgica ya ha sido documentada en la NCC a través del

hallazgo de niveles elevados en los marcadores de flujo autofagico LC3-11 y p62
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(12). Ademas de afectar el recambio proteico, esta proteina podria comprometer la
funcién mitocondrial y los niveles de ATP, induciendo un edema citotdxico previo
a la desintegracion final de la neurona (101,102).

La calreticulina, identificada especificamente en las fracciones neurotdxicas F8 y
F20 de las proteinas E/S ya ha sido reportada en Taenia solium y en otros parasitos,
esta proteina estd vinculada en procesos claves en la interaccion hospedero parasito
(103—-105). No se ha reportado hasta la actualidad la relacion directa en procesos
neuronales, sin embargo, podria actuar como una proteina de unidn al calcio que
podria comprometer la homeostasis de calcio de la neurona. Su presencia en las
proteinas E/S podria permitirle secuestrar el calcio o interferir con los canales de
este ion en la membrana neuronal, provocando una alteracion en el gradiente
electroquimico (106). De promover el incremento resultante del calcio citosélico
podria activar la calpaina, una proteasa que escinde la espectrina y proteinas
estructurales criticas como los neurofilamentos (107). Este proceso de degradacion
proteolitica del citoesqueleto se manifiesta morfologicamente mediante la
formacion de maualtiples hinchazones axonales (esferoides), lo que conduce

finalmente al colapso fisico e irreversible de la neurona (66,108).

Se identific6 la presencia de la proteina peroxidasin, la cual no se ha caracterizado
en 7. solium. En otros parésitos, la proteina actia como un mecanismo de defensa
frente al estrés oxidativo provocado por el hospedero (109). También, en presencia
de peroxido de hidrogeno puede formar acido hipocloroso, molécula muy

neurotoxica (110).
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Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 (IMPDH2) de 7. solium no se sabe su
funcién o cémo interactia con el hospedero. Sin embargo, en humanos, esta
proteina es importante para mantener los niveles de GTP. E1 GTP regula la dindmica
de la actina y estabilidad del citoesqueleto. Su desregulacion en estados patologicos
impulsa la reorganizacion del citoesqueleto axonal, contribuyendo a la formacion
de hinchazones que promueven acumulacion de vesiculas y el agrandamiento del
esferoide (10). Ademas, se sabe que exceso de GTP provocado por la IMPDH 2
mantiene a mTOR activado de forma cronica, lo cual inhibe la biogénesis
lisosdmica y el inicio de la autofagia a través de la quinasa ULK1. Esto resulta en
la acumulacién masiva de vesiculas y el crecimiento de esferoides (111). Ello
sugiere, un rol similar de la IMPDH2 del parasito en el humano para mediar la

degeneracion axonal.

Asimismo, se identifico la presencia de glucose 1-dehydrogenase, y la proteina
oncosphere antigen B. Estas moléculas representan proteinas metabodlicas y
antigénicas cuya funcién precisa en el hospedero es atin desconocida. Su relevancia
radica en que, al ser antigenos especificos del parasito, poseen una alta probabilidad

de ser internalizados por las neuronas (13).

La literatura sugiere que la liberacion de estos antigenos parasitarios puede inducir
un ambiente de estrés oxidativo y activar diversas vias de sefializacion de dafio
celular (13,34,112). El enfoque futuro debe dirigirse a estas 12 candidatas, que

incluyen enzimas proteoliticas, inhibidores de la fosfatasas o moléculas que podrian
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mimetizar sefiales endégenas de muerte celular, similares a las toxinas secretadas

por otros patdégenos del SNC (54).

El hallazgo mas significativo de este estudio es la demostracion de que las proteinas
E/S inducen una activacion temporal y distintiva de los tres principales brazos de la
via MAPK: ERK, JNK y p38. Este patron de activacion no es aleatorio, sino que
reflejaria un programa de sefializacion bien orquestado que precede a la disfuncion
y muerte neuronal, como un evento disparador como se discute a continuacion. La
via ERK, tiene una activacion rapida y transitoria de ERK1/2 (pico a los 10 minutos)
es intrigante. Tradicionalmente, la via ERK se asocia con supervivencia,
proliferacion y plasticidad neuronal (79,113). Sin embargo, existe evidencia
creciente de su papel dual en la neurodegeneracion. La hiperactivacion de ERK en
atrofia muscular espinal promueve una autofagia disfuncional, por lo tanto una
deficiente remocion de proteinas agregadas que contribuye a la formacion de los
hinchazones axonales (24). También participa en respuesta al estrés oxidativo y la
excitotoxicidad (84,114,115). La activacion temprana de ERK por las proteinas
E/S podria estar relacionada con la disrupcion inicial del citoesqueleto, alterando el
transporte axonal y predisponiendo a la formacion de hinchazones axonales
(116,117). Es plausible que esta sefalizacion temprana desencadena cambios
postraduccionales en proteinas del citoesqueleto como la tau o neurofilamentos,

haciéndolos mas susceptibles a la agregacion o protedlisis (118,119).

La cinética de activacion de JNK, con un pico mas tardio (45 minutos), se alinea

perfectamente con su papel establecido como un mediador central de la
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degeneracion axonal inducida por estrés [8]. JNK fosforila una multitud de
sustratos, incluyendo proteinas del citoesqueleto y factores de transcripcion pro-
apoptdticos. La activacion de JNK es un evento critico en la degeneracion
walleriana, ya que promueve la proteolisis mediada por calpainas para ejecutar la
fragmentacion axonal (74,75). Nuestros datos sugieren que las proteinas E/S
activan este "programa de autodestruccion" axonal, siendo JNK un nodo de

sefializacion indispensable (74,75).

La activacion de p38 mostro una cinética intermedia (pico a los 30 minutos). Esta
via es un potente inductor de apoptosis y daiio neuronal en respuesta a factores de
estrés celular (120). Su activacion sugiere que las proteinas ES actian como un
estimulo proapoptotico directo debido a la presencia del parasito con una posible

muerte neuronal que se evidencia en un tiempo tardio al tratamiento.

También se ha visto que esta activacion obedece a diferentes mecanismos como
excitotoxicidad (121). Esta excitotoxicidad puede ser inducida a través de
receptores ionotropicos de glutamato, especificamente NMDA, AMPA vy kainato.
Su sobreestimulacion puede ser por neurotransmisores excitatorios como aspartato,
glutamato y exotoxinas. La sobreestimulacion desencadena entrada excesiva de
calcio en la neurona, que activa sefiales downstream involucradas en disfuncion,
muerte neuronal, incluyendo fallo de la mitocondrial que desencadena produccion
de radicales libres. La utilizacion de glutamato como control positivo refuerza la
relevancia de nuestros hallazgos, ya que sitiia el mecanismo de accion del parasito

en una categoria de neurotoxicidad similar a la excitotoxicidad, un proceso
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patologico bien caracterizado en enfermedades neuroldgicas isquémicas y
degenerativas (62).

La secuencia temporal ERK, p38 y JNK sugiere una cascada de eventos, una sefial
de estrés inicial (ERK) seguida de activacion de sefiales de muerte somatica (p38)
y culminando con la ejecucion de la degeneracion axonal (JNK). Esta hipdtesis es
respaldada por estudios que muestran la interdependencia de estas vias en otros
contextos neurodegenerativos (122).

La relevancia de este programa de sefializacion se hace evidente al analizar el efecto
de las fracciones proteicas individuales. Mientras que el antigeno total muestra una
respuesta integrada, los resultados demuestran una especificidad funcional por
fraccion. La fraccion F8 activa selectivamente la via JNK, mientras que la fraccion
F20 posee un efecto dual, activando tanto ERK como JNK. Esta distincion es
crucial, ya que la fraccién F20 fue la que indujo el mayor incremento significativo
de esferoides axonales en el cultivo. Este hallazgo sugiere un vinculo causal directo
entre los componentes proteicos de la F20 como la nardisilina y la calreticulina
identificadas mediante espectrometria y la capacidad de disparar simultaneamente
la senal de estrés temprano (ERK) y la ejecucion de la degeneracion axonal (JNK).
Por tanto, la activacion diferencial por fracciones confirma que la neurotoxicidad
no es un evento accidental, sino que el parasito utiliza subpoblaciones proteicas
especificas para secuestrar rutas endogenas de estrés, llevando a la neurona a un

punto de no retorno.

Los hallazgos presentados en este estudio proporcionan evidencia mecanicista

fundamental que conecta las proteinas E/S del cisticerco de Taenia solium con la
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patogénesis neuronal, un vinculo largamente sospechado pero muy poco entendido
en la NCC. Nuestros resultados no solo identifican fracciones proteicas especificas
con potente actividad neurotdxica asociado con las hinchazones axonales (F8 y F20,
Fig. 3 y 4), sino que también delinean, por primera vez, la participacion de las vias
de sefializacion MAPK en la mediacion del dano axonal inducido por el E/S del
parasito. También identifica proteinas con actividad proteolitica, proteinas
relacionadas a estrés oxidativo y de unién a calcio, en la génesis de alteracion de
sefales coordinadas y la degeneracion de la neurona. Estos resultados sitian a las
proteinas E/S del cisticerco como un eje central en la etiologia del dafio neuronal en
la NCC, yendo mas alla de su papel tradicional como simple blanco diagndstico o
inmunologico. Ademads, este hallazgo redefine nuestra comprension de la
neuropatogénesis en la cisticercosis y abre nuevas perspectivas para el desarrollo de
terapias neuroprotectoras dirigidas a estas vias de sefializacion, mas alld de las

estrategias antiparasitarias y antiinflamatorias convencionales.
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VIII.

CONCLUSIONES

Las fracciones de proteinas E/S: F2, F8, F16, F17, F20 y F21 del estadio
larval de T. solium, inducen exclusivamente la formacion de hinchazones
axonales en neuronas hipocampales, un sello distintivo de patologia axonal
temprana. Entre estas, las fracciones F20 y F21 causaron un mayor
incremento significativo en el nimero de hinchazones axonales.

El analisis protedmico de las fracciones F8 y F20 reveld un arsenal de 12
proteinas compartidas que podrian contribuir de forma sinérgica en la
formacion de hinchazones axonales. Este perfil destaca por la presencia de
efectores claves como la nardisilina, la calreticulina, la PSA y la
peroxidasina, las cuales podrian desregular procesos vitales como la
autofagia funcional, la homeostasis del calcio, y la estabilidad estructural
del axon.

Las proteinas E/S del cisticerco de 7. solium activan las vias MAPK ERK,
JNK y p38 en neuronas hipocampales. La fraccion F8 activa la via JNK,
mientras que la fraccion F20 activa tanto ERK como JNK, estableciendo
una posible relacion causal entre estas quinasas y la formacion de las

hinchazones axonales.
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IX.

RECOMENDACIONES

Las futuras investigaciones deben centrarse en varios frentes:

Identificar los efectores moleculares: La purificacion y caracterizacion
funcional de las 12 proteinas candidatas compartidas por las fracciones F8
y F20 es primordial.

Realizar ensayos con inhibidores especificos de la via MAPK (SB203580,
SP600125, Ravoxertinib) en combinacion con las fracciones neurotdxicas,
lo cual reforzaria la causalidad del dafio axonal por la via MAPK.

Validar In Vivo: Es crucial trasladar estos hallazgos a modelos animales de
NCC para corroborar la activacion de MAPK en el contexto de la infeccion

y la respuesta inmune intacta.
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LIMITACIONES

La cantidad de proteinas por fraccion en el fraccionamiento de E/S fue muy
poca. Lo cual no permiti6 hacer 3 réplicas bioldgicas en el ensayo de WB.
No se pudo realizar la espectrometria de masa a todas las fracciones
neurotoxicas, pero aun asi se encontrd proteinas que podrian estar
relacionadas con el dafio neuronal.

Complejidad de las fracciones proteicas: Aunque se logrd separar las
proteinas ES del parasito en 22 fracciones mediante cromatografia, cada una
de estas fracciones sigue siendo una mezcla compleja de proteinas y no una
molécula aislada. Por lo tanto, no se ha identificado ain un unico efector
molecular, sino subpoblaciones proteicas que podrian actuar de forma
sinérgica.

Falta de un sistema inmune completo: Al ser un modelo in vitro de cultivos
primarios de rata, el estudio no puede replicar la respuesta inflamatoria
masiva (como la infiltracién de linfocitos y mastocitos) que ocurre en un
cerebro real infectado.

No contar con los niveles de la proteina total especifica de cada MAPK
ERK, JNK y p38 limita la capacidad de discernir si el aumento de la sefial
observado se debe exclusivamente a un evento de activacion (fosforilacion)
o si existe una fluctuacion en la expresion basal de estas proteinas durante

los intervalos de exposicion a los productos E/S.
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XII. ANEXOS

Anexo 1

Determinacion del control positivo en el experimento de activacion de las

MAPK
b
a Tiempo (10 min) 3
GLU CN g2
p-ERK 2
S a2 . -
Control Testvaiont
de carga e—5_G——
c Tiempo (min) d
GLU

g2
!
:

p-ERKA

0o 0 0 10 10 20 20 30 30 8
pERK S s S e . .. I I I
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El glutamato induce la activacion de ERK en neuronas hipocampales y células SHSY 5Y. 100
uM de glutamato (GLU) activa la via ERK en neuronas hipocampales de rata en un tiempo de 10

minutos (a y b). El glutamato induce la activacion transitoria de ERK en células SHSY 5Y alos 10

minutos (cy d).
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Anexo 2

Cuantificacion de la cantidad de proteina de las fracciones E/S de 7. solium

por el método de BCA.
Fraccion ug/mL Fraccion ug/mL
F2 812.6 F14 166.6
F4 22.6 F15 96.6
F5 44.6 F16 30.6
F6 88.6 F17 200.6
F7 114.6 F18 128.6
F8 102.6 F19 66.6
F9 184.6 F20 14.6
F10 194.6 F21 0.6
F11 178.6 F22 0
F12 206.6 F24 0
F13 182.6 F25 0
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Anexo 3
Viabilidad de los cultivos neuronales primarios de hipocampo de rata.

A B
100 - 100~
‘® ©
c c
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c c
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0- 0-
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Viabilidad neuronal. Viabilidad del modelo de neuronas primarias hipocampales, A. mantenidos
hasta 7 (DIV7) y B. 21 dias in vitro (DIV 21). Se realiz6 mediante el ensayo de reduccion de la sal
de tetrazolio (MTT). Se expuso a las neuronas a 100 uM de glutamato por 24 h, 50 uM de peroxido
de hidrégeno por 15 minutos (se mantuvieron en medio por 23 h y 45 minutos, y tratadas en los
ultimos 15 minutos). Las neuronas control (solo expuestas a medio por 24 h) muestran una viabilidad
al 100% a comparacion cuando son expuestas a glutamato y peroxido de hidrogeno. B. Resultados
obtenidos por Advincula y Ballarta 2026 para su tesis de pregrado, no publicada (123).
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