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RESUMEN

La Neurocisticercosis (NCC), causada por el estadio larvario de Taenia solium, es una de las

infecciones parasitarias más prevalentes del sistema nervioso central. Los productos de

excreción/secreción (E/S) del parásito cumplen una función importante en la modulación

inmunológica y podrían influir en el equilibrio redox del hospedador. En este estudio, se evaluó el

efecto de los antígenos E/S y Totales del cisticerco de T. solium sobre la expresión de

biomarcadores de estrés oxidativo, Hsp70 y 4-HNE, en cultivos primarios de astrocitos de cerebro

de rata. Tras 24 horas de exposición a los antígenos, no se observó diferencias estadísticamente

significativas entre los tratamientos y el control; sin embargo, se observó una tendencia a la

disminución de Hsp70, así como una tendencia al incremento para el biomarcador 4-HNE en las

condiciones tratadas con antígenos E/S y Total. Estos resultados podrían sugerir una modulación

sutil del estrés oxidativo, posiblemente asociada a mecanismos de evasión inmunológica del

parásito. Este balance podría favorecer la persistencia del cisticerco en el tejido cerebral y a la

naturaleza crónica de la Neurocisticercosis. No obstante, se requieren estudios adicionales para

establecer conclusiones definitivas.

Palabras clave: Neurocisticercosis, parásito, biomarcador, estrés oxidativo, antígeno.
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ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC), caused by the larval stage of Taenia solium, is one of the most prevalent

parasitic infections of the central nervous system. The parasite’s excretory/secretory (E/S) products

play an important role in immunomodulation and may influence the host redox balance. In this

study, the effect of E/S and total antigens from T. solium cysticerci on the expression of oxidative

stress biomarkers, Hsp70 and 4-HNE, was evaluated in primary rat brain astrocyte cultures. After

24 hours of antigen exposure, no statistically significant differences were observed between the

treated groups and the control; however, a trend toward decreased Hsp70 expression, as well as a

trend toward increased 4-HNE levels, was observed under conditions treated with E/S and total

antigens. These results may suggest a subtle modulation of oxidative stress, possibly associated

with parasite immune evasion mechanisms. This balance could favor cysticercus persistence in

brain tissue and contribute to the chronic nature of neurocysticercosis. Nevertheless, further studies

are required to establish definitive conclusions.

Keywords: Neurocysticercosis, parasite, biomarker, oxidative stress, antigen.
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I. INTRODUCCIÓN

La Neurocisticercosis (NCC), causada por el estadio larvario de Taenia

solium, constituye una de las infecciones parasitarias más prevalentes del

sistema nervioso central (SNC) y una de las principales causas prevenibles de

epilepsia en el mundo [1]. Su incidencia es particularmente elevada en

regiones endémicas de América Latina, África y Asia [2]. En el ciclo biológico

de Taenia solium, el cerdo es el hospedador intermediario donde se desarrolla

el cisticerco, mientras que el ser humano es el hospedador definitivo. En el

hombre, la ingestión accidental de huevos presentes en alimentos o agua

contaminada puede originar cisticercosis, y cuando las larvas invaden el

sistema nervioso central, se produce la neurocisticercosis, una de las

principales causas de epilepsia en zonas endémicas [3–8].

Los helmintos secretan y excretan una amplia variedad de moléculas,

denominadas productos de excreción/secreción (E/S), compuestos por

proteínas, péptidos, lípidos, carbohidratos y ácidos nucleicos [9–12]. Estos

productos ejercen un papel fundamental en la interacción parásito-

hospedador, ya que modulan la respuesta inmunitaria para favorecer la evasión

inmune y la persistencia del parásito durante periodos prolongados [13–15].

En este contexto, los productos E/S actúan como inmunomoduladores,

induciendo tolerancia inmune local y sistémica, e incluso mimetizando

moléculas del hospedador, como proteínas o microARN. Estudios de

metabolómica y lipidómica han demostrado la notable diversidad molecular

de los productos E/S, subrayando su importancia tanto como biomarcadores

de infección como moduladores de la inmunidad [16–18].
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Algunos antígenos helmínticos se han caracterizado por su función

inmunorreguladora. Por ejemplo, el antígeno B (AgB) de Echinococcus

granulosus modula la respuesta inflamatoria del hospedador [19]. En T.

solium, las proteínas de 8 kDa han sido asociadas con la capacidad de unirse

a ligandos hidrofóbicos, lo que sugiere un posible papel inmunomodulador

similar, promoviendo un cambio de una respuesta Th1 hacia una respuesta

Th2 [20,21]. Sin embargo, durante la degeneración del parásito o tras la acción

de fármacos antihelmínticos, se liberan además proteínas estructurales de la

pared del cisticerco que desencadenan una intensa respuesta inflamatoria

[18,21]. Cabe destacar que los productos E/S varían según el estadio de

desarrollo del parásito; en un modelo animal de hámster se evaluó que las

fracciones E/S del estadio adulto exhibieron patrones electroforéticos

diferentes a los observados en el estadio larvario [22].

En el SNC, las células gliales —particularmente los astrocitos— desempeñan

un papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis y la respuesta inmune

local. Estas células participan en la preservación de la barrera

hematoencefálica [23-24], la regulación del flujo sanguíneo cerebral, el

reciclaje de neurotransmisores [25] y la secreción de citoquinas y factores

tróficos que modulan la inflamación y la supervivencia neuronal [26].

Además, los astrocitos actúan como sensores inmunológicos frente a

patógenos que afectan al cerebro, regulando la activación microglial y la

neuroinflamación.

El SNC, pese a representar solo el 2% de la masa corporal, consume

aproximadamente el 20% del oxígeno y el 25% de la glucosa del organismo

[27]. Este elevado metabolismo genera especies reactivas de oxígeno (ROS)
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y nitrógeno (RNS), las cuales cumplen funciones reguladoras en la

señalización intracelular, la proliferación y la diferenciación [28,29]. Sin

embargo, el exceso de ROS y RNS supera la capacidad antioxidante del

sistema nervioso, generando estrés oxidativo y provocando daño a lípidos,

proteínas y ácidos nucleicos [30,31].

Diversos estudios han evidenciado que los productos E/S de helmintos pueden

inducir estrés oxidativo. En Angiostrongylus cantonensis, los antígenos E/S

incrementan la producción de ROS en astrocitos [32], mientras que en

infecciones por Toxocara canis se ha reportado un aumento en la expresión

de citocinas proinflamatorias, producción de óxido nítrico y astrogliosis

reactiva, especialmente en fases crónicas [33]. Aunque en T. solium aún no se

ha demostrado de manera concluyente que los productos E/S del cisticerco

generen estrés oxidativo, sí se ha descrito su papel en la modulación inmune

y la inflamación en la neurocisticercosis [34].

En condiciones fisiológicas, los astrocitos ejercen un efecto protector

mediante la neutralización de radicales libres a través de enzimas

antioxidantes; no obstante, bajo condiciones patológicas pueden convertirse

en una fuente adicional de ROS y RNS, amplificando la activación microglial

y el daño neuronal [35–39]. El estrés oxidativo también promueve la

astrogliosis y la formación de cicatrices gliales [40]. A nivel molecular, este

proceso activa factores de transcripción como Nrf2 y HSF, los cuales regulan

la expresión de proteínas de choque térmico (HSP), entre ellas Hsp70 [41–43].

Hsp70 es crucial para la proteostasis celular, facilitando el plegamiento y

reparación de proteínas, así como la inducción de enzimas antioxidantes como

SOD1 y catalasa [44,45]. Se ha demostrado que su sobreexpresión en
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mitocondrias cerebrales reduce la generación de radicales libres y protege la

función neuronal [46].

El estrés oxidativo también desencadena la peroxidación lipídica de los ácidos

grasos poliinsaturados, generando compuestos reactivos como el 4-

hidroxinonenal (4-HNE) [47,48]. Este aldehído forma aductos con proteínas,

lípidos y ADN, alterando funciones celulares y promoviendo apoptosis

[49,50]. Además, 4-HNE puede modificar la actividad de Hsp70 [51,52] e

inducir su liberación extracelular, potenciando la producción de citocinas

proinflamatorias [53].

En modelos animales de Neurocysticercosis, la presencia de cisticercos en el

tejido cerebral se ha asociado con estrés nitro-oxidativo, gliosis reactiva y

daño axonal, procesos estrechamente vinculados con la epileptogénesis [54].

Asimismo, se ha observado activación glial y acumulación de Hsp70 en zonas

de daño neuronal, lo que sugiere su papel comomarcador de respuesta al estrés

[55].

A pesar de la evidencia mencionada, no se tiene suficiente información sobre

si los antígenos E/S y Totales del estadio larvario de T. solium son capaces de

inducir directamente estrés oxidativo en el SNC. El escaso conocimiento

limita la comprensión de los mecanismos patogénicos que sustentan la

persistencia del parásito y la neuroinflamación en la NCC. En este contexto,

la presente investigación tiene como objetivo evaluar el efecto de los antígenos

E/S y total del cisticerco en la modulación del estrés oxidativo, a fin de mejorar

el entendimiento de las interacciones huésped–parásito y su rol en la

fisiopatología de la Neurocisticercosis.
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II. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN

¿Cómo afecta la exposición de los antígenos excretor/secretor (E/S) y Totales

(T) del estadío de cisticerco de T. solium a la expresión de biomarcadores

asociados al estrés oxidativo (Hsp70 y 4-HNE) en cultivo primario de

astrocitos de cerebro de rata?

III. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto del antígeno excretor/secretor (E/S) o total del estadio de

cisticerco del parásito T. solium sobre la expresión de biomarcadores

asociados al estrés oxidativo (Hsp70 y 4-HNE) en cultivos primarios de

astrocitos de cerebro de rata.

Objetivos Específicos

 Evaluar la viabilidad de los cultivos primarios obtenidos de cerebro de rata

durante su periodo de crecimiento in vitro.

 Caracterizar el tipo celular predominante en los cultivos primarios obteni-

dos de cerebro de rata.

 Evaluar los niveles de Hsp70 en astrocitos de cerebro de rata cultivados en

presencia de antígenos E/S o totales del cisticerco de T. solium a las 24

horas.

 Evaluar los niveles de 4-HNE en astrocitos de cerebro de rata cultivados en

presencia de antígenos E/S o totales del cisticerco de T. solium a las 24

horas.
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IV. MARCO TEÓRICO

1. Taenia solium

1.1 Taxonomía

El parásito presenta la siguiente clasificación taxonómica [56]:

 Phylum: Platyhelminthes

 Clase: Cestoidea

 Familia: Taeniidae

1.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Taenia solium involucra dos hospederos: el ser

humano, como hospedero definitivo, y el cerdo, como intermediario. La

infección humana ocurre al ingerir carne de cerdo con cisticercos viables.

En el intestino, las secreciones digestivas y sales biliares degradan la

membrana del cisticerco, liberando el escólex que se fija a la mucosa

mediante su róstelo y ventosas, estableciendo la fase adulta [57].

El parásito desarrolla proglótides que maduran en unos tres meses,

alcanzando longitudes de hasta 5 m [58]. El cuerpo del parásito es

aplanado y sin tubo digestivo, está formado por un escólex de 0.5–1 mm

con cuatro ventosas y un róstelo retráctil, seguido por 700–1,000

proglótides en distintos grados de maduración [59, 60].

La absorción de nutrientes ocurre a través del tegumento [61]. Los

proglótides inmaduras contienen glucógeno, mientras que los maduros

desarrollan órganos sexuales y los grávidos almacenan hasta 50,000

huevos [57]. La fecundación interna produce embriones recubiertos por

una membrana queratinizada [62, 63].
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Los huevos, de 20–40 μm, pueden permanecer viables hasta 60 días en

el ambiente. El cerdo al ingerir los huevos, van a liberar la oncosfera a

nivel intestinal, los cuales atraviesan la mucosa intestinal, alcanza la

circulación y se puede localizar en diferentes tejidos u órganos, como

musculo esquelético, corazón o a nivel del sistema nerviosos central,

donde se desarrolla el cisticerco [64]. Estos se vuelven infectantes para

el humano a los 60–70 días [65] (Figura N°1).

Figura N° 1: Ciclo de infección de T. solium que muestra los diferentes pasos

de la cisticercosis humana y porcina, incluida la NCC humana, tomado de

Prodjinotho et al. [66].

En Taenia solium, los antígenos excretorios-secretorios (E/S) se han

estudiado ampliamente por su relación con la viabilidad del parásito. El

análisis proteómico del cisticerco identificó 76 proteínas, incluidas la

enolasa, 2-Cys peroxirredoxina, proteínas de 8 kDa y 14-3-3 [67]. Estas

últimas, junto con la paramiosina, actina, P27 y proteínas de choque

térmico, muestran potencial inmunomodulador al influir en la respuesta

Th1/Th2 [68–75].
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El sistema antioxidante del parásito, compuesto por superóxido

dismutasa Cu/Zn, glutatión S-transferasa y 2-Cys peroxirredoxina, ha

sido propuesto como blanco terapéutico [76–79]. Otras proteínas, como

las cisteínas proteasas, calreticulina y el transportador TGTP2, participan

en la evasión inmune y el metabolismo [80–83]. Se han identificado 838

proteínas del secretoma [84], aunque persiste escasa información sobre

los antígenos liberados durante la degeneración del cisticerco,

potencialmente asociados a una respuesta inflamatoria exacerbada

[66,85]. También se emplean antígenos de lisado crudo equivalentes a

los antígenos totales [86].

2. Neurocisticercosis

El estadio de cisticerco del helminto cestodo Taenia solium es el principal

agente causal de la neurocisticercosis (NCC) en el hombre, una de las

enfermedades parasitarias más prevalentes que afectan al sistema nervioso

central (SNC) en países en desarrollo donde se crían cerdos [87]. Tras la

ingestión de huevos del parásito, las oncosferas se liberan en el intestino y

atraviesan la mucosa intestinal, diseminándose a través del torrente sanguíneo

llegando a diferentes órganos o tejidos, como el SNC, causando la NCC. Los

primeros síntomas clínicos se manifiestan después de meses o años de haber

ocurrido la infección. Presentando dolor de cabeza, déficit cognitivo,

convulsiones o cuadros de epilepsia [95].
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2.1 Epidemiología

La neurocisticercosis (NCC) es una de las principales infecciones parasitarias

del sistema nervioso central, con una prevalencia anual estimada entre 2,5 y

8,3 millones de casos [89]. En regiones endémicas de bajos recursos, donde

la convivencia entre humanos y cerdos facilita la transmisión, se atribuye a la

NCC alrededor del 30% de los casos de epilepsia, concentrándose el 80% en

países de ingresos bajos y medianos [90]. En el Perú, se han identificado focos

hiperendémicos en la sierra, costa norte y selva alta [91], con prevalencias

serológicas que varían entre 4,9% y 34% en América Latina, y hasta 8% en

la población rural peruana. Asimismo, entre 30% y 60% de los cerdos

presentan infección por T. solium [92,93].

2.2 Manifestaciones clínicas

La neurocisticercosis presenta un amplio espectro clínico. Algunos

individuos pueden permanecer asintomáticos, incluso en presencia de una

respuesta inflamatoria contra el parásito [94]. En otros casos, la intensidad de

la reacción inflamatoria del hospedero está estrechamente relacionada con la

sintomatología. Las manifestaciones clínicas pueden iniciarse entre 1 y 35

años después de la infección, lo que explica la gran variabilidad en la

presentación de la enfermedad y la diversidad de síndromes asociados [95].

La inflamación es particularmente relevante durante los procesos

degenerativos del parásito, que culminan con su muerte y posterior

calcificación. Este proceso genera una reacción inmunopatológica local que

suele correlacionarse con los síntomas clínicos del paciente [96] (Tabla N°1).
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Tabla 1. Síndromes secundarios a Neurocisticercosis, tomado de

Saavedra et al. [95].

3. Respuesta inmune

3.1 Mecanismos de Evasión Inmunitaria de Helmintos

Los helmintos han desarrollado mecanismos sofisticados para evadir la

respuesta inmune y establecer infecciones crónicas. A pesar de su tamaño

y migración tisular, inducen una respuesta inflamatoria reducida, lo que

refleja su coevolución con el hospedero [97,98] (Figura N°2).
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Figura N°2: Esquematización de la manipulación inmunológica del

huésped, inducida por las proteínas derivadas de helmintos, tomado de

Alghanmi et al. [99].

Entre sus estrategias destacan la inducción de apoptosis en células inmunes,

la manipulación de receptores de reconocimiento de patrones, la modulación

de vías de señalización y la supresión de respuestas Th1/Th2 y sus citocinas

[100], aunque aún existen mecanismos no completamente caracterizados

[101].

Los productos excretorios-secretorios (E/S) desempeñan un papel central en

esta inmunomodulación [3,5]. En Schistosoma mansoni, la glicoproteína IPSE

se une a IgE e induce IL-4 en basófilos y IL-10 en células B, favoreciendo

células B reguladoras [102]. En Fasciola hepatica, el factor FhTLM,

homólogo a TGF-β, promueve IL-10 y arginasa en macrófagos, orientando la

respuesta hacia un perfil crónico no protector [103]. Lo antes mencionado

evidencia un eje antígeno–receptor–citocina mediante el cual los helmintos

modulan la inmunidad en favor de su supervivencia.
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3.2 Mecanismos de evasión inmunitaria de Taenia solium

Taenia solium, al igual que otros helmintos, puede establecer infecciones

prolongadas mediante mecanismos inmunorreguladores específicos. Los

cisticercos enmascaran sus antígenos incorporando inmunoglobulinas del

hospedero (IgG, IgM, IgA e IgE) en su tegumento, probablemente mediante

endocitosis mediada por receptores Fc [104,105]. Además, inhiben las vías

clásica y alternativa del complemento a través de antígenos como la

teniastatina y la paramiosina [106,107].

Modelos in vivo muestran que las oncosferas de T. solium, a diferencia de

T. saginata, pueden desarrollarse en el cerebro de ratas, induciendo una

respuesta mixta Th1/Th2 y la producción de MMP-9, lo que favorece su

supervivencia y migración al sistema nervioso central. En contraste, T.

saginata genera una inflamación más intensa que limita su establecimiento

[108]. Asimismo, los cisticercos viables secretan proteasas (cisteín-, metalo-

y serín-proteasas) que degradan inmunoglobulinas, inhiben la proliferación

de linfocitos CD4⁺ y modulan citocinas, alterando la respuesta de

anticuerpos mediada por células B [109] (Figura N°3).
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Figura N° 3: Liberación de productos E/S y vesículas extracelulares (EV)

del quiste de cisticerco y la interacción con células del hospedero, tomado

de Prodjinotho et al. [66]

3.3 Respuesta inmunitaria contra neurocisticercosis

Una vez establecido el cisticerco, predomina una respuesta inmunitaria

Th2 que puede cambiar durante su degeneración [66]. La Taenia solium

adulta causa solo inflamación intestinal leve, por lo que la teniasis suele

ser asintomática, aunque puede presentarse malestar abdominal o diarrea.

Las oncosferas son neutralizadas por anticuerpos y el complemento; el

componente C5 se ha asociado con formas extraparenquimatosas de

neurocisticercosis (NCC) [110–112]. Los niveles de IgG, IgM e IgE son

más altos que en individuos asintomáticos [113,114].

La degeneración del parásito induce una respuesta inflamatoria intensa con

producción de IL-1β, TNF-α e IFN-γ [115], acompañada de infiltrado de

macrófagos, linfocitos, microglía entre otras células [66] (Figura N°4).

Figura N° 4: Involución de quistes en el parénquima cerebral e

inmunopatogénesis asociada. tomado de Prodjinotho et al. [66]
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Lo que puede causar hipertensión intracraneal y encefalitis [116]. La sustancia

P también contribuye a la expresión de citocinas proinflamatorias [117].

Finalmente, infecciones únicas inducen un perfil Th1, mientras que las

múltiples favorecen una respuesta Th2 [118,119].

3.4 Rol de los astrocitos

En condiciones fisiológicas, los astrocitos permanecen con baja actividad

metabólica, pero ante estímulos nocivos adoptan un fenotipo reactivo

caracterizado por cambios morfológicos, proliferación y liberación de citocinas

[120,121]. Derivados de la etapa final de la neurogénesis, comparten linaje con

neuronas y oligodendrocitos [122] y constituyen la población glial más

abundante del sistema nervioso central (SNC) [123]. Cumplen funciones

esenciales en la modulación sináptica, eliminación perivascular de desechos

[124] y mantenimiento de la barrera hematoencefálica (BHE) o unidad

neurovascular (NVU) [125]. La reactividad astrocitaria puede adoptar un

fenotipo neurotóxico (A1), que activa genes del complemento (C1r, C1s, C3 y

C4), o un fenotipo neuroprotector (A2), asociado a la expresión de factores

tróficos e inmunorreguladores como CLCF1, LIF, IL-6, IL-10 y

trombospondinas [126,127]. Además, los astrocitos actúan como células

inmunitarias innatas, limitando la infiltración de células periféricas mediante

el control de la BHE y la producción coordinada de citocinas [128–130].

4. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EO) influye de forma decisiva en la progresión de las

infecciones parasitarias, afectando tanto al hospedador como al parásito [131–
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133]. Durante la infección, el hospedador genera especies reactivas de oxígeno

(ROS) como defensa; sin embargo, su exceso puede sobrepasar la capacidad

antioxidante, causando daño celular y favoreciendo la cronicidad [134–137].

El equilibrio oxidante–antioxidante resulta esencial para mantener la

homeostasis e integridad inmunitaria [138]. Muchos parásitos contrarrestan el

EO mediante enzimas y moléculas antioxidantes que neutralizan las ROS del

hospedador, facilitando su supervivencia y persistencia [132,133, 139].

4.1 4-HNE

Los niveles elevados de especies reactivas de oxígeno (ROS) reflejan estrés

oxidativo y promueven la peroxidación lipídica [140,141]. Entre sus

productos destacan el 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) y el malondialdehído

(MDA), marcadores de daño oxidativo [142,143]. El 4-HNE, uno de los

aldehídos más reactivos, puede actuar como mensajero secundario, aunque

su elevada reactividad le permite formar aductos covalentes con proteínas,

afectando la señalización redox [141,142, 144, 147]. Su efecto depende del

tipo celular y puede inducir supervivencia o apoptosis, participando en

enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y metabólicas

[145,146]. Además, el 4-HNE contribuye al desacoplamiento mitocondrial

mediante interacciones con proteínas UCP y ANT [148,149].

4.2 Hsp70

Las proteínas de choque térmico HSP70 se expresan ampliamente en

eucariotas y se localizan en distintos compartimentos: Hsp72 y Hsc70 en el

citosol y núcleo, BiP en el retículo endoplasmático y mtHsp70 en

mitocondrias [150–152]. Actúan como chaperonas moleculares, facilitando

el plegamiento y reparación proteica y evitando su agregación durante el
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estrés [153,154]. En el sistema nervioso, Hsp70 ejerce efectos

neuroprotectores al inhibir la apoptosis, reducir la neuroinflamación y

mostrar actividad antioxidante [150,153]. Durante la isquemia cerebral,

bloquea NF-κB, disminuye TNF-α e IL-6, e inhibe iNOS yMMP, atenuando

la degradación tisular [155]; además, en astrocitos suprime las quinasas JNK

y p38 MAPK, previniendo la muerte celular [156].

5. Rata como modelo experimental

Las ratas de laboratorio son ampliamente utilizadas en investigación biomédica

por sus similitudes anatómicas, fisiológicas y genéticas con el ser humano,

compartiendo cerca de 30 000 genes [157,158]. Su corto periodo de gestación,

alta tasa reproductiva y vida breve las convierten en unmodelo eficiente. Desde

la secuenciación de su genoma en 2004, han sido usadas en numerosos estudios

de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, de comportamiento,

farmacología y toxicología [159,160].

5.1. Cultivo primario

Los cultivos primarios de tejidos o células de animales como ratas, derivados

de tejidos vivos y mantenidos in vitro, permiten estudiar la comunicación

celular y los mecanismos moleculares implicados en patologías como cáncer,

Parkinson y diabetes [161,162]. Su capacidad de proliferación es limitada por

el “límite de Hayflick”, dependiendo del tipo celular y las condiciones de

cultivo.
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5.1.1. Modelo in vitro 2D

En neurobiología, los cultivos en monocapa (2D) de neuronas primarias

siguen siendo modelos ampliamente utilizados. Los avances en técnicas de

aislamiento y el uso de superficies tratadas han permitido mantener

poblaciones neuronales puras y estables. Sin embargo, debido a la

complejidad del SNC, los modelos 2D presentan limitaciones, lo que ha

impulsado el desarrollo de sistemas multicelulares y plataformas

multicompartimentales más representativos [163].

V. METODOLOGÍA

Figura N° 5: Esquema resumen de la metodología del proyecto.
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1. Consideraciones éticas

El presente proyecto contó con la aprobación del Comité Institucional de

Ética para el Uso de Animales (CIEA) de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia (UPCH). Asimismo, el estudio fue registrado en el

sistema SIDISI bajo el código 214612.

2. Tipo de estudio

La investigación se desarrolló bajo un enfoque cuantitativo, con alcance

explicativo y un diseño experimental in vitro. En este estudio se evaluó la

expresión de los biomarcadores de estrés oxidativo Hsp70 y 4-HNE en

cultivos primarios de astrocitos de rata, luego de su exposición a antígenos

excretor/secretor (E/S) y antígeno total de Taenia solium

3. Tamaño de muestra

El número de ratas (1 a 3 días de nacido) sacrificados para la obtención de

cultivos primarios está basado en estudios previos, los cuales demuestran que

el uso de 3 a 5 cerebros proporciona un número suficiente de células viables

para generar cultivos primarios estables y reproducibles [164] [165]. La

investigación en mención se desarrolló bajo los principios de las 3R

(Reemplazo, Reducción y Refinamiento), los cuales guían el uso ético de

animales en investigación biomédica:

 Reemplazo: se recurrió a cultivos primarios in vitro en lugar de mo-

delos animales vivos, reduciendo al mínimo el sufrimiento animal.

 Reducción: se utilizó el número mínimo de animales necesario (3 a 5

cerebros) para obtener resultados estadísticamente válidos, basándose
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en evidencia previa que respalda la suficiencia de este tamaño mues-

tral.

 Refinamiento: se aplicaron procedimientos estandarizados de mani-

pulación, sacrificio y aislamiento celular para minimizar el estrés y el

dolor animal.

El diseño experimental asegura no solo la optimización de recursos, sino

también la calidad y confiabilidad de los datos obtenidos. La replicación

del experimento en cinco ocasiones distintas refuerza aún más la robustez

y validez de los hallazgos.

4. Diseño experimental

Las crías de rata, con edades comprendidas entre uno y tres días de nacidas,

fueron obtenidas del bioterio de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos. Tras su recepción, las ratas de cepa Holtzman fueron mantenidas en

jaulas bajo condiciones controladas, aisladas de estímulos externos que

pudieran alterar su estado fisiológico. Los procedimientos de sacrificio se

efectuaron el mismo día de la obtención de los animales.

El estudio comenzó con la eutanasia de las crías, seguida de la extracción de

los cerebros para la preparación de cultivos celulares primarios.

Posteriormente, se realizó la técnica de inmunofluorescencia con el propósito

de identificar astrocitos provenientes de cerebro de rata. Paralelamente, se

prepararon los antígenos excretor/secretor (E/S) y total de Taenia solium, los

cuales fueron administrados a los cultivos celulares. Asimismo, se

incluyeron controles experimentales, empleando lipopolisacárido (LPS)

como control positivo y medio de cultivo como control negativo. Luego de

un periodo de incubación de veinticuatro horas a 37 °C y en una atmósfera
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con 5 % de CO₂, se efectuó el ensayo de western blot para evaluar la

expresión de los biomarcadores de estrés oxidativo Hsp70 y 4-HNE.

Finalmente, los resultados obtenidos fueron sometidos a análisis estadístico

para su correspondiente interpretación.

5. Procedimientos

A. Preparación del cultivo primario astrocítico

El procedimiento se inició con el sacrificio de las crías de rata, las cuales fueron

previamente cubiertas con papel aluminio y anestesiadas mediante exposición al

hielo. Posteriormente, se realizó la decapitación como método de eutanasia [166]. A

continuación, se extrajeron las meninges y el plexo coroideo de cada cerebro de rata

para proceder con el procesamiento del tejido cerebral.

Seguidamente, el tejido fue resuspendido en medio de disección e incubado con

tripsina al 2,5 % durante 15 minutos con el fin de favorecer la disgregación celular.

Luego, la acción de la tripsina fue neutralizada utilizando medio DMEM/F12

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium y Ham’s F12) en proporción 1:1.

Posteriormente, las células fueron filtradas mediante un filtro de 0,2 μm y se

efectuó el respectivo conteo celular.

Para la técnica de inmunofluorescencia, las células se sembraron en placas de 24

pozos que contenían cubreobjetos circulares de vidrio en la base de cada pozo, los

cuales sirvieron como superficie para el crecimiento celular. Después de tres días

de cultivo, se realizó el cambio del medio de crecimiento celular [167] [168].

Asimismo, se consideró un periodo de catorce días de crecimiento in vitro (DIV

14) para el desarrollo del cultivo primario astrocítico [169] [170].
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Por otro lado, para la realización de la técnica de western blot, se emplearon

placas de cultivo celular de 6 pozos, en las cuales se sembraron 1 × 10⁶ células por

pozo utilizando medio de crecimiento DMEM/F12. Finalmente, las células fueron

mantenidas en incubación a 37 °C y en una atmósfera con 5 % de CO₂.

B. Obtención de antígenos del cisticerco de Taenia solium

Los antígenos correspondientes al estadio de cisticerco de Taenia solium fueron

proporcionados por el Laboratorio de Investigación de Enfermedades Infecciosas.

La obtención de dichos antígenos se llevó a cabo siguiendo metodologías

previamente descritas, realizando algunas modificaciones al procedimiento

original [171,172].

B.1 Obtención de cisticercos

Los cisticercos fueron obtenidos mediante disección de músculos esqueléticos de

cerdos naturalmente infectados y posteriormente recolectados en placas Petri de

21,5 cm² que contenían 5 mL de PBS-1X pH 7,2 (0,15 M), colocando

aproximadamente 20 cisticercos por placa. Posteriormente, los cisticercos fueron

transferidos con ayuda de una pipeta Pasteur a tubos con 15 mL de PBS-1X pH

7,2 (0,15 M), realizando siete inversiones manuales para favorecer el lavado de

las muestras. Luego, los tubos fueron incubados durante 15 minutos a

temperatura ambiente (25 °C). Tras la incubación, el sobrenadante fue retirado

utilizando una pipeta serológica de 5 mL. Seguidamente, los cisticercos fueron

transferidos individualmente a nuevos tubos para continuar con los lavados

sucesivos en PBS-1X pH 7,2 (0,15 M). Posteriormente, entre 12 y 15 cisticercos

fueron distribuidos en cada pozo de placas de crecimiento celular de 6 pozos que

contenían 2 mL de medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium).
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Las placas fueron incubadas durante 6 horas a 37 °C en una atmósfera con 5 % de

CO₂. Finalmente, el sobrenadante fue descartado y se añadió nuevamente medio

RPMI 1640, manteniendo los cisticercos en incubación durante 24 horas

adicionales [171].

B.2 Obtención del antígeno E/S de cisticerco

Después de las 24 horas de incubación de los cisticercos en medio RPMI 1640, el

sobrenadante de cada pozo fue recolectado y transferido a tubos de 15 mL.

Posteriormente, se adicionó nuevamente medio RPMI 1640 a las placas que

contenían los cisticercos y estas fueron incubadas durante 18 horas a 37 °C con

5 % de CO₂.

Luego de este periodo, el sobrenadante fue nuevamente recolectado y transferido

a tubos de 15 mL. Dichos tubos fueron centrifugados a 2500 RPM (1000 G)

durante 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, el sobrenadante recuperado fue

transferido a nuevos tubos y filtrado antes de ser aliquotado en tubos Eppendorf

de 1,5 mL para ensayos posteriores. Las muestras fueron almacenadas a −80 °C.

Asimismo, únicamente se emplearon parásitos que no presentaban daño

estructural [172]. Cabe mencionar que los cisticercos utilizados en este

procedimiento también fueron empleados para la obtención del antígeno total.

B.3 Obtención del antígeno total de cisticerco

Para la preparación del antígeno total, se colocaron 15 cisticercos en tubos de 15

mL y se resuspendieron en 5 mL de PBS-1X pH 7,2 (0,15 M). Posteriormente,

los parásitos fueron lisados mediante sonicación en intervalos de 60 segundos



pág. 25

durante un tiempo total de 3 minutos a 33 watts, manteniéndose en hielo durante

el procedimiento.

Luego, las muestras fueron centrifugadas a 15000 RPM durante 45 minutos a

4 °C. El sobrenadante obtenido fue recolectado en nuevos tubos de 15 mL.

Finalmente, el lisado parasitario fue filtrado y aliquotado en tubos Eppendorf de

1,5 mL para futuros ensayos, manteniéndose almacenado a −80 °C [172].

B.4 Ensayo de incubación de los antígenos en el cultivo primario

Antes de realizar la técnica de western blot, se efectuó la incubación antigénica

en el cultivo primario astrocítico. Para ello, se emplearon concentraciones de 20 y

40 μg/mL de los antígenos E/S y total del estadio de cisticerco [172,173]. Como

control positivo se utilizó lipopolisacárido (LPS) a una concentración de 1 μg/mL,

mientras que el medio de cultivo fue empleado como control negativo [173]. La

incubación de los cultivos con los antígenos se llevó a cabo durante 24 horas a

37 °C en una atmósfera con 5 % de CO₂.
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C. Ensayo de viabilidad celular por MTT

Tras la obtención del cultivo primario de cerebro de rata, se evaluó la viabilidad

celular mediante el ensayo de MTT utilizando cultivos que alcanzaron cinco días

(DIV5) y catorce días (DIV14) de crecimiento in vitro. Para ello, se consideraron

dos condiciones experimentales: un grupo control, constituido únicamente por

medio de cultivo, y un grupo tratado con peróxido de hidrógeno (H₂O₂) para inducir

estrés oxidativo.

En el procedimiento experimental se añadieron 25 μL de solución de MTT (2,5

mg/mL, preparada a partir de una solución stock de 5 mg/mL) a cada pozo de la

placa de 96 pozos, obteniéndose una concentración final de 0,5 mg/mL.

Posteriormente, las placas fueron incubadas durante 5 horas a 37 °C bajo una

atmósfera con 5 % de CO₂.

Luego de la incubación, el sobrenadante fue retirado de cada pozo y se agregaron

100 μL de isopropanol con la finalidad de solubilizar los cristales de formazán

generados. La absorbancia fue medida utilizando un lector de placas (Tecan A-5082

Phenix Sunrise) a 570 nm, empleando una corrección de fondo a 630 nm.

En la condición experimental con H₂O₂, los cultivos fueron expuestos previamente a

una concentración final de 25 mM de peróxido de hidrógeno durante una hora antes

de la incubación con MTT. Finalmente, la viabilidad celular correspondiente a cada

condición experimental fue calculada mediante la fórmula descrita previamente

[174].



pág. 27

En el caso del tratamiento con H₂O₂, los cultivos fueron expuestos a una

solución de peróxido de hidrógeno a una concentración final de 25mM

durante 1 hora antes de la incubación con MTT. Finalmente, la viabilidad

celular para cada condición se calculó mediante la fórmula correspondiente

[174].

D. Identificación celular

Una vez que el cultivo primario alcanzó los días 5 (DIV5) y 14 (DIV14) de

crecimiento in vitro, se procedió a la identificación celular mediante la técnica

de inmunofluorescencia. Inicialmente, se retiró el medio de crecimiento

DMEM/F12 de las placas de cultivo celular de 24 pozos. Posteriormente, las

células fueron fijadas utilizando una solución de formaldehído y sacarosa al

4 % en proporción 1:1 durante 15 minutos. Luego, la solución fijadora fue

retirada y las células se lavaron con PBS-1X pH 7,2 (0,15 M).

Seguidamente, se realizó el bloqueo celular utilizando una solución

compuesta por PBS-1X pH 7,2 (0,15 M), Tritón X-100 al 0,2 %, BSA

(albúmina sérica bovina) al 1 % y 5 % de suero de burro inactivado. La

solución de bloqueo fue adicionada sobre la monocapa celular e incubada

durante una hora a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente, las células

fueron nuevamente lavadas con PBS-1X pH 7,2 (0,15 M). A continuación, las

células fueron incubadas con una mezcla de anticuerpos primarios

conformada por Rabbit anti-GFAP 1:100 (Invitrogen, #180063) [175], Mouse

anti-β-Tubulin III 1:1000 [176][177] y Goat anti-IBA1 1:500 (Abcam,

#ab5076) [178]. Los anticuerpos fueron preparados en una solución

compuesta por PBS-1X pH 7,2 (0,15 M), Tritón X-100 al 0,2 %, BSA al 1 %

y 5 % de suero de burro y cabra descomplementados. La incubación se realizó
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durante una hora a temperatura ambiente (25 °C). Luego, las células fueron

lavadas nuevamente con PBS-1X pH 7,2 (0,15 M).

Posteriormente, se efectuó la incubación con los anticuerpos secundarios Goat

anti-Rabbit Alexa Fluor 488 (Invitrogen, #A11008), Goat anti-Mouse Alexa

Fluor 594 (Invitrogen, #A11005) o Donkey anti-Goat Alexa Fluor 594

(Invitrogen, #A32758), todos en una dilución 1:400. Los anticuerpos

secundarios fueron preparados en la misma solución de bloqueo previamente

descrita e incubados durante una hora a temperatura ambiente (25 °C).

Finalmente, las células fueron lavadas con PBS-1X pH 7,2 (0,15 M) y

montadas utilizando solución Mowiol con DAPI al 1 %. Para los controles

negativos de la técnica de inmunofluorescencia, se emplearon células

incubadas únicamente con los anticuerpos secundarios durante una hora a

temperatura ambiente. Las muestras fueron visualizadas mediante un

microscopio confocal Zeiss LSM 880 y las imágenes obtenidas fueron

transferidas a un ordenador mediante una cámara digital Sound Vision Inc.

Posteriormente, las fotografías fueron analizadas utilizando el software FIJI

con la finalidad de identificar y cuantificar los diferentes tipos celulares según

los biomarcadores GFAP, β-Tubulin III e IBA1. Los datos obtenidos fueron

procesados y analizados estadísticamente mediante el software GraphPad

Prism. Para el análisis estadístico, se realizó un conteo celular utilizando 10

campos por cada fecha experimental, considerando un total de tres

procedimientos independientes. En conjunto, se analizaron 30 campos

microscópicos (30 fotografías). Finalmente, se calculó el promedio celular

para cada tipo celular identificado mediante los biomarcadores GFAP, β-

Tubulin III e IBA1, y los resultados fueron representados mediante gráficos
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de barras.

E. Western Blot

Una vez que las células de cultivo primario crecieron hasta el DIV 5 y DIV

14 en las placas de 6 pozos de crecimiento celular. Se realizó la evaluación

de los biomarcadores de estrés oxidativo, mediante el ensayo de western blot.

Las células del cultivo primario astrocítico fueron lisadas usando 100 uL

RIPA (tampón de ensayo de radioinmunoprecipitación) con inhibidores de

proteasas. Luego se cuantificó la concentración de proteínas usando el ensayo

BCA (ácido bicinconínico). Posteriormente se agregó a la muestra buffer

Laemli 4X. Asimismo, se hirvió las muestras durante 5 min y las soluciones

de proteínas fueron dispensadas en cada pozo de un gel de poliacrilamida al

10%. Las proteínas migraron recorriendo el stacking gel hasta llegar al

resolving gel durante 15 min a 60V constantes. Luego, las proteínas se

separaron en el resolving gel durante 1 hora a 120V constantes usando buffer

de corrida. Posteriormente se transfirió las proteínas del gel a una membrana

de nitrocelulosa durante 16 horas a 25 V constantes usando “Buffer de

transferencia”. Se obtuvo dos membranas, una de estas se usó para identificar

las proteínas de Hsp70 y su control endógeno celular GAPDH

(gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa). En la otra membrana se identificó

las proteínas 4-HNE. Cada membrana de nitrocelulosa fue incubada con sus

respectivos anticuerpos primarios Mouse anti Hsp70 1/1000 (ab2787), Rabbit

anti GAPDH 1/1000 (ab9485) y Goat anti-4-HNE 1/500 (ab5605) durante

toda la noche a 4°C. Al día siguiente se incubó con los anticuerpos

secundarios unidos a peroxidasa Goat anti-Mouse 1/5000, Goat anti Rabbit

1/5000 y Rabbit anti Goat 1/2000 [179,180], por una hora a T.A (25°C). Por

https://www.google.com/search?q=ácido%2Bbicinconínico&sca_esv=bbe3debe957613b7&hl=es&sxsrf=AE3TifOi5kzrWVgKlhrsZ-6lXuJGsmx2pg%3A1759771427312&ei=I_vjaI_kEv_R5OUPqPymuA4&ved=2ahUKEwj7u-y_i5CQAxXeG7kGHe67BeUQgK4QegQIARAB&uact=5&oq=ensayo%2BBCA%2Bque%2Bsignifica%3F&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiGWVuc2F5byBCQ0EgcXVlIHNpZ25pZmljYT8yBRAhGKABMgUQIRigATIFECEYoAFIuCFQqAJYqB9wAXgAkAEAmAFuoAGMC6oBBDExLjS4AQPIAQD4AQGYAhCgAvcLwgIJEAAYsAMYBxgewgIIEAAYgAQYsAPCAgkQABiwAxgIGB7CAgsQABiwAxgIGAoYHsICCxAAGIAEGLADGKIEwgIIEAAYsAMY7wXCAgUQABiABMICCBAAGIAEGKIEwgIFEAAY7wWYAwCIBgGQBgqSBwQxMC42oAe2JbIHAzkuNrgH6wvCBwgwLjUuMTAuMcgHOg&sclient=gws-wiz-serp&mstk=AUtExfA5gtZDmG6m1sFZqVV0S64cDsSW20P5mi4o1stFwWs3KEILPAR9vHC5DafLxIPzh2GISA-_kAuXi6rvNFjJsTaevJ_8_g7ZPpvgr4Uq6E_ssJELNxlePOF-zBiTfmrbbZy8MdKci3mN7Gs_SsP0pk_Rr3o4w-xCubVp8bMyE7beqAZPGxgUBcwelU0N-c7KCpnJ-M0HtBOMpNN-kQ1cntUlXmu-0MVjUxiFRA7ZDgy5FCDiusSKpQf3bvF6PPG7rqCKOncCr0ekgU7aViqyY4aU&csui=3
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último, se usó DAB (diaminobencidina) y peróxido de hidrógeno para revelar las

membranas de nitrocelulosa. La cuantificación de la inmunoreactividad mediante

Western blot de los biomarcadores Hsp70, 4HNE y GAPDH se realizó usando FIJI.

Primero se obtuvo una imagen digital de las bandas (papel de nitrocelulosa) en formato

tiff, para conservar la cantidad máxima de información en la imagen original. La

imagen se convirtió a modo de 8 bits. Luego se delimitó cada banda para dibujar un

cuadro alrededor de todo el primer carril. Asimismo, se usó la herramienta “Plot

Lanes” para dibujar un trazado de perfil de cada carril. El gráfico de perfil representó

esencialmente el valor de densidad promedio en un conjunto de sectores horizontales

de cada carril. Las bandas más oscuras tuvieron picos más altos y las gráficas que

cubrieron un rango de tamaño mayor (kDa) tuvieron picos más anchos. Posteriormente,

se obtuvo el ratio entre las bandas objetivo y de control endógeno GAPDH. Para 4HNE,

se determinó el ratio entre la intensidad total de las bandas del carril de la condición

evaluada y la señal de Ponceau, empleada como control endógeno.

F. Análisis de datos

Para el análisis estadístico de los datos, se evaluaron previamente los supuestos de

normalidad y homogeneidad de varianza. Aquellos datos que cumplieron con los criterios de

normalidad y homocedasticidad fueron analizados mediante pruebas estadísticas

paramétricas, empleándose el análisis de varianza de una vía (ANOVA) o la prueba t de

Student, según correspondiera.

Por otro lado, los datos que no cumplieron dichos supuestos fueron analizados mediante

pruebas no paramétricas. En estos casos, se utilizaron específicamente las pruebas de

Kruskal–Wallis y U de Mann–Whitney para la comparación entre grupos experimentales.
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VI. RESULTADOS

A. Viabilidad celular

La viabilidad celular se evaluó mediante la técnica de MTT tanto para DIV5 como

para DIV14 en el cultivo primario astrocítico, tanto en condiciones de control (sin

tratamiento) como tratadas con peróxido de hidrógeno (H₂O₂). El cultivo control

DIV5 presentó una viabilidad del 97,7 %, mientras que el tratado con H₂O₂ mostró

una marcada reducción en la viabilidad celular. Además, en el DIV14 la viabilidad

del grupo control fue de 83,3 %, mientras que las células tratadas con H₂O₂

presentaron una viabilidad significativamente menor (p < 0.01) (Figura N°6). De

esta manera, se observa, un mayor porcentaje de viabilidad en células no tratadas

con respecto a las que recibieron tratamiento con H2O2.

Figura N° 6: Evaluación de la viabilidad celular mediante la técnica de MTT. Se

observa, un mayor % de viabilidad celular en células Control (no tratadas) con
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respecto a las que recibieron tratamiento con H2O2 (Peróxido de Hidrógeno), en

ambos tipos de cultivo primario (n=3, réplicas técnicas). Se realizó la prueba de t

student se observan diferencias significativas entre los grupos: DIV 5 p<0.0005

(***) y DIV 14 p=0.0113 (**).

B. Determinación del tipo celular en los cultivos primario

En el cultivo correspondiente al DIV 5 (Figura N.° 7) se observó una mayor

diversidad celular en comparación con el cultivo DIV 14. El análisis morfológico

y cuantitativo mostró que, en DIV 5, las células astrocíticas, caracterizadas por su

morfología estrellada y marcadas en color verde, representaron el 73,97 % de la

población total, mientras que las neuronas, con morfología alargada y marcadas

en color rojo, correspondieron al 26,03 %. Esta diferencia fue estadísticamente

significativa (p < 0,05). En contraste, el cultivo DIV 14 presentó una población

homogénea compuesta exclusivamente por células astrocíticas, sin evidencia de

otros tipos celulares, como neuronas (Figura N.° 7) lo que confirma su alta

pureza. Estos resultados indican que los astrocitos son predominantes respecto a

las neuronas en el tiempo analizado.
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Figura N°7: Diversidad celular en cultivo primario.

A. Se observa la expresión de células astrocíticas (verde) y neuronales (rojo) en

cultivos que alcanzaron el día 5 (DIV5) y el día 14 (DIV14) de crecimiento in

vitro.(B y C). Gráficos de barras que representan el porcentaje de cada tipo celular

identificado. Se realizó la prueba t donde se observa diferencias significativas

entre los grupos (P<0.0001). Se capturaron imágenes en 10 campos distintos para

cada uno de los tres procedimientos realizados en fechas diferentes, obteniéndose

un total de 30 imágenes. Barra de escala: 100 µm.

C. Expresión de biomarcadores de estrés celular

Se evaluó la expresión de los biomarcadores de estrés oxidativo Hsp70 y 4-HNE me-

diante la técnica de western blot en cultivos primarios astrocíticos tratados bajo dife-

rentes condiciones: Control positivo (LPS), antígeno excretorio secretorio (E/S) y an-

tígeno total (T), comparadas con el control negativo (CN) (Anexos N°1 y 2). .
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Figura N°8: Evaluación de los niveles de Hsp70 y 4-HNE en cultivos primarios de astro-

citos estimulados con antígenos del cisticerco.
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A. Western blot representativo que muestra la evaluación de Hsp70 en los diferentes tra-

tamientos: control negativo (CN), lipopolisacárido (LPS), antígenos excretorios/secreto-

rios (E/S; 20 y 40 µg/mL) y antígenos totales (T; 20 y 40 µg/mL). GAPDH se utilizó

como control de carga. B. Perfiles densitométricos de las bandas de Hsp70 obtenidos para

cada tratamiento. C. Western blot representativo de proteínas modificadas por 4-HNE en

los diferentes grupos experimentales. D. Tinción con Ponceau S de la membrana que con-

firma una carga y transferencia proteica homogénea entre las muestras. E. Perfiles densi-

tométricos del patrón de proteínas modificadas por 4-HNE en los distintos tratamientos.

F. Se observa el ratio del biomarcador Hsp70/GAPDH en células del cultivo primario

astrocítico. G. Se observa el ratio del biomarcador 4-HNE/Ponceau en células del cultivo

primario astrocítico. Cabe mencionar que no se mostró significancia en ningún caso eva-

luado a diferentes condiciones control negativo (CN), control positivo (CP), antígeno ex-

cretorio secretorio (E/S) y antígeno Total (T). En total se realizó 5 réplicas biológicas para

ambos biomarcadores en diferentes tiempos (n=5).

Para Hsp70, el análisis de varianza (ANOVA) no mostró efecto de los tratamientos (p

= 0.89). No obstante, se observó una ligera tendencia a la disminución en las condi-

ciones tratadas con E/S a 20 y 40 µg/mL (medias de 0.514 y 0.466, respectivamente)

en comparación con el CN (Figura N°8F).

En el caso de 4-HNE, también se evaluaron las condiciones CP, E/S y Total frente al

control negativo. El ANOVA no evidenció diferencias significativas entre los grupos

(p = 0.94); sin embargo, se observó una tendencia al incremento de la expresión de 4-

HNE en las condiciones tratadas con E/S (20 y 40 µg/mL; medias de 0.83 y 0.84) y

con antígeno total (20 y 40 µg/mL; medias de 0.92 y 0.93), respecto al CN (Figura

N°8G).
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VII. DISCUSIÓN

La interacción entre antígenos excretores-secretores (E/S) de helmintos y las

respuestas celulares del hospedador ha sido documentada como un

mecanismo importante de modulación inmunológica. Estudios en

Schistosoma mansoni demostraron que los ESP (productos excretores-

secretores) larvarios disminuyen de forma significativa la expresión de

HSP70 en hemocitos de Biomphalaria glabrata, con diferencias entre cepas

resistentes y susceptibles, sugiriendo una modulación dependiente del

hospedador [181]. En nuestro modelo, la exposición de cultivos primarios

astrocíticos de rata a antígenos E/S y totales de cisticerco del parásito Taenia

solium durante 24 horas no indujo cambios estadísticamente significativos en

los biomarcadores de estrés oxidativo HSP70 y 4-HNE. Sin embargo, se

observó una tendencia a la disminución de HSP70, consistente con la fase

inicial de supresión descrita en B. glabrata expuesta a ESP de S. mansoni

[181], lo que sugiere que helmintos filogenéticamente distantes podrían

compartir mecanismos convergentes de modulación de proteínas de estrés en

células del hospedador.

En la literatura se ha demostrado que el lipopolisacárido (LPS) puede inducir

tanto la expresión de HSP70 como la generación de productos de

peroxidación lipídica como aductos de 4-HNE. No obstante, la magnitud y la

persistencia de esta inducción dependen del tipo celular, la dosis empleada y

el tiempo de exposición.

En el presente estudio no se observaron diferencias significativas entre el

control positivo (LPS) y el control negativo en los biomarcadores de estrés

oxidativo evaluados, lo cual sugiere que, bajo las condiciones experimentales
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empleadas, el estímulo inflamatorio no generó una respuesta detectable en

términos de HSP70 ni acumulación de 4-HNE a las 24 h. Esta ausencia de

significancia podría estar relacionada con la limitación de haber evaluado un

único tiempo de exposición, sin considerar posibles fases transitorias de

inducción, supresión o recuperación compensatoria descritas en otros

modelos experimentales.

En relación con HSP70, se ha reportado que su inducción por LPS presenta

una marcada dependencia regional y temporal. En un estudio describieron que

el LPS incrementa la expresión de HSP70 en corteza cerebral en comparación

con médula espinal; sin embargo, dichos niveles no superaron

significativamente los valores basales del control sin tratamiento [182],

evidenciando una sensibilidad diferencial de las regiones del sistema nervioso

central frente a este estímulo. De manera similar, en otra investigación

demostraron mediante Western blot que la expresión de HSP70 en pericitos

de rata tratados con LPS varía significativamente según la dosis y el tiempo

de exposición (10–100 ng/ml, 18 h) [183], indicando que la respuesta

inducida puede ser transitoria y no mantenerse en el tiempo. En este contexto,

es posible que la evaluación realizada exclusivamente a las 24 h en nuestro

modelo no haya coincidido con el pico máximo de expresión de HSP70

descrito en dichos estudios.

Por otro lado, un grupo de investigación demostró que la acumulación de

aductos de 4-HNE en tejido cerebral tras la estimulación con LPS es

dependiente del tiempo, observándose variaciones en minutos u horas

posteriores al estímulo [184]. Estos hallazgos confirman que el LPS es capaz

de inducir estrés oxidativo medible a través de 4-HNE, aunque con una
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cinética dinámica que no necesariamente se mantiene estable en fases tardías

como las 24 h evaluadas en el presente trabajo.

Cabe resaltar que, aunque en nuestro estudio no se evidenciaron diferencias

en los marcadores de estrés oxidativo, el LPS empleado como control positivo

ha sido previamente validado por nuestro grupo de investigación, donde se

demostró que induce significativamente la expresión de IL-1β en cultivos

primarios astrocíticos [186], confirmando su capacidad para activar vías

inflamatorias. Esto sugiere que la activación inflamatoria inducida por LPS

no necesariamente se traduce en un incremento sostenido o detectable de

marcadores de estrés oxidativo, ya que ambos procesos pueden diferir en

magnitud y cinética dependiendo del modelo celular y de las condiciones

experimentales. En conjunto, estos antecedentes permiten interpretar que la

ausencia de diferencias significativas entre el control positivo y negativo en

este estudio podría estar relacionada con la temporalidad y la dinámica propia

de los biomarcadores evaluados, más que con una ineficacia del estímulo

biológico.

La falta de inducción significativa de HSP70 también guarda coherencia con

observaciones previas en lesiones axonales de neurocisticercosis, donde esta

proteína no se mostró como un marcador dominante ni consistentemente

expresado en comparación con otros indicadores de daño como SOD1 o

neurofilamentos [185]. En dichos estudios, los esferoides axonales

inmunorreactivos a HSP70 fueron escasos, lo que sugiere un rol secundario o

limitado de esta proteína en la respuesta al daño neuronal en la infección por

T. solium [185]. Esta coincidencia refuerza la hipótesis de que, aunque HSP70

constituye un sensor universal de estrés, su expresión en estudios con
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parásitos podría estar modulada negativamente o ser compensada por

mecanismos antioxidantes alternativos.

Una posible explicación adicional a la ausencia de acumulación significativa

de biomarcadores oxidativos en nuestros cultivos radica en la activación

concomitante de vías protectoras en astrocitos. Investigaciones previas de

nuestro grupo demostraron que los antígenos E/S del cisticerco de T. solium

y el LPS (control positivo) inducen un incremento significativo de IL-1β en

cultivos primarios astrocíticos [186]. Dicha citocina ha sido descrita como un

modulador de la homeostasis redox, al promover en astrocitos la síntesis de

glutatión dependiente de NF-κB, aumentando así la resistencia frente a

agresiones oxidativas [187,188]. De este modo, la elevación de IL-1β

inducida por antígenos parasitarios podría atenuar la acumulación de

biomarcadores de estrés oxidativo como HSP70 y 4-HNE, actuando como un

mecanismo compensatorio de protección celular, en concordancia con lo

reportado en modelos experimentales donde IL-1β regula la producción de

GSH y protege tanto a astrocitos como a neuronas del daño oxidativo [187–

189].

Adicionalmente, debe considerarse la intrínseca resistencia de los astrocitos

al estrés oxidativo. Estudios comparativos han mostrado que estas células

mantienen sus funciones neuroprotectoras incluso bajo condiciones de

agresión severa, preservando la homeostasis cerebral frente a distintos tipos

de estrés [190,191]. Esta capacidad adaptativa podría explicar la ausencia de

una respuesta exacerbada de estrés oxidativo en nuestro modelo. Asimismo,

el papel central del glutatión como antioxidante maestro en la neutralización

de especies reactivas y aldehídos lipídicos como el 4-HNE [192] apoya la
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hipótesis de que su inducción mediada por IL-1β constituye una vía crítica de

defensa en astrocitos expuestos a antígenos de T. solium.

En conjunto, aunque los resultados obtenidos no evidencian cambios

estadísticamente significativos en HSP70 ni 4-HNE, la evidencia previa

confirma que el LPS puede inducir ambos marcadores bajo determinadas

condiciones experimentales. Además, estudios realizados en cultivos

primarios de astrocitos de ratas recién nacidas han demostrado que este

modelo es adecuado para evaluar la interacción entre HSP70, aldehídos

lipídicos reactivos como 4-HNE y mecanismos antioxidantes celulares

[193,194]. En este sentido, el uso de astrocitos derivados de crías o el tiempo

de desarrollo celular no constituirían una limitación relevante para la

evaluación de respuestas asociadas al estrés oxidativo en células gliales.

Por tanto, la ausencia de cambios significativos en el presente estudio

probablemente refleja diferencias en la cinética de respuesta y en los

mecanismos compensatorios celulares, más que una falta de capacidad del

estímulo biológico para activar vías de estrés oxidativo.

VIII. CONCLUSIÓN

1. La viabilidad celular del cultivo se mantuvo alta entre el día 5 (DIV 5) y el día 14

(DIV 14) de crecimiento in vitro, mostrando una ligera disminución de la

viabilidad celular en el tiempo.

2. En el día 14 (DIV14) de crecimiento in vitro se obtuvo un cultivo celular

compuesto exclusivamente por astrocitos, confirmando la obtención de una

población celular pura.
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3. Los niveles del biomarcador Hsp70 en astrocitos de cerebro de rata

cultivados en presencia de antígenos excretorios/secretorios (E/S) o

antígenos totales del cisti- cerco de Taenia solium no mostró diferencias

estadísticamente significativas en comparación con el grupo control.

4. De manera similar, los niveles del biomarcador 4-HNE en astrocitos

expuestos a antígenos E/S o totales del cisticerco de T. solium no evidenció

cambios estadís- ticamente significativos respecto al control.

IX. LIMITACIONES

La determinación de la expresión de los biomarcadores asociados al estrés

oxidativo se efectuó en un solo intervalo de tiempo (24 horas), lo cual podría

no reflejar adecuadamente posibles modificaciones en etapas iniciales o

posteriores de la respuesta celular. Además, la investigación consideró

únicamente dos biomarcadores, por lo que la incorporación de un conjunto

más amplio de indicadores permitiría obtener una evaluación más detallada y

representativa del perfil de estrés oxidativo generado por los antígenos del

parásito.

X. RECOMENDACIONES

Se recomienda desarrollar modelos de co-cultivo entre neuronas, astrocitos y

microglías para reproducir de manera más adecuada las interacciones celulares

del sistema nervioso central. Asimismo, sería importante evaluar distintas

fracciones de antígenos excretores/secretores y totales del cisticerco de Taenia

solium, con el fin de identificar de forma más específica sus efectos biológicos.

Además, se sugiere ampliar el panel de biomarcadores de estrés oxidativo y

considerar diferentes tiempos de exposición (3, 6, 12, 72 y 96 h) para analizar
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con mayor detalle la respuesta de citoquinas en cultivos primarios cerebrales.

Finalmente, la incorporación de la técnica de inmunofluorescencia permitiría

complementar y fortalecer la evaluación de los cambios celulares observados.
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ANEXOS

Anexo N°1: Evaluación estadística del biomarcador Hsp70 en cultivo primario astrocitico

inducido por cada condición CN, LPS, E/S y T. A. La tabla muestra los datos del ratio

Hsp70/GAPDH de las 4 condiciones. Se realizó 5 réplicas biológicas en diferentes

tiempos (n=5). B. Evaluación de la normalidad usando la prueba de Shapiro-Wilk, todos

los grupos cumplen la normalidad. C. No existen diferencias significativas en las

medianas (P>0.05) mediante la prueba de ANOVA.
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Anexo N°2: Evaluación estadística del biomarcador 4-HNE en cultivo primario

astrocitico inducido por cada condición CN, LPS, E/S, T. A. La tabla muestra los datos

del ratio 4-HNE/Ponceau de las 4 condiciones. Se realizó 5 réplicas biológicas en

diferentes tiempos (n=5). B. Evaluación de la normalidad usando la prueba de Shapiro-

Wilk, todos los grupos cumplen la normalidad. C. No existen diferencias significativas

en las medianas (P>0.05) mediante la prueba de ANOVA.
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