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RESUMEN
La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad parasitaria del sistema nervioso central
asociada a una respuesta inflamatoria que contribuye al dafio cerebral y a
manifestaciones neuroldgicas como epilepsia y deterioro cognitivo. La piroptosis es un
tipo de muerte celular inflamatoria regulada que ha sido implicada en diversas
enfermedades neuroinflamatorias; sin embargo, su participacion en la
neurocisticercosis no ha sido ampliamente estudiada. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la inmunorreactividad de biomarcadores asociados a la piroptosis,
inflamasoma NLRP3, caspasa-1, interleucina-1p (IL-1p) y la forma clivada de
gasdermina D (GSDMD-C1), en tejido cerebral de ratas con neurocisticercosis, en
comparacion con ratas no infectadas. Se utilizaron cortes histologicos de cerebro
fijados en parafina, previamente obtenidos de un estudio experimental, los cuales
fueron analizados mediante inmunohistoquimica. Asimismo, se realiz
inmunofluorescencia de doble marcaje para identificar la poblacion celular
inmunorreactivas a GSDMD-C1. La cuantificacion se realizd mediante un analisis
semi-cuantitativo de area inmunorreactiva y se aplicaron pruebas estadisticas no

parameétricas.

Los resultados mostraron una mayor inmunorreactividad de NLRP3, caspasa-1,
GSDMD-C1 e IL-1B en los tejidos cerebrales de ratas infectadas, con variaciones
dependientes del tiempo posinfeccién. GSDMD-C1 fue el biomarcador que presento6
un aumento mas consistente en los diferentes tiempos evaluados. El anélisis de

correlacion evidenci6 asociaciones moderadas entre NLRP3 y GSDMD-C1, asi como



entre caspasa-1 e IL-1pB. La inmunofluorescencia mostro expresion de GSDMD-C1 en
neuronas Yy astrocitos. En conjunto, estos hallazgos sugieren que la neurocisticercosis
induce la activacion de componentes clave de la via piroptdtica en el tejido cerebral,

contribuyendo a la respuesta inflamatoria asociada a esta enfermedad.

Palabras clave: Neurocisticercosis, piroptosis, gasdermina D clivada, inflamasoma

NLRP3, Caspasa-1 e interleucina 1.



ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is a parasitic disease of the central nervous system
associated with an inflammatory response that contributes to brain damage and
neurological manifestations such as epilepsy and cognitive impairment. Pyroptosis is a
type of regulated inflammatory cell death that has been implicated in various
neuroinflammatory diseases; however, its role in neurocysticercosis has not been
extensively studied. The objective of this study was to evaluate the immunoreactivity
of biomarkers associated with pyroptosis, imflamosome NLRP3, caspase-1, interleukin
1B (IL-1pB), and the cleaved form of gasdermin D (GSDMD C1), in brain tissue from
rats with neurocysticercosis, compared to healthy rats. Paraffin-embedded brain
histological sections, previously obtained from an experimental study, were analyzed
using immunohistochemistry. Additionally, double-labeling immunofluorescence was
performed to identify cell populations immunoreactive to GSDMD C1. Quantification
was performed using a semi-quantitative analysis of immunoreactive area, and
nonparametric statistical tests were applied.

The results showed increased immunoreactivity of NLRP3, caspase-1, GSDMD-C1,
and IL-1p in the brain tissues of infected rats, with variations depending on the time
post-infection. GSDMD-C1 was the biomarker that showed the most consistent
increase across the different time points evaluated. Correlation analysis revealed
moderate associations between NLRP3 and GSDMD-C1, as well as between caspase-
1 and IL-1B. Immunofluorescence showed expression of GSDMD-C1 in neurons and

astrocytes.



Taken together, these findings suggest that neurocysticercosis induces the activation of
key components of the pyroptotic pathway in brain tissue, contributing to the
inflammatory response associated with this disease.

Keywords: Neurocysticercosis, pyroptosis, inflamasome NLRP3, cleaved gasdermin

D, caspase-1, inerleukin 1P



l. INTRODUCCION
La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad causada por la forma larval del parasito
Taenia solium, cuando esta infecta al sistema nervioso central (SNC) (Ndimubanzi
etal., 2010). T. solium es la causa del 30% de los casos de epilepsia tardia en lugares
donde se crian a los cerdos libres en el campo sin el uso de corrales y estan cerca de las
viviendas de las personas (Garcia, 2018). En determinadas comunidades endémicas
hay una relacion entre la neurocisticercosis y la epilepsia que puede llegar hasta el 70%
(Garcia, 2018; Ndimubanzi et al., 2010), constituyendo un problema de salud publica
reconocido a nivel mundial (Guekht et al., 2021). La NCC causa una alta morbilidad
en estas zonas endémicas afectando la economia familiar y local (Fukuda et al., 2013;
Srinivas et al., 1980). Esta enfermedad ocurre cuando los seres humanos ingieren
alimentos o agua contaminada con materia fecal que contienen a los huevos de T.
solium, estos eclosionan a nivel intestinal y las oncosferas atraviesan la mucosa
intestinal y migran a través del torrente sanguineo localizdndose en diferentes partes
del cuerpo y cuando se localiza a nivel del sistema nervioso central causa la
neurocisticercosis; una vez localizado en el SNC puede permanecer meses 0 afios sin
que el individuo presente ningin sintoma clinico. Las convulsiones son las
manifestaciones clinicas predominante y el tratamiento puede exacerbar la respuesta
inflamatoria, pueden presentar hipertension intracraneal que puede ser potencialmente
mortal (Garcia HH, Nash TE, 2014; Madrazo I, et al., 2005). En algunos casos se han
reportado déficits cognitivos en un porcentaje significativo de pacientes con NCC

(Wallin et al., 2012).



El tratamiento de la NCC con drogas antihelminticas exacerba el cuadro clinico, el cual
se asocia al dafio del parésito e incremento de la respuesta inflamatoria (Garcia HH,
Nash TE, 2014). Sin embargo, no se conoce si, posterior al tratamiento antiparasitario,
la exacerbacion de la respuesta inflamatoria podria favorecer el dafio en celulas
neuronales y gliales que rodean al parésito.

La neurocisticercosis induce una respuesta inflamatoria leve a moderada alrededor del
cisticerco, caracterizada por infiltrado de células inmunes y liberacién de mediadores
inflamatorios (Carmen-Orozco et al., 2019; Hamamoto Filho et al., 2021; Mejia et al.,
2020; Verastegui et al., 2015). Considerando que la inflamacion del SNC se encuentra
estrechamente relacionada con mecanismos de muerte celular programada, resulta
relevante investigar si procesos inflamatorios especificos, como la piroptosis participan
en la patogénesis de la NCC (Jia et al., 2019; Pezuk, 2019; H. H. Shen et al., 2018).
Muchas enfermedades neurodegenerativas del sistema nervioso central estan
estrechamente relacionadas con muerte celular por piroptosis que es una forma
inflamatoria de muerte celular programada y desempefia un papel protector en la
defensa del hospedero durante la infeccion (Jia et al., 2019; Pezuk, 2019; H. H. Shen
etal., 2018; Song etal.,, 2017). Este tipo de muerte celular se caracteriza por la
inflamacién celular, lisis y liberacion de contenido citoplasmatico. Sin embargo, el
incremento de la piroptosis puede ser perjudicial para los tejidos y células normales.
Para evitar dafios excesivos en el organismo huésped, especialmente sensibles como el
SNC, la piroptosis se encuentra estrictamente regulada mediante la activacion
controlada de caspasas inflamatorias asociadas a los inflamasomas. Esta regulacion

ocurre a través de dos vias principales: la via canonica, dependiente de caspasa-1, y la



via no canonica, mediada por caspasas inflamatorias. Ambas vias culminan con la
activacion de gasdermina D, la liberacion de citocinas proinflamatorias y la ejecucion
de la muerte celular inflamatoria (Broz & Dixit, 2016) (Kayagaki et al., 2013). Por tal
motivo, en este estudio se evalud la inmunoreactividad de proteinas relacionadas a la
piroptosis como NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3),
caspasa-1, la forma clivada de gasdermina D (GSDMD-C1) e interleucinal 3 (IL-1p)
en tejidos de cerebro de ratas con cisticercosis, en comparacion con tejidos de cerebro
de ratas sanas. Ademas, se evalu6 mediante inmunofluorescencia qué células son
inmunorreactivas a estos biomarcadores.

1.1 Planteamiento del problema

La neurocisticercosis, a pesar de constituir un importante problema de salud pablica en
paises endémicos, presenta aspectos de su patogénesis que ain no han sido
completamente esclarecidos, particularmente aquellos relacionados con el déficit
cognitivo y a los cuadros de epilepsia. Se trata de una enfermedad croénica, cuya
evolucion clinica puede requerir meses o incluso afios antes de la manifestacion de los
primeros sintomas neuroldgicos evidentes. EI empleo de un modelo animal con NCC,
como la rata, ha permitido estudiar de manera controlada los cambios inflamatorios y
neuropatoldgicos asociados a la enfermedad (Verastegui etal., 2015). En estudios
utilizando este modelo animal se ha encontrado dafio neuronal caracterizado por
hinchazén axonal y formacion de esferoides, lo que puede conducir a una muerte
neuronal (Mejia et al., 2020). Sin embargo, los mecanismos de especificos de muerte

celular que contribuyen a este dafio cerebral aun no estan completamente definidos.



Entre los distintos tipos de muerte celular programada, la piroptosis ha emergido como
un mecanismo clave en la amplificacion de la respuesta inflamatoria en el sistema
nervioso central mediado por la activacion del inflamasoma NLRP3, caspasa-1 y
GSDMD, los cuales promueven la liberacion de citocinas pro inflamatorias como IL-
1B e IL-18 (Frank & Vince, 2019).

Por esta razon, resulta relevante investigar si la neurocisticercosis induce muerte
celular por piroptosis en el tejido cerebral. Hasta el momento, no existen estudios que
evallen de manera especifica la participacion de este mecanismo en la patogénesis de
la NCC, a pesar de que la piroptosis ha sido ampliamente implicada en diversas
enfermedades del sistema nervioso central como la encefalopatia relacionada a sepsis
(Fu et al., 2019), en la encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal (Lv et al., 2019) la
enfermedad de Parkinson (Wang et al., 2019), la esclerosis multiple (McKenzie et al.,
2018), la enfermedad del Alzheimer (Tan etal., 2014), vy las lesiones cerebrales
causadas por aneurisma (Yuan et al., 2020). Esta evidencia sugiere que la piroptosis
podria desempefiar un papel relevante también en la NCC, contribuyendo al dafio
neuronal y a la respuesta inflamatoria observada en esta enfermedad.

Pregunta de investigacion

¢ Existe muerte celular programada por piroptosis en tejidos de cerebro de ratas con
NCC evidenciado por una alta inmunorreactividad de los biomarcadores NLRP3,

caspasa-1, GSDMD e IL-157?



1.2 Justificacion del estudio

Las manifestaciones clinicas de la neurocisticercosis pueden variar desde una infeccion
completamente asintomatica hasta una enfermedad grave e incluso mortal. La
severidad del cuadro clinico depende de multiples factores, como el numero, tamafio,
viabilidad y localizacion de los cisticercos, asi como de la intensidad de la respuesta
inmunitaria del huésped (Garcia HH, Nash TE, 2014). En las zonas endémicas, la
neurocisticercosis puede imitar diversos trastornos neurolégicos, lo que dificulta su
diagnostico clinico y manejo oportuno (Garcia & Brutto, 2005). Aunque las
convulsiones asociadas a la neurocisticercosis parenquimatosa suelen responder
favorablemente al tratamiento con farmacos antiepilépticos, los cisticercos viables
pueden persistir durante afios o incluso décadas, generando sintomas neurologicos
intermitentes y dafio cerebral progresivo. Ademas, se ha descrito que el tratamiento
antihelmintico, si bien es fundamental para eliminar al parasito, puede inducir una
respuesta inflamatoria exacerbada, particularmente en las fases iniciales,
contribuyendo al agravamiento transitorio de los sintomas neuroldgicos (Garcia HH,
Nash TE, 2014).

En ese contexto, resulta necesario profundizar en los mecanismos patogénicos
responsables del dafio cerebral y la respuesta inflamatoria en la NCC, con el fin de
comprender de manera mas integral la evolucion clinica de la enfermedad e identificar
posibles blancos terapéuticos. Un conocimiento mas profundo de estos mecanismos

permitiria no solo ampliar las opciones terapéuticas disponibles, sino también favorecer



el desarrollo de estrategias orientadas a modular la inflamacion y prevenir el dafio
neuronal.

Por ello, el presente trabajo se justifica en la evaluacion si la neurocisticercosis induce
muerte celular por piroptosis en el tejido cerebral, evidenciada a través de la
inmunorreactividad de biomarcadores especificos. Las vias piroptoticas representan
importantes blancos farmacologicos y han demostrado desempefiar un papel
fundamental en diversas enfermedades neuroinflamatorias como la encefalopatia
relacionada a sepsis (Wu et al., 2020), la enfermedad de Alzheimer (Flores et al., 2018)
y la enfermedad de Parkinson (Wang et al., 2019).

Considerando la intensa respuesta inflamatoria que caracteriza a la NCC, el estudio de
la piroptosis como posible mecanismo contribuyente al dafio cerebral resulta relevante
desde el punto de vista cientifico y clinico.

1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la inmunorreactividad de los biomarcadores de piroptosis NLRP3, Caspasa-1,
GSDMD-C1 e IL-1p en tejidos de cerebro de rata con NCC, en comparacion con los
tejidos de cerebros de ratas sanas.

2.2 Objetivos especificos

1. Evaluar, mediante inmunohistoquimica, la inmunorreactividad de Ilos
biomarcadores asociados a la activacion de la piroptosis, NLRP3 y caspasa-1,

en tejido cerebral de ratas con neurocisticercosis.



2. Evaluar, mediante inmunohistoquimica, la inmunorreactividad de los
biomarcadores asociados a la fase efectora de la piroptosis, GSDMD-C1 e IL-
1B, en tejido cerebral de ratas con neurocisticercosis.

3. Identificar, mediante  inmunofluorescencia la  poblaciéon  celular
inmunorreactiva a GSDMD-C1 en tejido cerebral de ratas con
neurocisticercosis.

4. Determinar la correlacion entre los porcentajes de inmunorreactividad de los
biomarcadores de piroptosis NLRP3, caspasa-1, GSDMD-C1 e IL-18 en tejido
cerebral de ratas con neurocisticercosis.

I11.  HIPOTESIS

La infeccion por NCC induce muerte celular por piroptosis evidenciado por el
incremento de la inmunorreactividad de los biomarcadores NLRP3, Caspasa-1,
GSDMD e IL- 1.

IV. MARCO TEORICO

4.1 Neurocisticercosis
Taenia solium es el agente causal de la neurocisticercosis y posee un ciclo de vida que
involucra a dos huéspedes: un huésped definitivo que alberga al parasito adulto y un
huésped intermediario, que alberga al estadio larval o cisticerco. El ser humano es el
unico huésped definitivo y adquiere la teniasis al ingerir carne de cerdo mal cocida que
contienen cisticercos viables. El cerdo acta como huésped intermediario natural y se
infecta al ingerir huevos del parasito presentes en el ambiente, eliminados en las heces

del huésped definitivo (Mahanty et al., 2010). En el ser humano, la ingestidn accidental



de huevos de T. solium, generalmente asociada a deficiencias higiénicas o al consumo
de alimentos contaminados, da lugar al desarrollo de cisticercos en distintos tejidos,
principalmente en el sistema nervioso central, originando la neurocisticercosis (Garcia
HH, Nash TE, 2014)

En una etapa inicial la infeccion por NCC suele ser asintomatica ya que el parasito
logra evadir la respuesta inmunitaria del huésped y mantener un equilibrio entre
mecanismos proinflamatorios y antiinflamatorio. Sin embargo, dependiendo de la
localizacion, el nimero y la viabilidad de los cisticercos, pueden manifestarse signos
clinicos como dolor de cabeza, hipertension intracraneal, déficit cognitivo y epilepsia.
Este equilibrio se rompe como consecuencia de la degeneracion del parasito o por el
efecto del tratamiento antihelmintico, lo que exacerba la respuesta inflamatoria y los
sintomas clinicos (Del Brutto & Garcia, 2012; Garcia HH, Nash TE, 2014).

Entre las caracteristicas histopatoldgicas mas relevantes de la NCC se encuentra la
formacion de tejido fibrético alrededor del quiste, el cambio espongioético del
parénquima cerebral, la gliosis y la angiogénesis, asociados a una alteraciéon de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE). Los cisticercos en degeneracion
inducen una respuesta inflamatoria caracterizada por infiltrado de macréfagos,
linfocitos T, linfocitos B, linfocitos T gama delta, eosinéfilos y aumento del grosor de
la capa fibrética. (Mejia et al., 2020; Verastegui et al., 2015).

Estos procesos inflamatorios, altamente dependientes del estado evolutivo del
cisticerco y de la respuesta inmunitaria del huésped, sustentan la variabilidad clinica

de la enfermedad.



Asimismo, la inflamacion perilesional observada en la NCC respalda la necesidad de
estudiar mecanismos de muerte celular regulada, como la piroptosis, que podrian
contribuir al dafio cerebral asociado a esta patologia.

4.2 Piroptosis
La piroptosis es una forma de muerte celular inflamatoria caracterizada por la pérdida
de la integridad de la membrana plasmética y la liberacion de mediadores
proinflamatorios. Este proceso es inducido por la activacion de complejos
inflamatorios como los inflamasomas, especialmente aquellos que reconocen patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) y patrones moleculares asociado a dafio
celular (DAMPS). La activacion del inflamasoma y la posterior maduracion de caspasas
inflamatorias, que culmina en la escision de gasdermina, constituyen pasos esenciales
de esta via, tal como lo describen revisiones recientes que han actualizado la
comprension molecular del proceso y su relevancia en enfermedades inflamatorias del
SNC (Y. Liu et al., 2024).
La funcion principal de la piroptosis es eliminar células infectadas o dafiadas, asi como
alertar al sistema inmunitario para contener infecciones o situaciones de estrés celular.
Aunque este mecanismo cumple un rol protector, su activacion exacerbada puede
generar inflamacién patoldgica, particularmente en tejidos altamente sensibles como el
sistema nervioso central. (Bertheloot et al., 2021).
La piroptosis es un tipo de muerte celular regulada y litica que, si bien cumple
funciones fisiologicas, puede contribuir al dafio tisular cuando se activa de manera
descontrolada en el sistema nervioso central (Coutinho-Budd & Broihier, 2020).

Aunque comparte ciertas caracteristicas con la apoptosis, como dafio al ADN y



condensacion de cromatina (Fadeel & Orrenius, 2005; Kurokawa & Kornbluth, 2009),
ambos procesos se diferencian claramente en la ruptura final de membrana plasmatica
y el marcado caracter inflamatorio de la piroptosis.

Dos rutas principales participan en la activacion de esta forma de muerte celular. La
via candnica dependiente de caspasa-1 e inducida por el inflamasoma NLRP3, lo que
conduce a la escision de la gasdermina D (GSDMD) y al procesamiento de las citocinas
proinflamatorias IL-1p ¢ IL-18. Por otro lado, la via no canonica es dependiente de las
caspasas inflamatorias 4, 5 y 11. La comprension de estas vias se ha enriquecido con
estudios recientes que describen niveles adicionales de regulacion, particularmente
mediante modificaciones postraduccionales como la palmitoilaciéon de NLRP3 y
GSDMD, las cuales modulan su activacién y localizacién, ampliando la complejidad
de la piroptosis en contextos inflamatorios del sistema nervioso central (N. Zhang et al.,
2025).

Durante la piroptosis las células desarrollan un hinchamiento progresivo, formacion de
burbujas en la membrana plasmatica y liberacién de su contenido citoplasmatico antes
de la ruptura de la membrana (Chen etal., 2016). Este proceso se diferencia de la
necrosis clasica, ya que los poros formados por GSDMD permiten la lisis celular de
manera controlada (Chen et al., 2016). Evidencias recientes muestran que, ademas de
GSDMD, otras gasderminas pueden participar en respuestas inflamatorias dependiendo

del tipo celular y el microambiente fisiopatoldgico (Li & Guo, 2025)

4.2.1 Inflamasoma NLRP3
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El inflamasoma NLRP3 es uno de los principales complejos méas estudiados y
relevantes en el contexto de la piroptosis. Estd conformado por un dominio sensor
encargado del reconocimiento de sefiales de peligro, una proteina adaptadora ASC y
una pro-caspasa-1 asociada al dominio ejecutor. Ante la presencia de sefales de estrés
o0 dafio celular principalmente patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS), estas
estructuras se oligomerizan para formar el complejo inflamasémico, lo que conduce a
la activacion de caspasa-1 y, subsecuentemente a la maduracion de las citocinas
proinflamatorias de IL-1p, IL-18, asi como a la activacion de GSDMD (Coutinho-Budd

& Broihier, 2020).

La activacion excesiva del inflamasoma NLRP3 se ha vinculado a mdaltiples
enfermedades del sistema nervioso central, incluyendo la enfermedad del Alzheimer,
la enfermedad del Parkinson, la esclerosis multiple y los accidentes cerebrovasculares.
Su participacion en la neuroinflamacion ha llevado a considerarlo una diana terapéutica
prometedora en diversas patologias neurodegenerativas, debido a su papel central en la
amplificacion de la respuesta inflamatoria (Chiarini et al., 2024; Holbrook et al., 2021).
4.2.2 Caspasa-1

La caspasa-1 es una caspasa inflamatoria clave en la via canonica de la piroptosis,
estrechamente asociada a la activacion del inflamasoma NLRP3. Una vez activada, la
caspasa-1 cumple una doble funcion: por un lado, escinde las formas precursoras de las
citocinas proinflamatorias IL-13 e IL-18 para generar sus formas maduras y
bioldgicamente activas; por otro, cliva la gasdermina D, dando lugar a su fragmento

N-terminal encargado de la formacion de poros en la membrana plasmaética y de la
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ejecucion de la muerte celular piroptética (Broz & Dixit, 2016; Jorgensen et al., 2016).
En el sistema nervioso central, la activacion de caspasa-1 ha sido asociada a procesos
de neuroinflamacidn y dafio tisular en diversas patologias, consolidando su papel como
un mediador central entre inflamacion y muerte celular programada (Broz & Dixit,
2016; Frank & Vince, 2019).

4.2.3 Gasdermina D y su relevancia en el dafio cerebral

La gasdermina D (GSDMD) es una proteina efectora central de la piroptosis. Durante
este proceso la GSDMD es escindida por caspasas inflamatorias, particularmente la
caspasa-1, dando lugar a su fragmento N-terminal clivado conocido como gasdermina
D clivada (GSDMD-C1). Este fragmento activo se inserta en la membrana plasmatica
formando poros que permiten la liberacion de citocinas proinflamatorias como IL-1p e
IL-18, la lisis celular y la posterior liberacion de contenido citoplasmatico. Estas
caracteristicas han sido descritas como esenciales para la ejecucidn de la muerte celular
piroptética, y la deteccion de GSDMD-CL1 es considerada un marcador clave de la
activacion de esta via (Chen et al., 2016; Kayagaki et al., 2015).

En el sistema nervioso central, la activacion de GSDMD vy particularmente la
generacion de su forma clivada se ha observado en diversos tipos celulares, incluyendo
microglia, oligodendrocitos, células endoteliales. La activacion sostenida de GSDMD-
C1 contribuye al dafio tisular, la amplificacién de la respuesta inflamatoria y la
progresion de enfermedades cerebrovasculares y neurodegenerativas, lo que ha
impulsado la propuesta de la inhibicion de GSDMD como estrategia terapéutica para

reducir la inflamacion y proteger el tejido cerebral (Frank & Vince, 2019).
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Dado que la activacion de GSDMD constituye el paso final de la via piroptotica, su
escision depende directamente de la activacion previa de complejos inflamatorios
como el inflamasoma NLRP3 y de la accion de caspasas inflamatorias. En este sentido,
comprender los mecanismos de activacion del inflamasoma resulta fundamental para
interpretar la ejecucion de la piroptosis en el sistema nervioso central (Broz & Dixit,
2016; Kayagaki et al., 2015).
4.2.4 Interleucina-1p (IL-1p)
La interleucina-1p (IL-1pB) es una de las citocinas proinflamatorias mas relevantes en
los procesos de neuroinflamacién. Su sintesis ocurre inicialmente como una proteina
precursora inactiva (pro-IL-1p), la cual es procesada por la caspasa-1 tras la activacion
del inflamasoma, generando la forma madura y secretada. La liberacion de IL-1P es
facilitada por los poros formados por la gasdermina D durante la piroptosis, lo que
vincula estrechamente a esta citocina con la ejecucién del proceso piroptético (Broz &
Dixit, 2016). En el sistema nervioso central, IL-1p participa en la activacion glial, el
aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefélica y la amplificacion de la
respuesta inflamatoria, procesos que han sido implicados en epilepsia, dafio neuronal
y deterioro cognitivo (Heneka etal., 2014, 2015; Vezzani etal., 2013). Estos
mecanismos resultan particularmente relevantes en el contexto de enfermedades
parasitarias del SNC, como la neurocisticercosis (Garcia HH, Nash TE, 2014).

V.  METODOLOGIA
5.1 Consideraciones éticas
En la presente investigacion se utilizaron tejidos cerebrales provenientes de animales

empleados en un estudio previamente aprobado por el Comité Institucional de Etica en
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el uso de Animales (CIEA) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, titulado
“Evaluacion de la respuesta inflamatoria y cambios neuropatoldgicos en cerebros de
ratas con neurocisticercosis a diferentes tiempos postratamiento” con cédigo de
aprobacion ética SIDISI: 206876.

Asimismo, el presente trabajo cuenta con la aprobacion de Comité Institucional de
Etica, bajo el codigo SIDISI: 212224, y no implico la realizacion de procedimientos
experimentales adicionales sobre los animales, limitandose exclusivamente al analisis
de muestras previamente obtenidas y procesadas.

5.2 Lugar de estudio

El proyecto de investigacion se realizd en el Laboratorio de Investigacion de
Enfermedades Infecciosas de la Universidad Peruana Cayetano Heredia ubicado en la
ciudad de Lima, Pera.

5.3 Disefio experimental

En estudios previos del grupo de investigacion, se estableci a la rata como modelo
animal viable para el estudio de la neurocisticercosis (Verastegui et al., 2015). En el
presente trabajo se utilizaron tejidos cerebrales previamente obtenidos de ratas con
neurocisticercosis tratadas y no tratadas con farmacos antihelminticos, asi como de
ratas sanas utilizadas como grupo control.

El estudio tuvo como objetivo evaluar la inmunorreactividad de biomarcadores
asociados a la piroptosis, incluyendo NLRP3, caspasa-1, gasdermina D e IL-1pB, en
secciones histologicas de cerebro. Para ello, las muestras fueron procesadas mediante
técnicas de inmunohistoquimica, con el fin de observar y cuantificar la

inmunoreactividad de dichos marcadores alrededor del cisticerco y mediante
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inmunofluorescencia, para identificar la poblacion celular inmunorreactiva a
gasdermina D, incluyendo neuronas, microglias y astrocitos.

5.4 Obtencion de muestras

Se utilizaron cortes histoldgicos de tejido cerebral de ratas con NCC y de ratas sanas,
previamente fijados en incluidos en parafina, provenientes del estudio titulado
“Evaluacion de la respuesta inflamatoria y cambios neuropatoldgicos en cerebros de
ratas con neurocisticercosis a diferentes tiempos postratamiento”.

En dicho estudio, ratas Holtzman, de 12 a 15 dias de nacidas fueron infectadas
experimentalmente mediante inoculacién intracraneal con 120 oncdésferas activadas de
T. solium suspendidas en PBS, de acuerdo con la metodologia descrita por Verastegui
et al. (2015). El tamarfio del grupo experimental se calcul6 considerando un 80% de
eficacia en el desarrollo de la infeccion experimental, utilizandose ratas sanas no
infectadas como grupo control que fueron inoculadas intracranealmente con PBS.

Se muestra en la Tabla 1 la distribucion del namero de animales utilizados por grupo
experimental.

Tabla 1. Namero de animales por grupo experimental

Grupos experimentales Numero de Animales
Grupo control 34
Ratas con NCC no tratadas 66
Ratas con NCC tratadas con Praziquantel + Oxfendazole 118
TOTAL 218

Las ratas experimentalmente infectadas fueron tratadas con drogas antiparasitarias a

los 6 meses de edad. Del total de 184 ratas infectadas, 118 recibieron tratamiento
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antiparasitario con oxfendazole (75 mg/kg/dia) y praziquantel (100 mg/kg/dia) por via
oral, durante 5 dias consecutivos distribuidos en dos dosis diarias. El grupo de ratas
infectadas no tratadas recibié unicamente el vehiculo (0.5% de carboximetilcelulosa
con Tween-80 al 10%), también por via oral.
Los animales fueron sacrificadas a diferentes tiempos postratamiento: 48 horas pos-
administracion de la primera dosis, al quinto dia de iniciado el tratamiento y luego de
2, 4, 8, y 12 meses postratamiento. Los cerebros obtenidos fueron extraidos, fijados,
deshidratados e incluidos en parafina. A partir de este material se obtuvieron cortes
histoldgicos de 4um de espesor, que fueron utilizados para los analisis posteriores.
5.5 Seleccion de muestras
Para el presente estudio se utilizaron tejidos de cerebro de rata fijados en parafina,
agrupados en tres grupos experimentales:

- Ratas con NCC no tratadas.

- Ratas con NCC tratadas con drogas antiparasitarias (oxfendazole 75 mg/kg +

100 mg/kg de praziquantel).

- Ratas sanas.

Inicialmente, los tejidos fueron tefiidos con hematoxilina y eosina para la seleccién de
las muestras que serian incluidas en el andlisis. Los criterios de inclusion fueron: i)
presencia de quiste parenquimales, y ii) que los cerebros contengan un maximo de 4
quistes. De acuerdo con estos criterios, se seleccionaron un total de 55 muestras de

tejido cerebral distribuidas en 5 tiempos postratamiento: 48 horas (n=14), 2 meses
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(n=11), 4 meses (n=9), 8 meses (n=11) y 12 meses (n=10), segln se detalla en la Tabla
2.

Tabla 2. Numero de animales por cada grupo experimental y tiempo de sacrificio
postratamiento

Tiempo post Cerebro de ratas Cerebro de ratas Cerebro de ratas no
tratamiento infectadas no infectadas tratadas infectadas (control)
tratadas
48 horas 5 5 4
2 meses 3 5 3
4 meses 4 2 3
8 meses 5 2 4
12 meses 3 3 4
Total 20 17 18

5.6 Muestras utilizadas para el analisis del presente estudio

Del total de muestras seleccionadas, para el andlisis central del presente estudio se
utilizaron unicamente aquellas correspondientes a tejidos con quistes viables.

Las muestras fueron organizadas segun tiempo postratamiento y la condicion de
infeccion. Inicialmente, se realizO6 una comparacion exploratoria de la
inmunorreactividad de los biomarcadores de piroptosis (NLRP3, caspasa-1, GSDMD-
Cl e IL-1pB) entre tejidos provenientes de ratas tratadas y no tratadas con drogas
antiparasitarias. Esta comparacion se limité a los biomarcadores evaluados en el
presente estudio y no evidencid diferencias entre ambos grupos.

En funcion a estos resultados y considerando que el objetivo principal del estudio fue
evaluar la activacion de la piroptosis asociada a la infeccidn cerebral, los analisis

centrales se realizaron agrupando todos los tejidos con quistes viables en un Gnico
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grupo de tejidos infectados independientemente de la condicion del tratamiento. Para
este analisis, el tiempo postratamiento fue transformado a tiempo posinfeccién (Tabla
3). Este grupo fue comparado con tejidos cerebrales de ratas no infectadas utilizadas
como grupo control. Se analiz6 un solo quiste parenquimal por cerebro de animal
infectado (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucion de las muestras de tejido cerebral infectadas y no infectadas
utilizadas para el analisis de piroptosis

Tiempo Tejido cerebral Tejido cerebral no
Tiempo posinfeccion postratamiento infectado con quistes infectado (control)
viables (n)
6 meses 48 horas 6 4
8 meses 2 meses 6 3
10 meses 4 meses 2 3
14 meses 8 meses 7 4
18 meses 12 meses 6 4
Total 27 18

Distribucion de las muestras: las muestras infectadas corresponden exclusivamente a tejidos
cerebrales con quistes viables que cumplieron los criterios de inclusién. Este grupo incluye
tejidos provenientes de ratas tratadas y no tratadas con drogas antiparasitarias, las cuales fueron
agrupadas para el analisis central del estudio.

5.7 Técnicas y procedimientos

5.7.1 Inmunohistoquimica

Las secciones de tejidos cerebral fijadas en parafina se desparafinaron y rehidrataron
mediante incubacion en estufa a 60°C, seguida de pases consecutivos en xilol y una
bateria de alcoholes en orden decreciente de concentracion.

La recuperacion antigenica se realizé empleando condiciones especificas segun el

biomarcador evaluado. Para NLRP3, las secciones se sometieron a recuperacion
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antigénica mediante ebullicién en microondas en solucién de citrato a 10mM durante
10 minutos. El bloqueo de peroxidasas endogenas se realizé mediante incubacién con
perdxido de hidrégeno al 3% en metanol.

En el caso de caspasa-1, la recuperacién antigénica se efectu6 colocando las secciones
en un rack dentro de un beaker con solucion de citrato 10mM llevandolas a ebullicion
durante 30 minutos, y el bloqueo de la actividad de peroxidasa endogena se realizo
igualmente con perdxido de hidrégeno al 3% en metanol.

Para la deteccion de gasdermina D se utiliz6 un anticuerpo especifico dirigido contra
su fragmento clivado N-terminal (GSDMD-C1), el cual es generado tras la activacion
de caspasas inflamatorias y constituye un marcador de la activacion de la via
piroptética, donde la recuperacion antigénica se realizo utilizando solucién de citrato
sin Tween-20, a diferencia de los deméas biomarcadores, en los cuales se utilizo Tween
20 al 0.05% en los buffers correspondientes. En este caso las secciones de incubaron
en coplin con citrato 10mM, los cuales se pusieron en una olla con agua para su
ebullicion durante 30 min. El bloqueo de peroxidasas enddgenas se realizd con
peréxido de hidrégeno al 3% preparado en PBS 1X.

En el caso de IL-1, el desenmascaramiento antigénico se llevd a cabo utilizando citrato
10 mM, sometiendo las secciones a ebullicién durante 10 minutos en el microondas,
seguido de la inhibicion de la peroxidasa endégena mediante incubacion con perédxido
de hidrégeno al 3% preparado en PBS 1X.

Posteriormente se realizaron lavados con PBS 1X y el bloqueo de uniones inespecificas
se llevé a cabo utilizando albumina sérica bovina (BSA), suero de caballo y suero de

rata. Las secciones se incubaron durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos
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primarios dirigidos contra NLRP3 (1:800), caspasa-1 (1:100), GSDMDC1 (1:400) e
IL-1pB (1:300) (Las concentraciones de los anticuerpos se muestran en el Anexo 1).
Tras los lavados correspondientes, las laminas se incubaron con los anticuerpos
secundarios apropiados conjugados con peroxidasa. Finalmente, los nucleos celulares
se contrastaron con hematoxilina, las secciones se deshidrataron y se montaron
utilizando solucion de Entellan para su posterior analisis. (Los protocolos se detallan
en los Anexos 2 al 5).

5.7.2 Inmunofluorescencia

Para identificar la principal poblacion celular responsable inmunorreactivaa GSDMD-
C1, en tejidos de cerebros de ratas con NCC se realiz6 inmunofluorescencia de doble
marcaje mediante la colocalizacién de este biomarcador con los marcadores de
neuronas (NeuN), astrocitos (GFAP) y microglias (Ibal) siguiendo un protocolo donde
las secciones se desparafinaron y rehidrataron como para la inmunohistoquimica. La
recuperacion de antigenos se llevo a cabo hirviendo las secciones en citrato de sodio
10mM durante 10 minutos en coplins. Posteriormente, se bloguearon las uniones
inespecificas con una solucién de PBS suplementada con 10% de suero de burro y un
10% de suero de caballo diluido en PBS para blogquear las reacciones inespecificas.
Las secciones se incubaron durante la noche con anticuerpos primarios anti-GSDMD
(1:300) vy los respectivos marcadores celulares. Tras los lavados, se incubaron con los
anticuerpos secundarios conjugados con diferentes fluoroforos. Por dltimo, las
secciones se montaron con ProLong Gold Antifade Mountant con DAPI (Life

Technologies, EE.UU.).
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Las iméagenes digitales se obtuvieron utilizando un microscopio confocal LSM880
(Zeiss, Alemania) mediante el procesamiento en modo rapido de escaneo Airy (Zen
black, Zeiss). Posteriormente las imagenes fueron procesadas en el software ImageJ,
donde los canales de fluorescencia fueron separados y se asignaron colores distintos a
cada uno con fines de visualizacion y analisis de colocalizacion; por ello, los colores
mostrados no corresponden necesariamente a la emision original de los fluoréforos.
(Mas detalle en el Anexo 7)
5.8 Obtencion de datos
La obtencidn de imagenes se realizo en el microscopio Zeiss AxioLab con el objetivo
20X y con la camara Basler Ac2040 incorporado a un ordenador con el Software
Manual WSI.
El andlisis de imagenes se realiz6 con el software ImagelJ con las siguientes
consideraciones:
v" Se definid una region de interés (ROI) equivalente a un area continua de hasta
400 um alrededor del quiste y un area paralela en los cerebros control, los cuales
se procedieron a deconvolucionar con la herramienta “color deconvolution” y
el criterio HE-DAB, que permite la separacion de los canales azul, verde y
marrdn. A partir de este punto, se trabajé inicamente con la imagen de color
marron al cual se le ajustod el valor limite “threshold” que se us6 de manera
uniforme para todas las iméagenes y marcadores. Finalmente, las imagenes
fueron convertidas a formato binario, del cual se obtuvo el porcentaje de area

que ocupan los pixeles negros (area reactiva) para los 4 biomarcadores.
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v El andlisis se realizo en ciego respecto al tiempo posinfeccion (meses), de modo
que se desconocia la asignacion temporal de las muestras. Sin embargo, el
cegamiento completo no fue posible debido a las diferencias morfologicas
evidentes entre tejidos con presencia de cisticercos y tejidos control. Para
minimizar posibles sesgos, todo el analisis se llevd a cabo bajo parametros
estandarizados y utilizando un umbral uniforme en todas las iméagenes.

5.9 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se usé el software STATA19 y se emple6 la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney U. para comparar y determinar si existe diferencias
estadisticamente significativo en el area inmunorreactiva para los marcadores de
piroptosis de NLRP3, caspasa-1, GSDMD e IL-If en el tejido cerebral de ratas de los
diferentes grupos: ratas infectadas y ratas no infectadas. Los resultados se expresaron
como mediana (Mdn) + rangos intercuartilicos (RIC), y se considerd estadisticamente
significativo un valor de p < 0.05

Para determinar si existe asociacion entre la inmunorreactividad de estos

biomarcadores de piroptosis se uso la prueba de correlacién de Spearman.

V1.  RESULTADOS
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6.1 Evaluacion exploratoria de la inmunorreactividad de biomarcadores de
piroptosis en quistes viables de ratas con neurocisticercosis tratadas y no

tratadas.

En una fase inicial del analisis, se evalu6 de manera exploratoria la inmunorreactividad
de los biomarcadores de piroptosis NLRP3, caspasa-1, gasdermina D clivada
(GSDMD-C1) ¢ interleucina-1f (IL-1B) en tejidos cerebrales con quistes provenientes
de ratas tratadas y no tratadas con drogas antiparasitarias. Este analisis preliminar tuvo
como finalidad evaluar posibles diferencias asociadas al tratamiento; sin embargo, se
evidenciaron que el tratamiento no produjo cambios consistentes entre ambos grupos,
con la persistencia de quistes viables tanto en ratas tratadas como no tratadas y un
tamafio muestral limitado por grupo y tiempo postratamiento. A continuacion, se
presentan los resultados correspondientes a esta comparacion.

Para NLRP3, se observa que el grupo tratado presenta variaciones a lo largo del tiempo,
con un incremento a los 8 meses, mientras que el grupo no tratado mantiene valores
relativamente estables con ligeras fluctuaciones. No se evidencian diferencias

marcadas entre ambos grupos en todos los tiempos evaluados. (Tabla 4)

Tabla 4. Comparacién de la inmunorreactividad de NLRP3 en tejido cerebral de rata
con quistes viables de los grupos tratados y no tratados a diferentes tiempos
postratamiento
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Tiempo de Infectado no tratado Infectado tratado

sacrificio p_value
postratamiento Mdn(n) RIC Mdn(n) RIC

48 horas 2.67(4) 1.51-3.18 4.69(2) 4.26-5.10  0.1333

2 meses 4.27(3) 4.10-5.26 1.30(3) @ 0.25-1.62 0.1000

8 meses 2.27(5) 1.44-3.31 3.62(2) | 3.55-5.69 0.3810

12 meses 4.11(3) 1.02-6.11 2.79(3) | 0.95-3.16 0.4000

Valores que corresponden al porcentaje de area inmunorreactiva de NLRP3 por mm2 en tejido
cerebral de ratas tratadas y no tratadas, evaluados a diferentes tiempos postratamiento. Los datos se
expresan como medianay rango intercuartilico (RIC). Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, *p < 0.05; **p < 0.01.

Para caspasa-1, ambos grupos presentan niveles bajos en general. El grupo tratado
muestra un ligero incremento a los 8 meses, mientras que el grupo no tratado mantiene
valores cercanos a cero a lo largo de todos los tiempos evaluados. (Tabla 5)

Tabla 5. Comparacion de la inmunorreactividad de Caspasal en tejido cerebral de

rata con quistes viables de los grupos tratados y no tratados a diferentes tiempos
postratamiento

Tiempo de Infectado no tratado Infectado tratado
posi?;gririiignto Mdn(n) RIC Mdn(n)  RIC p_value
48 horas 2.27(4) | 0.43-415 0.49(2) 0.47-052 0.8000
2 meses 0.16(3) = 0.11-2.39  0.37(3) | 0.15-041  1.0000
8 meses 0.64(5)  0.26-0.95 3.05(2) 2.72-3.39  0.0952
12 meses 0.49(3) 0.23-0.61 0.28(3) | 0.09-4.76  1.0000

Valores que corresponden al porcentaje de area inmunorreactiva de caspasa-1(caspl) por mm2 en
tejido cerebral de ratas tratadas y no tratadas, evaluados a diferentes tiempos postratamiento. Los
datos se expresan como mediana y rango intercuartilico (RIC). Las comparaciones entre grupos se
realizaron mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. *p < 0.05; **p < 0.01.

En el caso de GSDMD, el grupo tratado muestra una mayor inmunorreactividad en el

tiempo temprano de 48 horas postratamiento, seguida de una disminucion a los 2 meses
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y fluctuaciones posteriores. Por su parte, el grupo no tratado presenta valores mas
variables, con un incremento a los 2 meses y una tendencia irregular en los demas
periodos. (Tabla 6)

Tabla 6. Comparacion de la inmunorreactividad de GSDMD-CL en tejido cerebral de

rata con quistes viables de los grupos tratados y no tratados a diferentes tiempos
postratamiento.

Tiempo de Infectado no tratado Infectado tratado
posstiggriﬁiigmo Mdn(n)  RIC  Mdn(n) RIC p_value
48 horas 4.81(4) 3.84-5.89  8.83(2) | 5.05-12.60 = 0.5333
2 meses 4.00(3) 2.11-6.23  0.83(3) | 0.43-1.92 0.1000
8 meses 1.42(5) 1.36-1.53  3.65(2) 3.54-3.75 = 0.0952
12 meses 4.09(3) 3.78-8.18  1.09(3) 1.05-1.94 | 0.1000

Valores que corresponden al porcentaje de area inmunorreactiva de GSDMD-C1 por mm? en tejido
cerebral de ratas tratadas y no tratadas, evaluados a diferentes tiempos postratamiento. Los datos se
expresan como medianay rango intercuartilico (RIC). Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, *p < 0.05; **p < 0.01.

En cuanto a IL-1p, el grupo tratado presenta una disminucion progresiva desde 48 horas
hasta 12 meses. En contraste, el grupo no tratado evidencia un patron mas variable, con

un incremento a los 12 meses. (Tabla 7)
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Tabla 7. Comparacion de la inmunorreactividad de IL-1p en tejido cerebral de rata
con quistes viables de los grupos tratados y no tratados a diferentes tiempos
postratamiento

Tiempo de Infectado no tratado Infectado tratado

sacrificio value
oostratamiento Mdn@ | RIC Mdn(n)  RIC P-

48 horas 2.18(4) 2.15-2.35 3.38(2) 2.82-3.94 0.1333
2 meses 1.82(3) 0.24-1.89 1.91(3) 0.82-2.12  0.4000
8 meses 0.76(5) 0.31-2.54 3.54(2) 2.17-490 05714
12 meses 0.13(3) 0.03-4.17 3.30(3) | 0.18-3.51  0.7000

Valores que corresponden al porcentaje de area inmunorreactiva de IL-13 por mm?2 en tejido
cerebral de ratas tratadas y no tratadas, evaluados a diferentes tiempos postratamiento. Los datos se
expresan como medianay rango intercuartilico (RIC). Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, *p < 0.05; **p < 0.01.

En conjunto, las tablas 4 al 7 muestran que los biomarcadores de piroptosis NLRP3,
caspasa-1, GSDMD-C1 e IL-1p presentan inmunorreactividad en tejidos cerebrales con
quistes viables tanto de ratas tratadas como no tratadas. La comparacion estadistica
entre ambos grupos no evidencié diferencias significativas para ninguno de los
biomarcadores evaluados en los tiempos analizados. Estos resultados indican que el
tratamiento no se asoci6 con cambios en la inmunorreactividad de los biomarcadores
de piroptosis evaluados en el presente estudio.

Por esta razon, considerando que el objetivo principal del estudio fue evaluar la
activacion de la piroptosis asociada a la presencia de la infeccion cerebral y que no se
observaron diferencias significativas en los biomarcadores de piroptosis entre los
tejidos con quistes viables provenientes de ratas tratadas y no tratadas, se agruparon
unicamente las muestras con quistes viables en un Unico grupo de tejidos infectados,

independientemente de la condicion del tratamiento.
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6.2 Inmunorreactividad de los biomarcadores de piroptosis en tejidos cerebrales

infectados y no infectados

Para el analisis central del estudio, los tejidos con quistes provenientes de ratas tratadas
y no tratadas fueron agrupados en un anico grupo de tejidos infectados, los cuales se
compararon con tejidos cerebrales de ratas no infectadas (grupo control). Esta
agrupacion permitio evaluar de manera mas consistente el impacto de la
neurocisticercosis sobre la inmunorreactividad de los biomarcadores de piroptosis,
disminuyendo la variabilidad asociada a subclasificaciones con bajo tamafio muestral
y fortaleciendo la interpretacion bioldgica de los resultados.

6.2.1 Inmunorreactividad del inflamasoma NLRP3

Se evalu6 la inmunorreactividad del inflamasoma NLRP3 a una distancia de 400 pm
alrededor del quiste mediante la técnica de inmunohistoquimica, tanto en tejidos
cerebrales infectados como en tejidos no infectados. En ambos grupos se observo
inmunorreactividad para este marcador a lo largo de los tiempos analizados con
variaciones dependientes del periodo evaluado. La comparacion estadistica entre
tejidos infectados y no infectados, realizada mediante la prueba de Mann-Whitney U,
no evidenci6 diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los tiempos
posinfeccion evaluados. No obstante, de manera descriptiva en algunos periodos los
tejidos infectados presentaron valores mas elevados de inmunorreactividad en
comparacion con los no infectados (Tabla 8 y Figura 1). En los tejidos infectados se
observa inmunorreactividad perilesional alrededor del cisticerco, mientras que en los

tejidos no infectados la inmunorreactividad es menor y de distribucion mas difusa, en
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concordancia con los resultados cuantitativos, sin evidenciar diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 2).

Tabla 8. Comparacion de la inmunorreactividad de NLRP3 en tejido cerebral de ratas
infectadas con grupo no infectado a diferentes tiempos posinfeccion

Tiempo de Infectado No infectado

pgslﬂ;‘lg::illgn Mdn()  RIC  Mdn(m) Ric  P-vale

6 meses 3.18(6) 2.21-426  131(4) 0.40-2.97 01714
8 meses 2.86(6) 1.30-427  1.74(3) 1.31-235  0.9048
10 meses 0.75(2)  0.54-0.96 1.23(3) 0.26-1.89  0.8000
14 meses 3.31(7) 144569  1.48(4) 1.37-1.82  0.1636

18 meses 2.97(6) 1.02-4.11 1.31(4) @ 1.02-1.57 @ 0.2571

Valores que corresponden al porcentaje de area inmunorreactiva de NLRP3 por mm2 en tejido cerebral
de ratas infectadas y no infectadas, evaluados a diferentes tiempos posinfeccion. Los datos se expresan
como mediana y rango intercuartilico (RIC). La comparacion entre ambos grupos se realizé mediante la
prueba no paramétrica de Mann-Whitney U. *p < 0.05; **p < 0.01.
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Figura 1 Cuantificacion de la inmunorreactividad del inflamasoma NLRP3 por mm2 en tejido cerebral
alrededor del cisticerco en ratas infectadas y no infectadas.

A. Evolucion temporal de la inmunorreactividad de NLRP3. B. Distribucion de la inmunorreactividad
mostrada como graficos de cajas y bigotes a diferentes tiempos posinfeccion. (**) p value < 0.01, (*) p
value <0.05. Medianaz=.RIC.
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TIEMPO DE SACRIFICIO POSINFECCION

8 MESES

14 MESES

INFECTADO NO INFECTADO
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Figura 2 Inmunorreactividad de inflamasoma NLRP3 en tejido cerebral de ratas
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diferentes tiempos posinfeccion.
C: cisticerco. Flechas rojas: zona inmunorreactiva alrededor del cisticerco. Barra de escala 50 pm.

6.2.2 Inmunorreactividad del inflamasoma caspasa-1 (Casp-1)

Se evalud la inmunorreactividad de caspasa-1 en tejido cerebral de ratas con
neurocisticercosis, comparando tejido cerebrales infectados y no infectados a
diferentes tiempos posinfeccion. En conjunto, los resultados evidencian que los tejidos
infectados presentan una mayor inmunorreactividad de casp-1 en comparacién con los
no infectados, lo cual sugiere una mayor activacién de esta caspasa en el contexto de

infeccion.
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El anélisis estadistico, realizado mediante la prueba de Mann-Whitney U, evidencio
una diferencia estadisticamente significativa Unicamente a los 6 meses posinfeccion (p
= 0.0095). En los deméas tiempos evaluados, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, aunque los valores de
inmunorreactividad tendieron a ser mayores en los tejidos infectados (Tabla 9 y Figura
3). Adicionalmente la inmunorreactividad de caspasa-1 presenta una localizacion
perilesional alrededor del cisticerco y mayor intensidad de inmunorreactividad en los
tejidos infectados (Figura 4).

Tabla 9. Comparacion de la inmunorreactividad de caspasa-1 en tejido cerebral de
ratas infectadas con grupo no infectado a diferentes tiempos post tratamiento

Tiempo de Infectado No infectado

sacrificio p_value
posinfeccion Mdn(n) RIC Mdn(n) RIC

6 meses 0.49(6) 0.47-4.06 0.09(4) @ 0.08-0.16 = 0.0095**
8 meses 0.26(6) 0.15-0.41 0.11(3) 0.03-1.22  0.5476
10 meses 0.31(2) 0.06-0.55 1.02(3) | 0.14-1.86  0.4000
14 meses 0.95(7) 0.26-2.72 0.33(4) = 0.28-0.38  0.2303
18 meses 0.39(6) 0.23-0.61 0.09(4)  0.07-0.28 0.1524

Valores que corresponden al porcentaje de area inmunorreactiva caspasa-1 por mm?2 en tejido
cerebral de ratas infectadas y no infectadas, evaluados a diferentes tiempos posinfeccion. Los datos
se expresan como mediana y rango intercuartilico (RIC). La comparacion entre ambos grupos se
realizd mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney U. *p < 0.05; **p < 0.01.
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Figura 3 Cuantificacion de la inmunorreactividad de Caspasa-1 por mm? en tejido cerebral alrededor
del cisticerco en ratas infectadas y no infectadas.

A. Evolucién temporal de la inmunorreactividad de Caspasa-1. B. Distribucion de la inmunorreactividad
mostrada como graficos de cajas y bigotes a diferentes tiempos posinfeccion. (**) p value < 0.01, (*) p
value <0.05. Medianaz.RIC.
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TIEMPO DE SACRIFICIO POSINFECCION

14 MESES

INFECTADO NO INFECTADO
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—
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Figura 4 Inmunorreactividad de Caspasa-1 en tejido cerebral de ratas infectadas y no infectadas a diferentes tiempos
posinfeccion.
C: cisticerco. Flechas rojas: zona inmunorreactiva alrededor del cisticerco. Barra de escala 50 pum.
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6.2.3 Inmunorreactividad de gasdermina D clivada (GSDMD-C1)

La inmunorreactividad de GSDMD-C1 fue significativamente mayor en tejidos
cerebrales infectados que en los no infectados en la mayoria de los tiempos evaluados.
Este incremento fue evidente desde los 6 meses posinfeccion y se mantuvo en etapas
posteriores, aunque no se observaron diferencias significativas a los 10 meses. Estos
resultados sugieren una activacién sostenida de GSDMD-C1 durante el curso de la

neurocisticercosis (Tabla 10 y Figura 5).
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El analisis microscopico muestra la localizacion especifica de GSDMD en el tejido
cerebral, evidenciando zonas de inmunorreactividad alrededor del cisticerco. En
algunas areas, esta inmunorreactividad presentd un patron de distribucion puntiforme
y/o anular, observable tanto en inmunohistoquimica como por inmunofluorescencia,
particularmente en regiones perilesionales. Estas imagenes permiten observar el patrén
focal de expresion de dicho marcador, coherente con el proceso inflamatorio que
caracteriza a la neurocisticercosis y en concordancia con los patrones cuantitativos
evidenciados (Figuras 6y 7)

Estos resultados evidencian gque la neurocisticercosis induce una respuesta inflamatoria

sostenida que involucra fuertemente la via piroptotica.

Tabla 10. Inmunorreactividad de la gasdermina D clivada (GSDMD-C1) en tejido
cerebral de ratas infectadas y no infectadas a diferentes tiempos posinfeccion

Tiempo de Infectado No infectado
sacrificio p_value
posinfeccion Mdn(n) RIC Mdn(n) RIC
6 meses 5.33(6) 4.00-6.18 0.44(4)  0.22-0.61  0.0095**
8 meses 2.01(6) 0.83-4.01 0.15(3)  0.11-1.33  0.0238*

10 meses 2.24(2) 0.29-418  0.05(3)  0.02-0.06  0.2000

14 meses 153(7) = 1.36-354  0.01(4) 0.01-0.24 0.0121*

18 meses 2.86(6)  1.09-4.09  0.75(4) 0.49-0.96  0.0381*
Valores que corresponden al porcentaje de &rea inmunorreactiva GSDMD-C1 por mm2 en tejido cerebral
de ratas infectadas y no infectadas, evaluados a diferentes tiempos posinfeccion. Los datos se expresan

como mediana y rango intercuartilico (RIC). La comparacién entre ambos grupos se realiz6 mediante la
prueba no paramétrica de Mann-Whitney U. *p < 0.05; **p < 0.01.
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Figura 5 Cuantificacion de la inmunorreactividad de GSDMD-C1 por mm2 en tejido cerebral alrededor del
cisticerco.

A. Evolucion temporal de la inmunorreactividad de GSDMD-CL1. B. Distribucion de la inmunorreactividad
mostrada como graficos de cajas y bigotes a diferentes tiempos posinfeccion. (**) p value < 0.01, (*) p
value <0.05. Mediana+.RIC.
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TIEMPO DE SACRIFICIO POSINFECCION

6 MESES

8 MESES

10 MESES

INFECTADO NO INFECTADO

Figura 6 Inmunorreactividad de GSDMD-Clen tejido cerebral de ratas infectadas y no infectadas a diferentes tiempos
posinfeccion. C: cisticerco. Flechas rojas: zona inmunorreactiva alrededor del cisticerco. Barra de escala 50 pum.
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TIEMPO DE SACRIFICIO POSINFECCION

18 MESES
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Figura 7 Inmunorreactividad de GSDMD-Clen tejido cerebral de ratas infectadas y no infectadas a diferentes tiempos
posinfeccion. C: cisticerco. Flechas rojas: zona inmunorreactiva alrededor del cisticerco. Barra de escala 50 pm.

6.2.4 Inmunorreactividad de Interleucina 1p (IL-1p)

La inmunorreactividad de IL-1p fue significativamente mayor en los tejidos cerebrales
infectados que en los no infectados a los 6, 8 y 14 meses posinfeccion, mientras que a
los 10 y 18 meses no se observaron diferencias entre los grupos. En conjunto estos
resultados evidencian un aumento temporal de IL-1B asociado a la infeccion,
compatible con una respuesta inflamatoria dinamica durante el curso de la

neurocisticercosis (Tabla 11 y Figura 8).

36



La inmunorreactividad de IL-1B se observa predominantemente en la region

perilesional alrededor del cisticerco, con un patrén de distribucion focal y mayor

intensidad en el tejido alrededor del paréasito (Figura 9).

Tabla 11. Comparacién de la inmunoreactividad de IL-1p en tejido cerebral de ratas
infectadas y no infectadas a diferentes tiempos posinfeccion

Tiempo de
sacrificio
posinfeccion
6 meses

8 meses
10 meses
14 meses

18 meses

Infectado
Mdn(n) RIC
2.35(6)  2.16-2.82
1.85(6)  0.82-1.91
0.66(2) @ 0.01-1.32
2.17(7)  0.31-4.90
1.74(6)  0.13-3.51

No infectado

Mdn(n)
0.02(4)
0.03(3)
0.03(3)
0.04(4)
0.07(4)

RIC
0.01-0.03
0.03-0.07
0.01-0.06
0.02-0.23
0.03-0.16

p_value

0.0095**
0.0238*
1.0000
0.0242*
0.1714

Valores que corresponden al porcentaje de area inmunorreactiva IL-1p por mm? en tejido cerebral
de ratas infectadas y no infectadas, evaluados a diferentes tiempos posinfeccion. Los datos se
expresan como mediana y rango intercuartilico (RIC). La comparacion entre ambos grupos se
realiz6 mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney U. *p < 0.05; **p < 0.01.
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Figura 8 Cuantificacion de la inmunorreactividad de IL-18 por mm? en tejido cerebral alrededor del cisticerco
en ratas infectadas y no infectadas.

A. Evolucion temporal de la inmunorreactividad de IL-1p. B. Distribucion de la inmunorreactividad mostrada
como graficos de cajas y bigotes a diferentes tiempos posinfeccion. (**) p value < 0.01, (*) p value <0.05.
Mediana+.RIC.
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TIEMPO DE SACRIFICIO POSINFECCION

14 MESES 8 MESES 6 MESES

18 MESES

INFECTADO NO INFECTADO

oD BOa B R PN R AR
Figura 9 Inmunorreactividad de
posinfeccion. C: cisticerco. Flechas rojas: zona inmunorreactiva alrededor del cisticerco. Barra de escala 50 um.

39



El andlisis de los biomarcadores NLRP3, caspasa-1, GSDMD-C1 e IL-1p evidencié un
aumento en la inmunorreactividad en el tejido cerebral de ratas infectadas, con
variaciones dependientes del tiempo posinfeccion. En conjunto, se observé un patron
dindmico de expresidn, con incrementos temprano, persistencia o picos tardios en
algunos marcadores, asi como diferencias entre ratas infectadas y sanas en momentos
especificos. Estos hallazgos indican una activacion sostenida de la respuesta asociada
a piroptosis durante el curso de la neurocisticercosis en este modelo animal.

6.3 Poblacion celular inmunorreactiva al marcador gasdermina D clivada

(GSDMD-C1)

Se evaluo la poblacion celular inmunorreactiva a GSDMD-C1 en tejido cerebral de
ratas con neurocisticercosis, con el objetivo de identificar qué tipo celulares participan
en la expresion de este marcador asociado a piroptosis. Para ello se empled
inmunofluorescencia de doble marcaje, combinando GSDMD-C1 con marcadores
especificos de astrocitos (GFAP), neuronas (NeuN) y microglias (Ibal). La Figura 10
muestra las microfotografias obtenidas mediante microscopia confocal, donde
GSDMD-C1 se visualiza en verde y los marcadores celulares en rojo. La superposicion
de las sefiales (MERGE) permite identificar las células inmunorreactivas al marcador

mediante coincidencia de ambas fluorescencias.
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Figura 10 Inmunofluorescencia de GSDMD-C1.

A) Inmunofluorescencia doble de GSDMD-C1 con astrocitos (GFAP). B) Inmunoflurescencia doble de GSDMD-C1 con
neuronas (NeuN). C) Inmunofluorescencia doble de GSDMD y microglias (IBA1). GSDMD: verde. GFAP, NeuN e IBA: rojo.
Las imagenes MERGE muestran sefial amarilla (flechas), indicativa de colocalizacion. Barra de escala: 100 pm.
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6.4 Correlacion entre el porcentaje de inmunorreactividad de los biomarcadores
NLRP3, caspasa-1, GSDMD-C1 e IL-1f en tejidos de cerebro de rata con
neurocisticercosis.

Para evaluar si los biomarcadores involucrados en la piroptosis presentan una relacion

entre si en el contexto de la neurocisticercosis, se realizé andlisis de correlacion de

Spearman entre los porcentajes de inmunoreactividad obtenidos para NLRP3, caspasa-

1, GSDMD-C1 e IL-1B. Este método es adecuado para datos no paramétricos que

permite identificar asociaciones entre estas variables bioldgicas.

La Tabla 12 representa los coeficientes rho (p) obtenidos y sus respectivos valores de

significancia. La interpretacion se realizo de acuerdo con la escala propuesta por Daniel

(1999), donde correlaciones de 0.00-0.19 se consideran muy débiles, 0.20-0.39 débiles,

0.40-0.59 moderadas, 0.60-0.79 fuertes y >0.80 muy fuertes.

Los resultados muestran que NLRP3 y GSDMD-C1 presentan una correlacion

moderada y significativa, indicando que la activacion del inflamasoma NLRP3 podria

estar asociada a la activacion del mecanismo ejecutor de la piroptosis mediado por

gasdermina D. Caspasa-1 e IL-1B también muestran una correlacion moderada y

significativa, consistente con el papel de la caspasa-1 en la maduracion de citocinas

inflamatorias como los es IL-1pB durante la piroptosis. Las demas combinaciones no
mostraron correlaciones significativas, los cual sugiere que la activacién de estos
biomarcadores no es necesariamente simultanea ni proporcional, sino dependiente del
microambiente inflamatorio y la presencia del quiste. La Figura 11 complementa los
resultados del analisis de correlacion al mostrar visualmente la distribucion de los 4

biomarcadores en el tejido cerebral infectado. Esta inmunorreaccion se concentra en la
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region perilesional, lo cual coincide con las areas donde se realizaron las mediciones

cuantitativas

CASP-1 NLRP3

GSDMD-C1

Figura 11. Inmunorreactividad de marcadores de piroptosis en tejido cerebral con NCC.
A. Vista general del tejido que muestra la inmunorreaccion alrededor del cisticerco (C). B.
Ampliacion de una region que resalta una zona inmunorreactiva. Barra de escala: 200 pm.
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Tabla 12. Correlacion entre la inmunorreactividad de los biomarcadores NLRP3,
caspasa-1, GSDMD-Cl e IL-1B

Comparacion Rho (p) pvalue
NLRP3 — Caspasa-1 0.1140 0.4998
NLRP3 — GSDMD 0.4030 0.0139*
NLRP3 —IL-18 0.2076 0.2166
Caspasa-1 - GSDMD 0.1705 0.3116
Caspasa-1 — IL-1B 0.4950 0.0021*
GSDMD - IL-1B 0.2204 0.1891

p: coeficiente de correlacion de Spearman.
Interpretacién: 0.00-0.19 muy débil; 0.20-0.39 débil; 0.40-0.59 moderada; 0.60-0.79 fuerte; 0.80-
1.00 muy fuerte (Daniel & Cross, 2018). (**) p value<0.01, (*) p value < 0.05.
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VII. DISCUSION

En este estudio se evalud si la neurocisticercosis (NCC) induce muerte celular por
piroptosis mediante la inmunorreactividad de NLRP3, caspasa-1, gasdermina D
(GSDMD-C1) e IL-1p en tejido cerebral de ratas infectadas. En conjunto, los cuatro
biomarcadores evaluados mostraron una mayor inmunorreactividad en animales con
NCC, con variaciones dependientes del tiempo posinfeccion. Estos resultados sugieren
que la NCC se asocia a una respuesta inflamatoria temporalmente variable en el tejido
cerebral, influenciada por la presencia del cisticerco.

Inicialmente, se exploré la posible influencia del tratamiento antiparasitario
comparando ratas tratadas y no tratadas; sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos para ninguno de los biomarcadores evaluados,
indicando que el tratamiento no produjo un efecto consistente sobre la activacion de la
piroptosis. Este resultado puede explicarse por la persistencia de quistes viables tanto
en animales tratados como no tratados. En este sentido, Huaman Navarro (2025),
utilizando las mismas muestras experimentales, reporto la presencia de quistes viables
en una proporcién importante en animales tratados, lo que evidencia que el tratamiento
antiparasitario no fue efectivo en este modelo animal.

Estos hallazgos justifican la decision de agrupar las muestras las muestras segun el
tiempo posinfeccion, ya que el tratamiento no evidencié diferencias relevantes en los
biomarcadores.

Bajo este enfoque de analisis, la inmunorreactividad de NLRP3 confirma que la NCC

induce activacion inflamatoria alrededor del cisticerco. Este comportamiento coincide
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con la funcion del inflamasoma NLRP3 como sensor de PAMPs y DAMPs y mediador
central de la activacion de caspasa-1 y la maduracion de citocinas inflamatorias como
IL-1B e IL-18. Estudios recientes destacan su papel en enfermedades inflamatorias y
neurodegenerativas. En este estudio, el incremento mas notorio ocurrio a los 14 meses
posinfeccion donde se observan valores descriptivamente mayores de
inmunorreactividad en ratas infectadas, sin embargo, estas diferencias no alcanzaron
significancia estadistica. Este comportamiento podria relacionarse con la persistencia
del parasito o con la liberacion progresiva de sefiales de dafio asociados a su presencia
en el tejido cerebral (Del Brutto & Garcia, 2012; Garcia HH, Nash TE, 2014). Ademas,
la acumulacion de DAMPs vy la activacion glial en entornos inflamatorios crénicos ha
sido descrita como un potenciador de la via NLRP3 (L. Zhang et al., 2024). En otros
tiempos (6, 8, 10 y 18 meses posinfeccion) tampoco se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos; no obstante, se observaron valores
descriptivamente mayores en los tejidos infectados, lo cual es consistente con la
heterogeneidad del proceso inflamatorio asociada a la presencia del cisticerco,
previamente descrita en la neurocisticercosis (Carmen-Orozco et al., 2019; Hamamoto
Filho et al., 2021). La inmunorreactividad de NLRP3 en tejido cerebrales infectados
mostrd variaciones temporales a lo largo del periodo de estudio, incluyendo valores
descriptivamente mayores en comparacion con los tejidos no infectados; sin evidenciar
una activacion uniforme en todos los tiempos evaluados no siendo estadisticamente
significativo. Este comportamiento podria relacionarse con la participacion prolongada
de lavia NLRP3-IL-1p en procesos inflamatorios cronicos del sistema nervioso central

descritos previamente (Zheng et al., 2023). En conjunto, estos hallazgos respaldan que
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la NCC activa de manera sostenida el inflamasoma NLRP3, con picos modulados por
la presencia del parasito.

La inmunorreactividad de caspasa-1 mostré que la NCC activa la via canonica de
piroptosis. Caspasa-1, proteina responsable de la maduracion de IL-1p ¢ IL-18 y de la
escision de GSDMD, presentd valores mayores en tejidos infectados en comparacion
con los tejidos no infectados, en concordancia con estudios previos que describen su
participacion en procesos inflamatorios del sistema nervioso central (Broz & Dixit,
2016; Frank & Vince, 2019). El incremento observado a los 6 meses posinfeccion,
corresponde al Unico tiempo en el que se encontraron diferencias estadisticamente
significativas lo que sugiere una respuesta inflamatoria temprana asociada a la
presencia inicial del parasito en el tejido cerebral, fendmeno descrito previamente en
modelos experimentales de NCC (Chenet al., 2016; Garcia HH, Nash TE, 2014). Entre
los tiempos posteriores (8, 10, 14 y 18 meses posinfeccion) no se evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas entre tejidos infectados y no infectados. No
obstante se mantuvo una tendencia a valores descriptivamente mayores de
inmunorreactividad de caspasa-1 en los tejidos infectados, lo cual se deberia a la
respuesta inflamatoria asociada a la presencia del cisticerco descrita en la NCC crénica
(Carmen-Orozco et al., 2019; Hamamoto Filho et al., 2021). Finalmente, la correlacién
moderada entre caspasa-1 e IL-1p observada en este estudio respalda su participacion
conjunta dentro de la via canonica de la piroptosis, tal como se ha descrito previamente
en contextos inflamatorios (Jorgensen et al., 2016; Jorgensen & Miao, 2017).

En el caso de GSDMD-C1, los resultados muestran que la NCC se asocia a los cambios

en la via efectora de la piroptosis, dado que esta proteina es responsable de la formacion
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de poros en la membrana plasmatica tras su escision por caspasas inflamatorias. La
inmunorreactividad de GSDMD-C1 fue significativamente mayor en los tejidos
cerebrales infectados en cuatro de los cinco tiempos evaluados, en comparacion con
los tejidos no infectados, lo que indica una activacion persistente de este componente
efector durante el curso de la infeccion. Los incrementos observados a los 6 meses y
nuevamente a los tiempos tardios de 14 y 18 meses posinfeccion sugieren la presencia
de picos temprano y tardio de activacion piroptotica. EI incremento temprano podria
estar relacionado con procesos inflamatorios agudos inducidos por la presencia inicial
del parasito, mientras que los incrementos tardios podrian reflejar procesos
inflamatorios crénicos e inflamacion cronica sostenida por la presencia del parasitario
0 estrés celular (Chen et al., 2016; Frank & Vince, 2019). Entre los 8 y 10 meses se
observo una disminucién, aunque manteniendo niveles mayores en animales infectados
comparados con los no infectados, lo que refleja inflamacidn persistente pero atenuada,
acorde con la reorganizacion tisular y la variabilidad segin la presencia del cisticerco
(Carmen-Orozco et al., 2019; Hamamoto Filho et al., 2021). EI aumento tardio en ratas
infectadas sugiere que la presencia del parasito puede inducir inflamacién prolongada
debido a la liberacién de DAMPs y restos estructurales (Wang et al., 2019; Zheng et al.,
2023). En conjunto, la persistencia de GSDMD indica que la piroptosis podria
contribuir tanto al dafio neuronal temprano como a la inflamacién crénica observada
enlaNCC (Li & Guo, 2025; L. Zhang et al., 2024).

La expresion de IL-1, citocina clave en inflamacion neuroinmune, presentd un patron
trifasico: aumento temprano (6 meses), disminucion intermedia (10 meses) y un

segundo incremento tardio (14 meses). Los niveles elevados en animales infectados
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concuerdan con su papel en procesos de respuesta inflamatoria del SNC (Broz & Dicxit,
2016; Frank & Vince, 2019). El aumento temprano podria explicarse por la activacion
inicial de la inmunidad innata inducida por la presencia de quiste viables y sus
productos excretorios-secretorios, capaces de estimular la microglia y desencadenar la
liberacion de citocinas proinflamatorias (Garcia HH, Nash TE, 2014; Mejia et al.,
2020). La reduccion intermedia de IL-1p sugiere una fase de modulacion inflamatoria
asociada a mecanismos regulatorios del hospedero que limitan el dafio tisular durante
la persistencia del parasito viable (Carmen-Orozco et al., 2019; Hamamoto Filho et al.,
2021). El incremento tardio es caracteristico de inflamacion crénica persistente,
posiblemente con cambios dinamicos en la viabilidad parasitaria, estrés tisular
prolongado o activacion glial persistente (Li & Guo, 2025; L. Zhang et al., 2024). Su
correlacion con caspasa-1 y GSDMD refuerza su rol en la via piroptotica (Jorgensen &
Miao, 2017).

La inmunofluorescencia realizada en este estudio demostré la expresion de
GSDMD-CI1 en neuronas y astrocitos, lo que indica que la piroptosis inducida por la
neurocisticercosis afecta de manera directa a multiples poblaciones celulares del
sistema nervioso central. La colocalizacion con los marcadores NeuN y GFAP respalda
la activacion de vias de muerte celular inflamatoria en células estructurales y
funcionales clave del tejido nervioso, particularmente en el entorno perilesional del
cisticerco, en concordancia con lo previamente descrito en modelos experimentales de
NCC (Mejiaet al., 2020). Estos hallazgos coinciden con estudios que han documentado
la activacion de GSDMD en neuronas, astrocitos y células endoteliales en diversas

patologias neuroinflamatorias, donde esta proteina ejecutora contribuye a la disrupcion
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de la homeostasis tisular y a la propagacion del dafio inflamatorio (Chen et al., 2016;
Frank & Vince, 2019).

De manera relevante, en nuestro estudio no se observo colocalizacion de GSDMD-C1
con el marcador microglial 1bal, lo que sugiere que, en el contexto de la NCC, la
microglia no participa predominantemente como célula ejecutora de piroptosis
mediada por GSDMD. Esta observacion es consistente con evidencia que indica que la
activacion del inflamasoma en microglia no siempre culmina en la escision de GSDMD
ni en la muerte celular litica. En particular, se ha demostrado que la microglia puede
procesar y liberar IL-1p e IL-18 mediante mecanismos no liticos, conservando su
viabilidad y capacidad funcional, fendmeno conocido como inflamacion sin piroptosis
(Evavold et al., 2018; Gaidt et al., 2016). Este tipo de respuesta permitiria a la microglia
mantener una activacion inflamatoria sostenida sin comprometer su rol como regulador
inmunoldgico del SNC.

Asimismo, se ha descrito que la expresion y activacion de GSDMD es altamente
dependiente del tipo celular. Estudios comparativos en el SNC muestran que, frente a
estimulos inflamatorios o infecciosos, neuronas y astrocitos presentan una mayor
susceptibilidad a activar vias de piroptosis mediadas por GSDMD, mientras que la
microglia tiende a privilegiar respuestas inflamatorias regulatorias y secretoras (Frank
& Vince, 2019; McKenzie et al., 2020). En el contexto de la NCC, la microglia cumple
funciones esenciales de reconocimiento antigénico, fagocitosis de detritos y
amplificacion de la respuesta inflamatoria perilesional, lo que podria favorecer su
supervivencia en lugar de su eliminacion por muerte celular inflamatoria (Carmen-

Orozco et al., 2019; Garcia HH, Nash TE, 2014; Hamamoto Filho et al., 2021).
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Por otro lado, la expresion de GSDMD en neuronas adquiere una relevancia clinica
significativa, ya que la activacion de mecanismos de muerte celular inflamatoria en
estas celulas podria contribuir directamente a las manifestaciones neurolégicas de la
NCC, como convulsiones y deterioro cognitivo, ampliamente reportadas en pacientes
afectados. Un patron similar de dafio neuronal mediado por inflamasoma y GSDMD
ha sido descrito en enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson,
donde la activacion inflamatoria crénica se asocia con pérdida neuronal progresiva y
disfuncion sinaptica (Heneka et al., 2018).

En conjunto, la expresion selectiva de GSDMD-C1 en neuronas y astrocitos, junto con
su ausencia en microglia, sugiere que la piroptosis constituye un mecanismo celular
especifico dentro de la respuesta inflamatoria de la NCC. Mientras la microglia actuaria
principalmente como modulador y amplificador de la neuroinflamacion mediante vias
no liticas, las neuronas y astrocitos serian mas vulnerables a la ejecucion directa de
piroptosis, contribuyendo de forma sustancial al dafio estructural y funcional del SNC.
Estos hallazgos refuerzan el papel de GSDMD como un mediador central de la
patogénesis neuroinflamatoria y consolidan su relevancia como potencial diana
terapéutica en la NCC.

Es relevante sefialar que la inmunorreactividad de GSDMD mostro, en algunas células,
un patrén de distribucion anular o puntiforme, observable tanto en inmunohistoquimica
como en inmunofluorescencia, particularmente en regiones perilesionales del tejido
cerebral. Si bien las técnicas empleadas en el presente estudio no permiten la
visualizacion directa de poros funcionales, este patron de inmunorreacion

resulta compatible con la organizacion en estructuras tipo anillo del fragmento
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N-terminal de GSDMD, descrita previamente como un paso clave en la ejecucion de
la piroptosis. Dichas estructuras porogénicas han sido asociadas con la pérdida de la
integridad de la membrana plasmatica y con la liberacidn de citocinas proinflamatorias,
como IL-1B, contribuyendo a la amplificacion de la respuesta inflamatoria en el sistema
nervioso central.

Estudios estructurales y funcionales han demostrado que, tras su escision por caspasas
inflamatorias, el dominio N-terminal de GSDMD se inserta en la membrana plasmatica
y se organiza en complejos circulares formadores de poros, responsables de la pérdida
de la integridad de la membrana celular y de la liberacion de citocinas proinflamatorias
como IL-1pB (Ding et al., 2016; X. Liu et al., 2016; Xia et al., 2021). En este contexto,
la presencia de dicho patrén anular o puntiforme en células localizadas en zonas
perilesionales sugiere la activacion local de la via piroptética, contribuyendo
potencialmente a la amplificacion de la respuesta inflamatoria en el sistema nervioso
central.

Adicionalmente, el andlisis de correlacion permiti6 observar asociaciones
entre NLRP3-GSDMD vy caspasa-1-IL-1pB, lo que respalda una activacion funcional
coordinada de la via candnica de piroptosis (Jorgensen et al., 2016). En conjunto, la
NCC induce una activacion multifasica del inflamasoma y de la piroptosis en tejido
cerebral, lo cual genera un microambiente neuroinflamatorio complejo que podria
contribuir a sus manifestaciones neuroldgicas.

Finalmente, mecanismos terapéuticos dirigidos a la via piroptotica han demostrado
resultados prometedores en modelos experimentales. En un modelo de isquemia

cerebral, Shen etal. (2026) demostraron que la inhibicién farmacoldgica de la
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activacion microglial del eje NLRP3—caspasa-1-GSDMD, mediada por quercetina,
reduce la neuroinflamacion y protege el tejido cerebral. Esta evidencia sugiere que el

bloqueo de la via piroptotica podria representar una estrategia potencial para modular

el dafo inflamatorio en la neurocisticercosis.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los biomarcadores asociados a la activacion de la piroptosis, NLRP3, caspasa-1
presentaron mayor inmunorreactividad en tejidos cerebrales con neurocisticercosis
en comparacién con los no infectados, con variaciones dependientes del tiempo
posinfeccion.

Los biomarcadores asociados a la fase efectora de la piroptosis GSDMD e IL-13
presentaron mayor inmunorreactividad en tejido cerebral infectado, con variaciones
dependientes del tiempo posinfeccion.

GSDMD mostro el patron de aumento mas consistente entre los tiempos evaluados,
respaldando su papel como efector clave en la ejecucion de la piroptosis durante la
infeccion.

La expresion de gasdermina D en neuronas y astrocitos indica la participacion de
multiples tipos celulares del sistema nervioso central en la respuesta inflamatoria
asociada a la neurocisticercosis.

Se observaron asociaciones moderadas y significativas entre NLRP3 y GSDMD-
Cl1, asi como entre caspasa-1 e IL-1f, compatibles con la activacion de la via
canonica de la piroptosis, aunque sin una activacion uniforme de todos los

biomarcadores en todos los tiempos evaluados.
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IX. LIMITACIONES

El estudio se realiz6 en un modelo experimental en ratas, lo que permitio un analisis
controlado de la neurocisticercosis, pero limita la extrapolacion directa de los
resultados a humanos.

La evaluacién de la piroptosis se basé en la inmunodeteccion de biomarcadores,
incluyendo la forma clivada de gasdermina D (GSDMD-C1); sin embargo, no se
realizaron ensayos funcionales directos de muerte celular, lo que impide confirmar
de manera definitiva la ejecucion completa del proceso piroptotico.

La cuantificacion se efectu6 mediante un analisis semi-cuantitativo de area
inmunorreactiva, técnica adecuada para estudios histolégicos, pero que no permite
determinar niveles absolutos de expresion proteica.

El tamafio muestral por grupo y tiempo posinfeccion, aunque adecuado para un
estudio exploratorio, podria limitar la deteccién de algunas diferencias estadisticas,
especialmente en fases con alta variabilidad inflamatoria.

La persistencia de quistes viables en muestras provenientes de animales tratados
limito el andlisis comparativo del efecto del tratamiento antiparasitario sobre los
biomarcadores de la via de piroptosis.

No se evaluaron biomarcadores especificos asociados a la viabilidad del cisticerco
0 a la respuesta al tratamiento antiparasitario, por lo que las comparaciones entre
animales tratados y no tratados deben interpretarse exclusivamente en el contexto

de los biomarcadores de piroptosis analizados.
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X. RECOMENDACIONES

Incluir en estudios futuros ensayos funcionales directos que confirmen la muerte
celular piroptética asociada a la activacion de GSDMD-CI.

Evaluar otros mecanismos de muerte celular regulada que puedan coexistir con la
piroptosis en la neurocisticercosis.

Ampliar el tamafio muestral y realizar analisis cuantitativos de colocalizacién

celular en estudios futuros.
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XIl.

ANEXOS

ANEXO 1: ANTICUERPOS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO

Anticuerpo Marca Cadigo Concentracion Tipo Técnica
IgG de conejo anti - NALP3 ProSci 5447 Img/mL Policlonal IHQ
IgG de conejo anti — Thermo
] MAS5-16215 Img/mL Monoclonal IHQ
Caspasa-1 Fisher
IgG de conejo anti — Novus NBP2- )
_ ) I1mg/mL Policlonal IHQ/IFI
GSDMDC1 Biologicals 80427
IgG de conejo anti — IL-1p Abcam Ab9722 100ug/mL Policlonal IHQ
IgG de cabra anti-1gG de Thermo )
) _ 5220-0336 Img/mL Policlonal IHQ
cconejo (H+L) Fisher
IgG de raton anti - NeuN Abcam ADb104224 1mg/mL Monoclonal IFI
IgG de cabra anti — Ibal Abcam Ab5076 0.5 mg/mL Policlonal IFI
IgG de raton anti - GFAP Merck IFO3L 100 ug/mL Monoclonal IFI
Alexa Fluor 488 Donkey anti- Thermo _
) A11055 2mg/mL Policlonal IFI
goat IgG (H+L) Fisher
Alexa Fluor 594 Donkey anti- Thermo _
A21203 2mg/mL Policlonal IFI
mouse 1gG (H+L) Fisher
Alexa Fluor 647 Donkey anti- Thermo _
) A32795TR 2mg/mL Policlonal IFI
rabbit IgG (H+L) Fisher




ANEXO 2: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA NLRP3
Empresa: ProSci
N° Catalogo: 5447

1. DESPARAFINIZACION

e Colocar las laminas dentro de las canastillas en una estufa (60°C) por 40
minutos.”

e Sumergir las laminas en Xilol I por 3 minutos (1 VEZ)

e Sumergir las ldminas en Xilol IT or 3 minutos (3 VECES)

e Sumergir las laminas en Xilol III por 3 minutos (2 VECES)

e Dejar secar entre cada Xilol durante 3’ en la estufa.

e Se debe dejar secar muy bien antes de pasar a la bateria de alcoholes.

e Colocar las laminas en alcohol de forma graduada en orden descendente (100%,
95%, 90%, 80%), 2 minutos en cada alcohol.

e Colocar la canastilla con las ldminas en un recipiente con agua destilada.

2. DESENMASCARAMIENTO (20min)
Preparar 800 mililitros de solucién tamponada de Citrato 10mM (pH 6) en un beacker.
Agregar Tween-20 al 0.05%. Colocar las ldminas con canastilla en el beacker durante
15 minutos en el citrato hirviendo en microondas.
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

3. BLOQUEO DE PEROXIDASA ENDOGENA: (15 min)
Agregar a las laminas, 3% de perdxido de hidrogeno en metanol 1X. Dejar incubar por
15 minutos a temperatura ambiente. Lavar las ldminas con solucién tamponada de
fosfato salino (PBS) a pH 7.2
(*) Lavar las ldaminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

4. BLOQUEO DE PROTEINAS GENERALES (60 min)
Preparar la solucién en PBS 1X Triton X-100 al 0.05% conteniendo:
- 5% Suero de cabra
- 5% suero de caballo
- 25%BSA
Incubar las ldminas con aprox. 400 pL cada una (dependiendo del tamafio del tejido,
cubrir completamente).
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

5. INCUBACION CON ANTICUERPO PRIMARIO overnight a 4 °C



Preparar la solucion en PBS 1X Triton X-100 al 0.05% conteniendo:
- 2.5 % Suero de cabra
- 2.5 % suero de caballo
- 2.5% BSA
Agregar el anticuerpo Rabbit anti-NLRP3(1/800) durante 16 horas a 4°C .
Lavar las laminas con solucion tamponada de fosfato salino (PBS) a pH, 7.2.
Incubar las ldminas con aprox. 400 pL cada una (dependiendo del tamafio del tejido,
cubrir completamente).
(*) Lavar las ldminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

6. INCUBACION CON ANTICUERPO SECUNDARIO (60 min)
La solucion se prepard en PBS 1X conteniendo
- 5% Suero de cabra
- 2.5% Suero de caballo
- 2.5% Suero de rata
Agregar el anticuerpo Goat anti-rabbit HRP (1/300).
Incubar las laminas con aprox. 400 uL de la solucion por 1 hora a temperatura
ambiente,
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

7. REVELADO
Preparar la solucion de revelado: 1 gota de DAB + 3mL de solucion tamponada, dejar
incubando hasta observar reaccién, luego lavar con agua destilada. Realizar la
contratincién con la solucién de Hematoxilina de Harris (MERCK) por 1 segundo y
lavar con abundante agua.

8. DESHIDRATACION
Colocar las laminas en una bateria creciente de alcoholes (70°, 90° 96° y alcohol
absoluto) por 2 minutos cada uno, luego pasar las laminas por Xilol I y Xilol 1l por 2
minutos para luego secar en estufa. Finalmente, montar las laminas con solucion
Entellan 1:1 (MERCK).



ANEXO 3: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA CASPASA-1
Empresa: Abcam
N° Catélogo: ab1872

1. DESPARAFINIZACION

e (olocar las laminas dentro de las canastillas en una estufa (60°C) por 40
minutos.”

e Sumergir las laminas en Xilol I por 3 minutos (1 VEZ)

e Sumergir las ldminas en Xilol II or 3 minutos (3 VECES)

e Sumergir las laminas en Xilol III por 3 minutos (2 VECES)

e Dejar secar entre cada Xilol durante 3’ en la estufa.

e Se debe dejar secar muy bien antes de pasar a la bateria de alcoholes.

e Colocar las ldminas en alcohol de forma graduada en orden descendente (100%,
95%, 90%, 80%), 2 minutos en cada alcohol.

e Colocar la canastilla con las ldminas en un recipiente con agua destilada.

2. DESENMASCARAMIENTO (30min)
Colocar en una olla con agua fria en la cocina hasta que alcance el punto de ebullicién,
luego colocar las ldminas en coplins conteniendo la solucion de Citrato 10 mM
(pH=6,0) con Tween 20 al 0.05% y empezar a contar los 30 minutos.
(*) Lavar las ldaminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

3. BLOQUEO DE PEROXIDASA ENDOGENA: (15 min)
Agregar a las ldaminas, 3% de perdxido de hidrégeno en metanol. Dejar incubar por 15
minutos a temperatura ambiente. Lavar las laminas con solucién tamponada de fosfato
salino (PBS) apH 7.2
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

4. BLOQUEO DE PROTEINAS GENERALES (60 min)
Preparar la solucién en PBS 1X Triton X-100 al 0.05% conteniendo:
- 5% Suero de cabra
- 5% suero de caballo
- 2%BSA
Incubar las ldminas con aprox. 400 pL cada una (dependiendo del tamafio del tejido,
cubrir completamente).
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

5. INCUBACION CON ANTICUERPO PRIMARIO (overnight a 4 °C)



Preparar la solucion en PBS 1X Triton X-100 al 0.05% conteniendo:
- 2 % Suero de cabra
- 1% suero de caballo
- 1% BSA
Agregar el anticuerpo Rabbit anti-Caspasa-1 (1/100) durante 16 horas a 4°C .
Lavar las laminas con solucion tamponada de fosfato salino (PBS) a pH, 7.2.
Incubar las ldminas con aprox. 400 pL cada una (dependiendo del tamafio del tejido,
cubrir completamente).
(*) Lavar las ldminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

6. INCUBACION CON ANTICUERPO SECUNDARIO (60 min)

La solucidn se prepar6 en PBS 1X conteniendo
- 5% Suero de cabra
- 5% Suero de caballo
Agregar el anticuerpo Goat anti-rabbit HRP (1/300).
Incubar las ldminas con aprox. 400 uL de la solucion por 1 hora a temperatura
ambiente,
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

7. REVELADO
Preparar la solucion de revelado: 1 gota de DAB + 3mL de solucion tamponada, dejar
incubando hasta observar reaccién, luego lavar con agua destilada. Realizar la
contratincién con la solucién de Hematoxilina de Harris (MERCK) por 1 segundo y
lavar con abundante agua.

8. DESHIDRATACION
Colocar las laminas en una bateria creciente de alcoholes (70°, 90° 96° y alcohol
absoluto) por 2 minutos cada uno, luego pasar las laminas por Xilol I y Xilol 1l por 2
minutos para luego secar en estufa. Finalmente, montar las laminas con solucion
Entellan 1:1 (MERCK).



ANEXO 4: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA GSDMDC1

Empresa: Novus Biologicals
N° Catalogo: NBP2-80427

1. DESPARAFINIZACION

e Colocar las laminas dentro de las canastillas en una estufa (60°C) por 40
minutos.”

e Sumergir las laminas en Xilol I por 3 minutos (1 VEZ)

e Sumergir las ldminas en Xilol II or 3 minutos (3 VECES)

e Sumergir las laminas en Xilol III por 3 minutos (2 VECES)

e Dejar secar entre cada Xilol durante 3’ en la estufa.

e Se debe dejar secar muy bien antes de pasar a la bateria de alcoholes.

e Colocar las ldminas en alcohol de forma graduada en orden descendente (100%,
95%, 90%, 80%), 2 minutos en cada alcohol.

e Colocar la canastilla con las ldminas en un recipiente con agua destilada.

2. DESENMASCARAMIENTO (20min)

Colocar en una olla agua fria en la cocina hasta que alcance el punto de ebullicion,
luego colocar las ldminas en coplins conteniendo la solucion de Citrato 10 mM
(pH=6,0) y empezar a contar los 30 minutos.

(*) Lavar las ldaminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

3. BLOQUEO DE PEROXIDASA ENDOGENA: (15 min)

Agregar a las 1dminas, 3% de peroxido de hidrégeno en PBS1X. Dejar incubar por 15
minutos a temperatura ambiente. Lavar las laminas con solucién tamponada de fosfato
salino (PBS) apH 7.2

(*) Lavar las ldaminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

4. BLOQUEO DE PROTEINAS GENERALES (60 min)

Preparar la solucion en PBS 1X Triton X-100 al 0.05% conteniendo:
- 5% Suero de cabra
- 5% suero de caballo
- 5%BSA
Incubar las ldminas con aprox. 400 pL cada una (dependiendo del tamafio del tejido,
cubrir completamente).
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min



5. INCUBACION CON ANTICUERPO PRIMARIO overnight a 4 °C

Preparar la solucion en PBS 1X Tritén X-100 al 0.05% conteniendo:
- 5% suero de cabra
- 5% suero de caballo
- 5% BSA
Agregar el anticuerpo Rabbit anti-GSDMD (1/400) durante 16 horas a 4°C .
Lavar las laminas con solucion tamponada de fosfato salino (PBS) a pH, 7.2.
Incubar las 1d&minas con aprox. 400 uL cada una (dependiendo del tamafio del tejido,
cubrir completamente).
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

6. INCUBACION CON ANTICUERPO SECUNDARIO (60 min)

La solucion se prepar6 en PBS 1X conteniendo
- 5% Suero de cabra
- 2.5% Suero de caballo
- 2% Suero de rata
Agregar el anticuerpo Goat anti-rabbit HRP (1/300).
Incubar las laminas con aprox. 400 uL de la solucion por 1 hora a temperatura
ambiente,
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

7. REVELADO

Preparar la solucion de revelado: 1 gota de DAB + 3mL de solucion tamponada, dejar
incubando hasta observar reaccién, luego lavar con agua destilada. Realizar la
contratincién con la solucién de Hematoxilina de Harris (MERCK) por 1 segundo y
lavar con abundante agua.

8. DESHIDRATACION

Colocar las ld&minas en una bateria creciente de alcoholes (70°, 90°, 96° y alcohol
absoluto) por 2 minutos cada uno, luego pasar las laminas por Xilol I y Xilol 1l por 2
minutos para luego secar en estufa. Finalmente, montar las ldminas con solucién
Entellan 1:1 (MERCK).



ANEXO 5: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA IL-1p

Empresa: Abcam
N° Catalogo: Ab9722

1. DESPARAFINIZACION
e Colocar las laminas dentro de las canastillas en una estufa (60°C) por 40
minutos.”
e Sumergir las laminas en Xilol I por 3 minutos (1 VEZ)
e Sumergir las laminas en Xilol II or 3 minutos (3 VECES)
e Sumergir las laminas en Xilol III por 3 minutos (2 VECES)
e Dejar secar entre cada Xilol durante 3’ en la estufa.
e Se debe dejar secar muy bien antes de pasar a la bateria de alcoholes.
e Colocar las ldminas en alcohol de forma graduada en orden descendente (100%,
95%, 90%, 80%), 2 minutos en cada alcohol.
e Colocar la canastilla con las ldminas en un recipiente con agua destilada.

2. DESENMASCARAMIENTO (15min)

Preparar 800 mililitros de solucién tamponada de Citrato 10mM (pH 6) en un beacker.
Agregar Tween-20 al 0.05%. Colocar las ldminas con canastilla en el beacker durante
15 minutos en el citrato hirviendo en microondas.

(*) Lavar las ldaminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

3. BLOQUEO DE PEROXIDASA ENDOGENA: (25 min)

Agregar a las laminas, 3% de peroxido de hidrégeno en PBS 1X. Dejar incubar por 25
minutos a temperatura ambiente. Lavar las laminas con solucion tamponada de fosfato
salino (PBS) apH 7.2

(*) Lavar las ldaminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

4. BLOQUEO DE PROTEINAS GENERALES (60 min)

Preparar la solucién en PBS 1X Triton X-100 al 0.05% conteniendo:

- 5% Suero de cabra

- 5% suero de caballo

- 25%BSA
Incubar las ldminas con aprox. 400 pL cada una (dependiendo del tamafio del tejido,
cubrir completamente).



(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

5. INCUBACION CON ANTICUERPO PRIMARIO (overnight a 4 °C)

Preparar la solucion en PBS 1X Tritén X-100 al 0.05% conteniendo:
- 5% Suero de cabra
- 5% suero de caballo
- 2.5% suero de caballo
Agregar el anticuerpo Rabbit anti-IL-1p (1/300) durante 16 horas a 4°C .
Lavar las laminas con solucion tamponada de fosfato salino (PBS) a pH, 7.2.
Incubar las ld&minas con aprox. 400 L cada una (dependiendo del tamafio del tejido,
cubrir completamente).
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

6. INCUBACION CON ANTICUERPO SECUNDARIO (60 min)

La solucién se prepar6 en PBS 1X conteniendo
- 5% Suero de cabra
- 2.5% Suero de caballo
Agregar el anticuerpo Goat anti-rabbit HRP (1/300).
Incubar las ldminas con aprox. 400 uL de la solucion por 1 hora a temperatura
ambiente,
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

7. REVELADO

Preparar la solucion de revelado: 1 gota de DAB + 3mL de solucion tamponada, dejar
incubando hasta observar reaccién, luego lavar con agua destilada. Realizar la
contratincién con la solucién de Hematoxilina de Harris (MERCK) por 1 segundo y
lavar con abundante agua.

8. DESHIDRATACION

Colocar las ld&minas en una bateria creciente de alcoholes (70°, 90°, 96° y alcohol
absoluto) por 2 minutos cada uno, luego pasar las laminas por Xilol I y Xilol 1l por 2
minutos para luego secar en estufa. Finalmente, montar las laminas con solucion
Entellan 1:1 (MERCK).



ANEXO 5: PROTOCOLO DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA —
DOBLE MARCAJE PARA GSDMD Y NEUN, GFAP E IBA1

1. DESPARAFINIZACION

e Colocar las laminas dentro de las canastillas en una estufa (60°C) por 40
minutos.”

e Sumergir las laminas en Xilol I por 3 minutos (1 VEZ)

e Sumergir las ldminas en Xilol IT or 3 minutos (3 VECES)

e Sumergir las laminas en Xilol III por 3 minutos (2 VECES)

e Dejar secar entre cada Xilol durante 3’ en la estufa.

e Se debe dejar secar muy bien antes de pasar a la bateria de alcoholes.

e Colocar las laminas en alcohol de forma graduada en orden descendente (100%,
95%, 90%, 80%), 2 minutos en cada alcohol.

e Colocar la canastilla con las ldminas en un recipiente con agua destilada.

2. DESENMASCARAMIENTO (15min)

Colocar en una olla agua fria en la cocina hasta que alcance el punto de ebullicion,
luego colocar las ldminas en coplins conteniendo la solucién de Citrato 10 mM
(pH=6,0) y empezar a contar los 30 minutos.

(*) Lavar las ldminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

3. BLOQUEO DE PROTEINAS GENERALES (60 min)

Preparar la solucién en PBS 1X Triton X-100 al 0.05% conteniendo:
- 5% Suero de cabra
- 5% suero de caballo
- 5% suero de burro
Incubar las ldminas con aprox. 400 pL cada una (dependiendo del tamafio del tejido,
cubrir completamente).
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

4. INCUBACION CON ANTICUERPO PRIMARIO (overnight a 4 °C)

Preparar la solucion en PBS 1X Tritén X-100 al 0.05% conteniendo:
- 5 % Suero de cabra
- 5% suero de caballo
- 2.5% suero de burro

Agregar el anticuerpo



a. Rabbit anti-GSDMD (1:300) + IgG de raton anti — NeuN (1:1000)
b. Rabbit anti-GSDMD (1:300) + IgG de cabra anti — Ibal (1:300)
c. Rabbit anti-GSDMD (1:300) + IgG de raton anti — GFAP (1:500)

Incubar durante 16 horas a 4°C .

Lavar las laminas con solucion tamponada de fosfato salino (PBS) a pH, 7.2.

Incubar las ldminas con aprox. 400 uL cada una (dependiendo del tamafio del tejido,
cubrir completamente).

(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

5. INCUBACION CON ANTICUERPO SECUNDARIO (60 min)

La solucidn se prepard en PBS 1X conteniendo
- 5% suero de burro.
- 5% suero de caballo.
- 2.5% Suero de caballo.
Agregar el anticuerpo secuandario:
a. Alexa Fluor 488 Donkey anti-goat 1gG (H+L) (1:300)
b. Alexa Fluor 594 Donkey anti-mouse IgG (H+L) (1:300)
c. Alexa Fluor 647 Donkey anti-rabbit 1gG (H+L) (1:300)

Incubar las ldminas con aprox. 400 uL de la solucién por 1 hora a temperatura
ambiente, sin exposicion a luz.
(*) Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min

6. MONTAJE

Agregar DAPI aprox. 10-40 uL por ldmina cubriendo completamente el tejido, colocar
el cubreobjeto y sellar con esmalte.
Conservar en 4° a 20°C hasta la lectura.



