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Resumen

La neurocisticercosis (NCC), hiperendémica en el Perd, es la infeccion cerebral causada por el estadio
larval de Taenia solium. Esta enfermedad es la causa principal de epilepsia adquirida a nivel mundial
y una de las parasitosis mas frecuentes del sistema nervioso central. El tratamiento para NCC exige
terapias personalizadas debido a la gran variedad en la sintomatologia. Las drogas antihelminticas,
como praziquantel (PZQ), son efectivas para matar al parésito; sin embargo también exacerban la
respuesta inflamatoria, por lo que su administracion podria ser innecesaria o contraindicada en
algunos casos. Pautas para el manejo de NCC sugieren el pre tratamiento con agentes

antiinflamatorios, como dexametasona (DEX), para controlar las complicaciones.

Reportes clinicos humanos y modelos animales han demostrado la importancia de citoquinas
proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNFa), en la progresion de la patologia en
NCC. Recientemente, nuestro grupo reporté la disminucién en la expresion de genes proinflamatorios
en cerdos naturalmente infectados con NCC en respuesta al pre tratamiento antiinflamatorio con DEX

0 Etanercept (ETN), un inhibidor de TNFa, en la inflamacion causada por administracion de PZQ.

Durante la Gltima década, estudios in vitro e in vivo para enfermedades inflamatorias crénicas
destacan el papel de los linfocitos T cooperadores 17 (Trl7) y T reguladores (Trg) como mediadores
importantes de la homeostasis inmune y la tolerancia periférica durante la neuroinflamacion, asi como
en la eliminacién de elementos apopt6ticos. Sin embargo la participacion de estas poblaciones
celulares, asi como la apoptosis, no se ha explorado en la patologia de NCC y se desconoce si se

modifican en respuesta el tratamiento antiinflamatorio.

En este trabajo se usaron muestras cerebrales de 12 cerdos naturalmente infectados con NCC
distribuidos en 3 grupos: tratados con PZQ (n = 3) o pretratados con DEX (n=3) 0 ETN (n = 3) antes
de PZQ. Un grupo de animales permanecio sin tratar (n = 3), como control. Se observé que el pre
tratamiento con DEX redujo la expresion de las citoquinas IL-17 e I1L-23 de la respuesta Tn17, como
también del factor de transcripcion FoxP3 de la poblacion T.g, en comparacion a la reduccién
obtenida por ETN. Asimismo, el conteo de células apoptoéticas, asi como la expresién de caspasa-3,
mostré una leve disminucién en respuesta a ambos antiinflamatorios en comparacion con lo

observado en PZQ solo.

Los resultados sugieren la participacion de Treqy Tnl7 en la patologia de la NCC y que el tratamiento
antinflamatorio previo con DEX o ETN podria afectar estas poblaciones celulares por diferentes

mecanismos. Estas observaciones contribuirdn a una mejor comprension de la naturaleza de la



inflamacion aguda y los objetivos de los agentes antiinflamatorios propuestos, que son fundamentales

para formular nuevas medidas mas simples, seguras y efectivas para el control de NCC

Palabras clave:

Taenia solium, Neurocisticerocis, Neuroinflamacion, Tn17, Treg, Apoptosis



Abstract

Neurocysticercosis (NCC), hyperendemic in Peru, is the brain infection with the larvae of Taenia
solium. Treatment of NCC requires case-customized therapies due to its variety of symptoms.
Anthelmintic drugs, like praziquantel (PZQ), kills the parasite causing inflammation and seizures.
Current guidelines for management of NCC recommend the pretreatment with dexamethasone

(DEX), a high potency corticosteroid, to control these complications.

Recently, our group reported the down-regulation of pro-inflammatory genes in naturally infected
pigs with NCC after the pretreatment with etanercept (ETN), a tumor necrosis factor inhibitor, or
DEX on the PZQ-induced inflammation. However, the effect of anti-inflammatory therapy over other
important immune elements, such as T regulatory cells (Trg) and T helper 17 cells (Tn17), are
unexplored. Both Treg and Tn17 cells are important mediators of immune homeostasis and peripheral
tolerance during neuroinflammation, as well in the clearance of unnecessary elements throughout

apoptosis.

We used brain biopsies from 12 pigs infected with NCC distributed in 3 groups: treated with PZQ
only (n=3) or pretreated either with DEX (n=3) or ETN (n=3) before anthelmintic. A group of animals
remained untreated (n=3) as controls. As measured by quantitative reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-gPCR), DEX significantly depressed expression of Tq marker Foxp3, and Tn17-
related interleukins IL-17 and IL-23. In contrast, transcription was modestly decreased in the ETN
pretreated pigs compared to PZQ alone. Moreover, a similar pattern was found after measuring of
apoptosis tested both by RT-qPCR of caspase-3 and by counting apoptotic cells detected by

immunofluorescence.

Together, our findings suggest the participation of Trg and Tnl7 in the pathology of NCC and the
pretreatment with DEX or ETN might affect these cell subsets through different mechanisms. These
observations will contribute to a better understanding of the nature of acute inflammation and the
targets of proposed anti-inflammatory agents, which are critical to formulate simple, safe and more

effective treatment measures.



Introduccion

1.1 Taenia solium

Taenia solium es un platelminto de la clase Eucestoda ' y es una de las 3 especies del
género Taenia que tienen capacidad de parasitar al hombre. 2 Presenta un ciclo de vida
complejo donde los humanos son los Unicos hospederos definitivos, mientras que tanto los

cerdos como los humanos pueden actuar como hospederos intermediarios. 3

El parasito adulto est4d compuesto por una pseudocabeza (escolex) armada con cuatro
ventosas y una doble corona de ganchos en el rostelo retractil; un cuello angosto, y un cuerpo
elongado que consta de varios cientos de proglétidos, cada uno con aparatos sexuales
femeninos y masculinos funcionales. # En su forma adulta, T. solium habita el intestino
delgado del hombre, principalmente el yeyuno, adherido por el escélex a las paredes
intestinales. Cuando los proglétidos estan maduros, estos se autofecundan y se desprenden

del extremo distal del gusano, luego son expulsados al ambiente junto a la materia fecal. ®

Cada proglétido contiene miles de huevecillos que son liberados en el suelo donde
ya tienen caracter infectante sin necesidad de embrionar y pueden permanecer viables
durante largos periodos. Cada huevecillo contiene un embrion hexacanto (oncosfera) que al
ser ingerido por animales, normalmente cerdos, que actian como hospederos intermediarios,
se liberan hacia la luz del intestino delgado, penetran la pared de este y entran a la
circulacion, a partir de donde son transportados a los diversos tejidos del cerdo,

principalmente musculos estriados y otros 6rganos.

En los tejidos del hospedero intermediario, las oncosferas se desarrollan
transformandose en cisticercos o metacéstodes, también llamados quistes. Cuando el hombre
ingiere carne de cerdo mal cocida contaminada por cisticercos, estos alcanzan el intestino
donde, si alguno evagina, podra convertirse en el gusano adulto, completando de esta manera
el ciclo. La infeccion con el platelminto adulto intestinal o teniasis no debe confundirse con

la cisticercosis, en la que el hombre actlia como hospedero intermediario. 68

La cisticercosis humana se desarrolla a través de la ingesta de huevecillos de T.
solium por contaminacion fecal por via oral. Estos entran al torrente sanguineo y son
distribuidos a los tejidos como se ha descrito para el cerdo. 8 Las fuentes principales de
contagio humano son alimentos y liquidos contaminados con huevecillos; es frecuente

también la autoinfeccion en individuos teniasicos. "8



1.2 Neurocisticercosis (NCC)

La infestacion en la teniasis cursa de forma practicamente asintomatica o produce
compromisos digestivos muy leves e inespecificos en el ser humano. ° Sin embargo, en la
cisticercosis, las oncosferas se establecen y enquistan en diversos tejidos, donde alcanzan su
tamafio definitivo (aproximadamente 1 cm) en 2-3 meses, desencadenando diversos
compromisos de acuerdo a la region. 1° Los cisticercos se alojan principalmente de manera
subcutanea e intramuscular y también en el cerebro y ojos. ' Algunas regiones menos
frecuentes de infeccion son el corazén 2, higado, pulmones, cavidades abdominales 3 y muy

rara vez la médula espinal. *4%°

Cuando la infeccion alcanza el sistema nervioso central (SNC), especificamente el
cerebro, condiciona una enfermedad pleomérfica denominada neurocisticercosis (NCC). Una
vez en el cerebro, el cisticerco viable provoca muy poca inflamacion en los tejidos que lo
rodean, permaneciendo indetectable para el sistema inmune del hospedero. ¢7 Esto debido,
probablemente, a la proteccion de la barrera hematoenceféalica (BHE) y a mecanismos de
evasion inmune propios del parasito.’® Después de un periodo desconocido y
presumiblemente largo *° el parasito degenera, lo que desencadena una reaccion inflamatoria

en el hospedero. 51°

La NCC tiene manifestaciones clinicas muy variadas, llegandose a presentar como
sintomas neurolégico comunes, como el aumento de la presién intracraneal, hidrocefalia y
crisis epilépticas; esta tltima como la mas frecuente. #2° Tanto el efecto de masa del quiste
como el bloqueo de la circulacion cerebroespinal influyen en la sintomatologia de NCC, sin
embargo la mayoria de sintomas son resultado directo del nimero de quistes, su ubicacion en

el cerebro y de la gravedad del proceso inflamatorio en el tejido adyacente al parasito. 2

El diagnédstico continGa siendo un reto en NCC. La identificacion involucra
convencionalmente compatibilidad en la historia clinica, serologia positiva y monitoreo por
tomografia computarizada o resonancia magnética. 2 Si bien los estudios epidemioldgicos
han contribuido en la identificacion de factores y poblaciones de riesgo, la baja sensibilidad
y especificidad de los métodos seroldgicos 2*2* y la limitada implementacion de equipos de
procesamiento de imagenes en comunidades rurales 2° continian siendo los principales

obstaculos para la identificar adecuadamente esta enfermedad.

Por otro lado, el tratamiento para NCC exige terapias personalizadas debido a la gran

variedad en la sintomatologia. Las drogas antihelminticas, en esencia Albendazol o



Praziquantel (PZQ), aceleran la degeneracion y eventualmente producen la muerte del
parésito 12527, aunque a la vez exacerban la respuesta inflamatoria, por lo que esta terapia
podria ser innecesaria o estar contraindicada en algunos casos. '>?2° Generalmente el
tratamiento simultaneo con corticosteroides antiinflamatorios, disminuye las complicaciones

del tratamiento antihelmintico.3%3!

La investigacion en NCC enfrenta varias limitaciones. El ciclo de vida de T. solium
es practicamente imposible de reproducir en el laboratorio, los modelos animales son
limitados y se requieren grandes esfuerzos en logistica para mantener experimentalmente in

vivo los estadios del parésito.
1.2.1 Epidemiologia

La NCC es la causa principal de epilepsia adquirida en adultos a nivel mundial, y una
de las parasitosis mas frecuentes del SNC, con alta morbilidad y mortalidad en naciones en
vias de desarrollo.®2% El reporte mas reciente (2015) de la Organizacion Mundial de la Salud
sefiala que 50 millones de personas padecen epilepsia en el mundo, de las cuales el 30% se
asocia a NCC en regiones endémicas y el 3% en el resto del mundo.3* Asimismo, se calcula
que, globalmente, la NCC es responsable de aproximadamente 0.5 millones de afios de vida
potencialmente perdidos (disability-adjusted life year, DALY) cada afio *, lo que convierte

a esta enfermedad en un serio problema de salud publica.

Las principales regiones donde la NCC es endémica corresponden a los paises mas
pobres donde no existe un adecuado sistema de saneamiento y alcantarillado.*® En estos
lugares se practica la crianza informal de cerdos con bajos parametros de inspeccion, lo que
aumenta el riesgo de contaminacion de alimentos y liquidos con heces humanas, y por

consiguiente contribuye a la alta prevalencia de esta parasitosis.®’

No obstante, los casos de NCC en naciones desarrolladas como los Estados Unidos
de América y Australia se encuentran en aumento.® Factores como la intensificacion de la
industria de productos de origen animal, el incremento en el comercio de animales vivos y el
gran fendmeno migratorio de mano de obra agricola y ganadera, asi como los movimientos
de refugiados y turistas internacionales, han contribuido en perpetuar el ciclo de vida del

parésito y extender su distribucion.*

Al igual que en otras enfermedades tropicales desatendidas, el diagnostico y
deteccion de NCC es alin bastante impreciso y posee cobertura limitada.®”#° Por esta razon,

los datos sobre la distribucion real de esta zoonosis son ain fragmentados. Sin embargo, se

3



han ejecutado iniciativas para controlar esta enfermedad en regiones endémicas y la

incidencia de epilepsia asociada a NCC ha sido clinicamente bien documentada.*

De esta manera, se sabe que la NCC ha sido durante décadas un serio problema en
Ameérica Latina con focos de alta prevalencia en Venezuela, norte de Brasil, Colombia,
Ecuador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Pert, Bolivia y recientemente en
naciones con pocos reportes como Haiti y Republica Dominicana; representado en conjunto
entre 0.45-1.35 millones de casos en esta region.** En el caso particular de Perd, se ha
estimado que aproximadamente 30 000 personas padecen de NCC sintomatica,

convirtiéndola en una zoonosis de alta prevalencia.*

En Asia, destaca la India, donde se atribuye a NCC el 50% de los casos de epilepsia,
y otras naciones como Indonesia, Nepal, Butan también con elevada morbilidad.*’ La
infeccion por T. solium se ha reportado también en todas las provincias de China, estimando
entre 3-7 millones de personas infectadas y entre 0.3-0.7 millones de casos de epilepsia
asociada a NCC.*8

Finalmente, en Africa, especificamente en la region subsahariana, se reporta también
alta prevalencia para esta zoonosis, con excepcion de las naciones islamicas.*>*° Debido a la
escasez de herramientas de diagnéstico en esta region, no se conocen datos precisos de la
prevalencia en otras naciones. Sin embargo, encuestas en comunidades reportan alta
incidencia de teniasis/cisticercosis en varios paises®~*3 donde se ha demostrado también una
alta prevalencia de epilepsia asociada a NCC, que alcanza cifras de 0.31-4.6 millones de

casos.>

1.3 Respuesta inmune en NCC
1.3.1 Paradigma Th1/Th2

La inmunidad adaptativa en mamiferos es un proceso finamente regulado,
caracterizado por la proliferacion y diferenciacion de linfocitos de poblaciones especificas.
En presencia de patdgenos y citoquinas especificas, los linfocitos T cooperadores CD4+
(naive, Tn0) se diferencian en distintas poblaciones capaces de reclutar y movilizar otras

especies celulares especializadas para eliminar eficazmente los patégenos invasores. *°

Por un lado, la estimulacion de Tw0 por interleucina (IL) -12 favorece la
diferenciacion a linfocitos Thl, que producen citoquinas inflamatorias importantes, como
interferon gamma (INF-y) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), e inductores

proliferativos como IL-2. La respuesta Tnl se ha asociado tipicamente a la defensa frente a

4



patogenos intracelulares a través de la activacidn de macréfagos, linfocitos CD8+ citotdxicos
y la produccidn de anticuerpos (inmunoglobulinas (lg), especialmente IgG) de opsonizacion

por células B. °°

En contraste, la defensa frente a patdgenos extracelulares es dirigida por la respuesta
Tn2. IL-4 e IL-2 estimulan a los linfocitos Tx0 hacia el fenotipo Trn2, que produce citoquinas
inmunomodulatorias como 1L-10, IL-13 e IL-25. Estos efectores activan principalmente a
células del linaje mieloide como eosindfilos y mastocitos, y favorecen también la inmunidad
humoral a través del cambio de isotipo en células B para generar anticuerpos neutralizantes

como IgM, IgA e IgE. 565

Tanto para Thl como para Tn2, el estimulo inicial para la diferenciacién es el
patdégeno. Sin embargo, cada poblacion produce diferentes moléculas efectoras, cuya
retroalimentacion potencia la diferenciacion a un determinado subconjunto. Por esta razon,
la relacion antagonica entre INFy e IL-4 sugiere que el desarrollo de Trl y Tn2 seria

mutuamente excluyente, %859
1.3.2 Interaccion parasito-hospedero

Los estudios sobre inflamacion del hospedero no son concluyentes sobre el tipo de
respuesta que tiene lugar en NCC. Estudios en el modelo murino de infeccidn peritoneal con
T. crassiceps han sefialado que se daria el cambio de una respuesta temprana proinflamatoria
Thl a una respuesta mas permisiva moduladora Tn2 que permitiria la permanencia prolongada

del parésito.®°

Con ayuda del modelo porcino para NCC (cerdos con infeccién natural) se encontr6
gue estas respuestas varian de acuerdo al estadio del parasito; asi, se describi6 una fuerte
respuesta inflamatoria Thl a quistes en degeneracién, una respuesta regulatoria y
antiinflamatoria T2 a quistes viables (caracterizada por aumento de IL-10 e IL-4), y una

respuesta mixta Thl/Tr2 a quistes calcificados.®*?

Del mismo modo, en pacientes con NCC asintomatica, cuya presentacion se asocia
con cisticercos viables, se ha observado que prevalece una respuesta T2, caracterizada por
elevados niveles de IL-4, IL-5, IL-13 e IgG4 anti-Taenia. En cambio, en los pacientes que
presentan sintomatologia, asociada a quistes degenerados y granulomas adyacentes, se ha
observado que esta respuesta es de tipo Th1, con incremento de IL-12, IL-18, IFN-y, TNFay

6xido nitrico (NO).5364



Sin embargo, los determinantes inmunoldgicos que describen los casos sintomaticos
y asintomaticos en NCC aun son motivo de discusion, ya que no se han encontrado perfiles

gue puedan detallar el escenario en el cual la patologia se resuelve o se agrava.
1.3.3 Inflamacion post-tratamiento antihelmintico en NCC

El modelo porcino ha sido usado para estudiar NCC con respaldo en que la
histopatologia de la respuesta inmune frente al parasito es muy similar a la enfermedad en
humanos.® Se conoce que, en la infeccion temprana, los cisticercos viables producen muy
poca (o nula) inflamacién, mientras que los parasitos en proceso de degeneracion, por su
desarrollo o por el tratamiento antihelmintico, desencadenan una reaccion inflamatoria

crénica.5®

Es asi que se han aprovechado cerdos naturalmente infectados por T. solium para
describir el curso de la enfermedad®” y para evaluar la eficacia del tratamiento.%8%° Sin
embargo, existen muy pocos estudios enfocados en caracterizar la inflamacién inducida por
los efectos de la droga antihelmintica. Por esta razon, el Laboratorio de Inmunopatologia en
NCC de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(UPCH) ha realizado diversos trabajos en cerdos con el fin de caracterizar la respuesta
inmune inducida por el tratamiento contra NCC y contribuir en el disefio de esquemas mas

seguros Y efectivos para controlar la infeccion cerebral por T. solium.

Papel de la BHE en NCC. Se conoce que los cisticercos en vias de degeneracion son
rodeados por células inmunes que forman parte del infiltrado inflamatorio proveniente de la
periferia.”® Este proceso esta acompafiado de un aumento en la permeabilidad de la BHE.™
Con la finalidad de evaluar el efecto del tratamiento antihelmintico en la permeabilidad de la
BHE, se disefid en el laboratorio una serie de experimentos con cerdos naturalmente
infectados por T. solium, los cuales recibieron una sola dosis de praziquantel (PZQ) y a los
cinco dias fueron perfundidos con el colorante vital Azul de Evans (AE). AE tiene la cualidad
de formar un complejo estable con la albtimina de la sangre, 72 y al extravasarse a los tejidos
por un aumento de la permeabilidad de la BHE los colorea de azul, ademés de emitir
fluorescencia ", indicando las regiones donde se ha modificado la BHE, que normalmente es

impermeable a la albdmina.

Con este modelo, en base a una muestra de animales relativamente pequefia y

heterogénea, se observé que el tratamiento estuvo asociado a una mayor permeabilidad de la



BHE en las regiones de tejido del hospedero (cdpsulas) que rodean a algunos quistes;

precisamente aquellas en las que se demostré presencia de un mayor infiltrado inflamatorio.”™

Pérdida focal de integridad vascular e infiltracion eosinofilica en NCC. Con esta
metodologia, nuestro grupo de investigacion caracterizé y reporto la naturaleza celular de la
respuesta inflamatoria inducida por la administracion de PZQ, y describié histolégicamente
regiones de la capsula con infiltrado focal de AE (region of Evans blue infiltration, REBI),
las cuales se observan macroscopicamente como un punto azul en la superficie de algunos

quistes.

El estudio corrobor6 mediante inmunohistoquimica la presencia de eosinofilos en las
REBI, sefialando que estas células lideran la respuesta inmune del hospedero en el proceso

efectivo de ataque al parasito.

Inflamacion, dafio al quiste y expresion de precursores inmunes. En el laboratorio
se utilizan sistemas de puntuacion 0 scores semicuantitativos para caracterizar
histolégicamente la inflamacion (IS score, por inflammatory stage score) y el dafio al
parasito; estos sirven para apreciar los efectos inducidos o exacerbados por la administracion
de PZQ. EI IS score se basa fundamentalmente en las dimensiones del infiltrado celular, y
aunque tiene varias limitaciones, logra demostrar que las cépsulas azules alcanzan
consistentemente valores mas altos que las capsulas claras. Ademas, el tiempo de exposicion

al PZQ también se refleja en el puntaje de inflamacién. ©

Efecto de la localizacién del quiste en el proceso inflamatorio. En un trabajo mas
reciente, nuestro grupo confirmé que uno de los factores que influyen en la respuesta
inflamatoria es en qué zona del tejido cerebral se ubican los cisticercos .”” Los cisticercos
parenquimales presentan los niveles mas altos de inflamacion pericistica (IS score mas alto)
después del tratamiento con PZQ. A su vez, la permeabilidad de la BHE sufrié cambios

significativos solo en tejido parenquimal.

1.4 Biologia del factor de necrosis tumoral (TNF)
1.4.1 Generalidades: Superfamilia TNF

El factor de necrosis tumoral (tumor necrosis factor, TNF) es una citoguina
proinflamatoria ampliamente estudiada que cumple papeles criticos en la activacion y
mantenimiento de la respuesta inmune. La caracterizacion de esta molécula empieza hace
poco més de un siglo con las primeras descripciones de los efectos aparentes de endotoxinas

bacterianas en la aparicion de necrosis hemorragicas de tumores humanos. ”® Cuando en 1962
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se demostrd experimentalmente que el efecto necrotizante es indirecto y ajeno a las
endotoxinas, se postuld que el efecto de la endotoxina es mediado por un “factor necrotizante

de tumores”. ®

La hipdtesis de una respuesta antitumoral del sistema inmune in vivo empez6 a cobrar
relevancia recién en 1968, cuando se aislaron fracciones que contenian un factor citotoxico
producido por linfocitos de raton, denominado inicialmente “linfotoxina” (LT). 88! En 1975
se reportd otro factor producido por macréfagos, con propiedades similares a LT, que se
llamo6 finalmente “factor de necrosis tumoral” (TNF). 8 Ambos elementos mostraron gran
efectividad al inducir in vitro la necrosis de células de fibrosarcoma de ratén. 8 Estos
conceptos fueron extrapolados a enfermedades sistémicas en 1981, cuando se reportaron
niveles muy elevados de TNF en modelos de infeccion experimental para malaria 88y

envenenamiento por endotoxinas bacterianas.

En 1985, los cDNA murinos y humanos de LT y TNF fueron purificados, clonados
y expresados como proteinas recombinantes que corroboraron sus propiedades bioldgicas y
permitieron analisis estructurales que revelaron una gran similitud entre estos dos elementos.
887 Casi en simultaneo se lograba purificar, con anticuerpos dirigidos a LT, una proteina de
25 kDa en homogenizados de células de linflobastoma humano RPMI 1788. 8#° Usando el
mismo sistema de anticuerpos, un segundo factor citotoxico de 17 kDa, denominado TNFa
por su similitud al TNF murino, fue aislado de los sobrenadantes de células mielomonociticas
humanas HL-60. 89 Los primeros perfiles de las secuencias de aminodacidos para las
proteinas de 17 (TNFa) y 20 kDa mostraron que compartian un 50% de homologia
estructural, reforzando el precepto de ser dos entidades diferentes pero sugiriendo también

que compartian efectos bioldgicos. 862°

Posteriormente, la generacién de anticuerpos especificos para cada proteina confirmé
que estas dos especies eran inmunoldgicamente diferentes ' y que probablemente tenfan
reservorios celulares distintos; mientras TNFa era producida principalmente por macrofagos,
LT (finalmente denominada TNF) era producida en su mayoria por linfocitos. ® Asimismo,
en coherencia con su similitud, se demostré que tanto TNFa como TNF se unen a un
receptor comun de superficie celular de alta afinidad, presente en la mayoria de los tipos de

células. %

La demostracion de que la caquectina, inicialmente descrita en la década de 1970

como una hormona responsable de inducir anemia, shock séptico y caquexia en ratones %%



era el homélogo murino del TNFa humano,® condujo a repensar la importancia de esta

citoguina en la enfermedad humana.

En adelante, y después de més de tres décadas, se identificaron un total de 19 ligandos
proteicos conocidos como superfamilia TNF (TNFSF). En ella, solo TNFa y TNFB fueron
caracterizados a partir de su purificacion como proteinas °’; todos los demas ligandos fueron
descritos a partir de analisis por homologia de las secuencias de cDNA que codifican
elementos comunes para este grupo, como los dominios para formacién de trimeros y el

motivo hoja beta en la seccién central de la molécula. %%

A su vez, los ligandos tienen la propiedad de unirse a un grupo de receptores,
conocido como superfamilia de receptores de TNF (TNFRSF), conformada por 29 miembros
diferentes que estructuralmente comparten la forma barril beta y el dominio extracelular de
unién a TNFSF rico en cisteinas. 1® Precisamente, la interaccion TNFSF/TNFRSF ha
motivado el estudio de los efectos pleiotropicos de TNFa a nivel celular y sus funciones
sistémicas en condiciones fisiologicas o durante la enfermedad. Asimismo, este eje ha
permitido desarrollar alternativas terapéuticas para diversas patologias caracterizadas por
desequilibrios en la funcién bioldgica de TNFa. El anexo 1 detalla la diversidad y funcién
bioldgica de los ligandos de TNFSF y su interaccion con TNFRSF.

1.4.2 Biosintesis y estructura del TNFa

La superfamilia TNF y sus receptores tienen un antiguo origen evolutivo que se
remonta a genes de copia Unica presentes en artrdpodos y que se han conservado de manera

transversal en todos los vertebrados. 1%

El gen tnf que codifica a TNFa esta presente como copia unica en el cromosoma 6
humano (cromosoma 17 murino, cromosoma 7 porcino) y consta de cuatro exones y tres
intrones. Los exones | y Il constituyen la region del péptido sefial, mientras que los exones
Il 'y IV conforman la regidn codante. El exén IV por si solo codifica aproximadamente el

80% de la molécula madura de TNFaq. 1%2

La produccion del transcrito es finamente regulada por factores de transcripcion y
elementos de unién al DNA, como el factor nuclear kappa de células B (nuclear factor-«B,
NF-kB), la proteina activadora 1 (activator protein-1, AP-1) y el factor nuclear asociado a
células T activadas (nuclear factor associated with activated T cells, NFAT), en coherencia
con la presencia de secuencias de union a estos elementos dentro de la region promotora del

gen tnf. 1% Sin embargo, también se ha demostrado que la regulacién transcripcional depende
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del tipo de célula y del estimulo, lo que implicaria el reclutamiento de distintos factores de

transcripcion hacia el promotor, 103104

Asimismo, se han documentado mecanismos de regulacion post-transcripcional
mediante interacciones con regiones ricas en adeninas y uracilos (AU-rich element, ARE) en
el extremo 3’ del mRNA de TNFo 1%1%; esto incluye microRNAs %, y elementos que

regulan la estabilidad del mensajero como tristetraprolina 18 y factores de decaimiento %,

El mensajero maduro es traducido en una proteina homotrimérica transmembrana de
aproximadamente 27 kDa conformada por 233 aminodcidos, referida a veces como pro-TNF
o TNF de membrana (mTNF). La enzima convertidora de TNFa (7NFa converting enzyme,
TACE) corta a nivel de los residuos 76 y 77 de alanina y valina, respectivamente, y genera
una porcion soluble de 17 kDa que corresponde a la molécula trimérica de TNFa circulante

que le confiere a esta citoquina la propiedad de actuar en regiones lejanas al sitio de sintesis.
110

Tanto TNFa como mTNF pueden unirse a TNFR1 y TNFR2 y son biolégicamente
activas. ! Sin embargo, no existe un consenso sobre las funciones especificas de cada
especie. A diferencia de la forma soluble, las propiedades de mTNF estarian limitadas al
control celular intrinseco y a la comunicacién paracrina célula-célula que inducirian

respuestas bioldgicas de indole local. 12113
1.4.3 Transduccién de la sefal

La gran diversidad de funciones que cumple TNFa en el organismo la convierte en
una molécula central en la activacién, desarrollo y mantenimiento de la respuesta inmune. Si
bien esta citoquina es producida por diferentes tipos celulares en distintas regiones del cuerpo,
los principales productores son las células del linaje monocitico como los macréfagos,

microglia, astrocitos, células de Langerhans, células de Kupffer y macréfagos alveolares. 114

Una vez que ha sido secretado como elemento soluble, el homotrimero de TNFa
puede interactuar con gran afinidad con los dominios ricos en cisteinas de los receptores
TNFR1 y TNFR2. Si bien la distribuciéon de ambos receptores parece ser ubicua en el
organismo, algunos estudios sugieren que TNFR1 se expresa constitutivamente en la mayoria
de los tejidos de mamiferos, mientras que la produccién de TNFR2 es regulada y se expresa

principalmente en las células inmunes. *°
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La activacion de TNFR2 en células inmunes es responsable de la gran variedad de
respuestas inflamatorias atribuidas a TNFa. Los eventos posteriores a la activacion de
TNFR1 6 TNFR2 pueden ser especificos de acuerdo a las circunstancias fisiologicas y a la
naturaleza del estimulo, pero la etapa inicial es comdn a las vias de sefializacion mediadas
por TNFa. Esta etapa involucra la interaccion ligando-receptor, que induce cambios
conformacionales en TNFR1 favoreciendo la disociacion de la proteina silenciadora de los
dominios de muerte (silencer of death domains, SODD), que se encuentra constitutivamente
unida al dominio intracelular de TNFR1. La liberacion de SODD permite a su vez la union
de la proteina adaptadora TRADD (TNFR1-associated death domain protein), que servird
como plataforma para reclutar a la serina/treonina quinasa RIP-1 (receptor interacting
protein-1) y la ubiquitina ligasa TRAF2 (TNFR-associated factor 2). 116117

En adelante, y dependiendo de los elementos que se incorporen al complejo TRADD-
RIP-TRAF2, es posible activar hasta tres vias de sefializacion diferentes que dan como
resultado (1) la activacion del factor de transcripcion NF-xB, (2) la activacion de las vias de
las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) ¢ (3) la induccién de muerte celular.
Los efectos netos de estas vias de sefializacion pueden parecer sinérgicos o antagonicos entre
si, lo que sugiere la existencia de un constante mecanismo de comunicacion cruzada y

regulacion para evitar que sean mutuamente excluyentes. 118119

(1) En el primer caso, la activacion de NF-kB por TNFR1 corresponde a la via candnica para
este factor de transcripcion. En este escenario, la proteina inhbitoria IkBa se encuentra
constitutivamente unida al NF-xB citoplasmatico impidiendo su traslocacion al nlcleo
celular. Una vez formado el complejo TRADD-RIP-TRAF2, la accion serina/treonina
quinasa de RIP activa a la quinasa de IxB (IKK), la cual fosforilard a IkBa favoreciendo

su ubiquitinacion y posterior degradacion por proteosoma. 12

Con la degradacion de IkB, el heterodimero NF-«kB liberado entra en el nacleo donde
puede interactuar con regiones promotoras en el DNA e inducir la expresion de genes
especificos para conducir una respuesta fisioldgica particular. Por ejemplo, se le ha
atribuido la capacidad de favorecer la proliferacion y la supervivencia celular mediante
factores anti-apoptdticos. 12 Sin embargo, destaca su participacion en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria, dado que el NF-xB es un activador global de numerosas
citoquinas proinflamatorias (incluyendo TNFa), quimiocinas y sus receptores, ademas

de ser un regulador critico de la activacion y proliferacion de células inmunes. 12°
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(2) Por otro lado, la transduccion del estimulo en las vias MAPK ocurre de manera canénica
en células mamiferas e involucra tres grupos de proteinas ordenadas en familias
conocidas por el nombre del Gltimo ligando citosélico. De esta forma se tienen a las
quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK), las quinasas p38 (p38) y las
quinasas c-Jun amino terminales (JNK). 22 Por una parte, la cascada ERK es com(n a
todos los tejidos y es fuertemente activada por factores de crecimiento y mitdgenos; se la
ha sefialado como un regulador clave en la proliferacion celular y fagocitosis. 3. En
constraste, las cascadas p38 y JINK comparten algunos activadores intermediarios y se ha
observado que participan en la respuesta a la hiperosmolaridad, stress oxidativo,
citoquinas inflamatorias, y en la regulacion de la apoptosis *2* Si bien las tres cascadas
MAPK responden a TNFa, estudios in vitro han demostrado que esta citoquina induce
una fuerte activacion de JNK, provoca una respuesta moderada de p38 y activa

minimamente a ERK. 125126

Para la activacion de JNK, el complejo TRADD-RIP-TRAF2 activa por fosforilacion
sucesiva las quinasas citosélicas MEKK1, MEKK4 y MEKKY7, para finalmente activar
JNK e inducir su translocacion al nacleo. Desde ahi favorecerd la dimerizacion de los
elementos c-Jun y c-Fos para formar el factor de transcripcion AP-1, el cual induce
principalmente la expresion de genes pro-apoptéticos y relacionados a la proliferacion y

diferenciacion celular. 1?7

(3) Finalmente, la induccién de muerte celular mediada por activacion de TNFR1 involucra
el reclutamiento de un grupo de proteinas denominado complejo de sefializacion inductor
de muerte (death inducing signaling complex, DISC) conformado por TRADD, la
proteina asociada a Fas con dominio de muerte (FADD) y TRAF 1. Una vez formado,
DISC acttia como andamiaje que incorpora a la caspasa iniciadora pro-caspasa 8, la cual,
tras su activacion proteolitica a caspasa-8, activara a las caspasas efectoras caspasa-3 y
caspasa-6. 128 En particular la activacion de caspasa-3 es esencial para la muerte celular
inducida por TNFR1, ya que activa nucleasas latentes conocidas como CAD (caspase

activated DNase) que degradan sistematicamente el DNA genémico de la célula. **

La naturaleza pleiotropica de TNFa alcanza una gran diversidad de mediadores y
vias de sefializaciébn que en su conjunto describen la complejidad del desarrollo,
mantenimiento y control de la respuesta inflamatoria. 1*° EIl papel central de esta citoquina

la convierte en un blanco atractivo para desarrollar estrategias que permitan controlar los
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efectos deletéreos de la inflamacion, tal como sucede en algunas patologias de origen

autoinmune o infeccioso.
1.4.4 Importancia patolégica de TNFa en NCC

Estudios en modelos animales y reportes humanos de NCC indican que mediadores
inflamatorios producidos por células de la respuesta inmune innata y adaptativa juegan un
papel clave en la progresion de la patologia. Asimismo, estudios previos de nuestro grupo
han demostrado el incremento significativo de los mensajeros de TNFa y otras citoquinas
proinflamatorias en respuesta al tratamiento antihelmintico, sugiriendo que estas moléculas

tienen una funcién central en las complicaciones post-tratamiento. 2

1.5 Tratamiento antiinflamatorio para el control de la NCC
1.5.1 Glucocorticoides: Dexametasona (DEX)

Los glucocorticoides, como la dexametasona (DEX), son farmacos antiinflamatorios,
inmunosupresores y descongestivos altamente eficaces. Desde hace décadas, se han
administrado en una variedad de trastornos, incluyendo enfermedades autoinmunes,

reacciones alérgicas y el control del cancer, mejorando enormemente la prognosis. 3

Mecanismo de accion. La similitud estructural de DEX a hormonas esteroides
permite que regule una gran variedad de procesos biol6gicos como agonista de las vias de
sefializacion que normalmente son activados por hormonas. 3! La accion farmacoldgica de
DEX empieza con la unién a un receptor especifico para glucocorticoides (GR) en el
citoplasma de células inmunes. *2 En condiciones normales, GR se encuentra como un
heterodimero asociado a chaperonas, a la espera de su activacion por ligando y posterior

translocacion al ntcleo, que conduce a efectos en la inmunidad innata y adaptativa. 33134

Entre estos efectos destaca la represion de factores de transcripcion, como NF-xB y
AP-1, CREB, IRF3, NFAT, T-Bet, GATA-3 y AP-1 *>137 |os cuales controlan la expresion
de especies proinflamatorias como IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, COX-2,
E-selectina, iNOS, IFN-y, TNF-a, ICAM, MCP-1 y VCAM, que a su vez se encuentran

regulados negativamente, probablemente por cambios en la estabilidad de sus MRNA, 13813

A nivel celular, se han descrito otros mecanismos que interfieren con el proceso
inflamatorio en respuesta a la administracion de glucocorticoides. Por ejemplo, la inhibicion
de la interaccién de linfocitos con células endoteliales, que resulta en un menor ingreso de

células inmunes a la region inflamada 4%; la inhbicién de la via de sefializacion por Toll-like
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receptors en células presentadoras de antigeno ! y la desregulacion de la migracién y

maduracion de células dendriticas. 14

DEX en NCC. Actualmente, pautas clinicas para el manejo adecuado de la NCC
recomiendan la administracion de agentes antinflamatorios, como corticoesteroides, para
prevenir la inflamacion post-tratamiento 243144, Si bien no se conoce cuél es el mejor momento
para administrarlos, estudios retrospectivos sugieren que el pre-tratamiento con
corticoesteroides, como DEX, antes del antihelmintico permite resolver mejor las

complicaciones 314,

A pesar de que los corticoesteroides son usados frecuentemente para limitar la
inflamacidon y controlar lo sintomas, se desconoce el régimen ideal que garantice el uso
seguro de ellos y otros agentes antiinflamatorios en el control de la NCC. En consecuencia,
la dosis, la duracion y el tipo de corticoesteroides empleados se basan en el criterio o

preferencia del médico y en la historia clinica particular 46,

En un trabajo reciente de nuestro grupo usando el modelo porcino de NCC, se ha
mostrado la capacidad de DEX en la regulacion negativa de transcritos proinflamatorios
como TNFao, IL-6 ¢ INFy en respuesta al tratamiento antihelmintico. 14’ Estas observaciones
son coherentes con las propiedades de DEX de represion de transcritos proinflamatorios.
Sin embargo, la gran potencia de la actividad antiinflamatoria radica también en su
inespecificidad, actuando como antagonista de la proliferacién y diferenciacion de células
inmunes %8 e induciendo a apoptosis grupos celulares independientemente de su
participacion en la resolucion de la inflamacion; por ejemplo, estudios in vivo sefialan que la
administracion de DEX reduce el numero de linfocitos T reguladores (Treg), limitando
también la propiedad de producir citoquinas inmunomodulatorias, como IL-10, en las

poblaciones remanentes. 14°
1.5.2 Terapia anti-TNFa: Etanercept

Entre las alternativas para controlar los efectos negativos de la inflamacion, a nivel
general, el bloqueo de la via de TNFa representa un blanco atractivo; sobre esta posibilidad
se han probado histéricamente una gran variedad de farmacos. En las Gltimas décadas, el
desarrollo de biomoléculas mas complejas ha permitido mejoras en la vida media funcional
de la terapia antiinflamatoria, ademas al ser compatibles con elementos propios de la

respuesta inmune, disminuyen los riesgos de su administracion in vivo.
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De esta forma, se han producido varios anticuerpos monoclonales especificos para
TNFa y proteinas de fusion recombinantes. Sus estructuras y propiedades se resumen en la

figura 1.

Infliximab (IFX) Adallmumab(ADA) Gokmumab (GOL) Humicade (HUM) Elanercept (ETN) Onercept (ONE) Cetrolizumab (PET)

mouse ? human u'nan h.:m.w\ @
Fv

““ % human

IgG1

) Fab

uman PEG

i Eét;’:“ x%éﬁ Hi

Propiedades IFX ADA GOL HUM ETN ONE PET

Unibén a LTa X X X X v v X

Union a TNFa soluble v v v v v v v

Neutralizacion de TNFa soluble v v v v v $? v

Union a mTNFa v v v $? v &? &?

Antagonista de mTNFa v v v $? v X X

Unién a region Fc v v v X v X X

Inhibicion de citoquinas v v &? &? &? &? v

Adaptado de Sedger M & McDermott (2014). 104
Figura 1. Estructura de las principales moléculas anti-TNFa y sus propiedades biolégicas.

Uno de estos, Etanercept (ETN), es una proteina recombinante de fusion de 934
aminoéacidos y peso molecular de 150 kDa.'*® Esta constituida por el dominio de union a
ligando extracelular del receptor de TNFR1 humano y la regidn del fragmento cristalizable
(Fc) de la inmunoglobulina humana G1 (IgG1). La region Fc presente en ETN contiene los

dominios constantes Cu2 y Cn3, mas no el dominio Cl de la 1gG1 nativa.'51%2

La proteina de fusion, su caracterizacion bioquimica y sus efectos biol6gicos fueron
desarrollados y estudiados durante la década de 1990 por el grupo de Bruce Beutler de la
Universidad de Texas (University of Texas Southwestern Medical Center) en Estados Unidos,
quienes obtuvieron la primera patente de esta proteina'®® y posteriormente la vendieron a la
compafiia biofarmacedtica Immunex (hoy Amgen, Applied Molecular Genetics Inc.) para

iniciar ensayos clinicos.

ETN esta catalogado por el Centro de Evaluacion e Investigacion Bioldgica (Center
for Biologics Evaluation and Research, CEBER) de la Administracion de Alimentos y
Medicamentos del gobierno de los Estados Unidos (Food and Drug Administation, FDA)

como producto biofarmaceutico o farmaco de origen bioldgico (biologic). Tras varios
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ensayos clinicos, entre 1988 y 2004 la FDA autorizo la distribucién de este producto bajo el
nombre comercial de Enbrel® para tratar algunas enfermedades autoinmunes o con cuadros
inflamatorios crénicos. Entre estas se encuentran la artritis reumatoide moderada a grave **4,
artritis reumatoide juvenil poliarticular moderada a grave %, artritis psoridsica %,
espondilitis anquilosante o mal de Bechterew-Striimpell-Marie " y psoriasis epidérmica en
placas 1%,

Mecanismo de accion. Como se ha mencionado, los efectos biologicos de TNFa
requieren de la unién de homotrimeros de esta citoquina a su receptor (TNFR) en la superficie
celular, la dimerizacion del receptor activado y la subsecuente transduccion de la sefial a

través de sus dominios intracelulares.'5%160

De forma natural, existen también formas solubles de TNFR que actian como
inhibidores competitivos, impidiendo la unién de esta citoquina a los receptores de la
superficie.®* Sin embargo, la presencia de estos antagonistas naturales es insuficiente para
bloquear el efecto de TNFa, el cual se encuentra particularmente elevado en la mayoria de

enfermedades inflamatorias.!6?

En base a este evento, ETN, como receptor soluble de TNFa, se le une e inhibe
competitivamente su accion, pues evita su interaccion con receptores de superficie. La
naturaleza dimérica de ETN permite la unién de TNFa libre con una afinidad entre 50 y 1000
veces superior a la observada en formas monoméricas de TNFR solubles.'®* | a gran

afinidad de ETN a TNFa explica el efecto antiinflamatorio de este biofArmaco.

ETN en NCC. Nuestro grupo ha reportado la importancia de la inflamacion cerebral
mediada por TNFa usando un esquema de tratamiento con antihelminticos y antinflamatorios
en el modelo porcino de NCC. En este trabajo se evaluaron cambios en la expresién de genes
de mediadores inflamatorios y regulatorios como resultado del pretratamiento con DEX y
ETN. El ultimo se empled para bloquear inflamacion derivada de TNFa, citoquina que
consistentemente se observo elevada en estudios previos. 82 Los resultados mostraron, entre
otros efectos, una disminucion significativa a en los niveles de expresion de TNFa, IL-6 e

INFy en comparacion con la disminucion obtenida por DEX 164,

El uso de ETN en cerdos con NCC permitié controlar la inflamacién cerebral
generada o exacerbada por PZQ. Sin embargo, es necesario entender mejor otros
componentes de la respuesta inmune inducida por el tratamiento antihelmintico para disefiar

esquemas mas seguros y eficaces para el control de la NCC.
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1.6 Control local de la inflamacion: Aclaramiento celular en el granuloma

Canonicamente, el proceso inflamatorio se inicia como consecuencia de una
perturbacién ocasionada por una lesién fisica o quimica causada por un cuerpo extrafio, anoxia
0 estrés metabdlico, en alguna region del organismo. Cuando el dafio es detectado, se induce que
células inmunes migren por via capilar hacia el tejido lesionado, donde liberan mediadores
inflamatorios y productos citotdxicos para limitar la extension de la region afectada. 1951% Estas
células, entre las que destacan los granulocitos, suelen ser blancos apopt6ticos para la accién de

los glucocorticoides. 67
1.6.1 Apoptosis en la respuesta inmune

Entre las formas de muerte celular, la apoptosis es el mecanismo que garantiza un
recambio organizado e inocuo de practicamente todas las células del organismo. Este evento
es transversal en varios procesos biol6gicos como el desarrollo, la homeostasis y procesos

patoldgicos.

Una estrategia para amortiguar y terminar la respuesta inflamatoria es la muerte
programada de células activadas. A través de la apoptosis, las células anulan la capacidad de
responder a las sefiales celulares y sus componentes enzimaticos pierden toda funcion

biolégica al ser degradados.

Las caracteristicas finales de la apoptosis son la condensacion de la cromatina,
fragmentacion del DNA y la formacion de protrusiones a manera de sacos membranosos que
encapsulan elementos citotdxicos, entre otros remanentes celulares. La formacion de estos
sacos permite que células especializadas, como los macréfagos, puedan fagocitarlos,
limpiando el tejido de elementos innecesarios o peligrosos que pueden ser reciclados
metabolicamente. Este evento, conocido como aclaramiento, es clave en el control de la

inflamacion y eventualmente permite el remodelamiento tisular en la regién lesionada. *%®

Por ejemplo, los neutrdfilos, eosindfilos y mastocitos reclutados durante un proceso
inflamatorio contienen una gran cantidad de enzimas citotoxicas y especies reactivas de
oxigeno (ROS) que son encapsuladas durante la apoptosis. 1617 Estas células contienen una
gran cantidad de agentes citotdxicos y proteoliticos que al ser liberados permiten la

destruccion de agentes extrafios y células dafiadas. ™

Precisamente el caracter destructivo de los granulocitos es regulado constantemente

mediante la induccion de apoptosis. En el caso especifico de los neutréfilos, se ha reportado,
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ademas de sus propiedades citotoxicas, la capacidad de fagocitar y encapsular agentes
infecciosos para finalmente entrar en apoptosis. 1’2 Las alteraciones morfoldgicas que sufren
estas células durante la apoptosis facilitan su reconocimiento por células fagociticas
especializadas —como macrofagos periféricos o residentes y células dendriticas— las cuales

los eliminan de la region afectada en un proceso denominado aclaramiento o eferocitosis.

168,173

El aclaramiento de cuerpos apoptéticos por macréfagos es fundamental para la
resolucién de la inflamacién local y existen evidencias de que los neutrofilos apoptéticos
ejercen efectos antiinflamatorios especificos en macrofagos aledafios que incluyen la
produccion de citoquinas inmunomodulatorias como TGF-B e IL-10. "7 Estudios in vitro
han demostrado que si estos elementos no son aclarados rapidamente podrian inducir necrosis
de células vecinas, cambiando el pH local que activa a otras enzimas lisosomales. Asimismo,
las ROS liberadas pueden desestabilizar a inhibidores de proteasas, exponiendo alin mas a

células cercanas. 176

En condiciones normales, el SNC no cuenta con macrdfagos periféricos que se
encarguen del proceso de aclaramiento. Por esta razon, la microglia, como macréfago
residente, es el primer candidato a dirigir el aclaramiento de cuerpos apoptoticos. Esto fue
corroborado recientemente en estudios in vivo de modelos de isquemia cerebral, donde la
accion fagocitica de las microglias control6 el aclaramiento de neutréfilos activados presentes

en el parénquima. 17

Asimismo, se ha podido observar in vivo que el aclaramiento mediado por
macrofagos periféricos induce la secrecion del ligando Fas, miembro de TNFSF,
favoreciendo la apoptosis de neutréfilos cercanos. ® Por otra parte, estudios in vitro
mostraron que los cuerpos apoptoticos que son fagocitados también sirven como estimulo
negativo, el cual reduce la activacion de la microglia. Asi, disminuye la expresion de agentes
proinflamatorios como TNFa e IL-12, y se favorece la expresion de citoquinas

inmunomodulatorias como IL-10 y TGFf. 7

Estos mecanismos de retroalimentacion sugieren que el control de la inflamacién
cerebral mediante apoptosis es una estrategia similar a la sistémica, basada en la remocion de

elementos tdxicos para dar lugar a la etapa de reparacion tisular.

1.6.2 Linfocitos T helper 17 (Tn17) en el reclutamiento de células fagociticas
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Hace aproximadamente una década, el paradigma Tn1/Tn2 de la inmunidad
adaptativa se expandio a un tercer grupo de células T efectoras caracterizadas por la elevada
expresion de 1L-17. 180181 E| fenotipo Trl7 es una poblacién distinta a Thl y Tn2, que se
diferencia a partir de Tn0 por otros estimulos y expresa moléculas efectoras propias. Los
determinantes mas importantes para la diferenciacion efectiva en Ty17 son la coestimulacion
por el factor de crecimiento transformante beta (TGFp) y la citoquina proinflamatoria IL-6.

182,183 (Figura 2)
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Figura 2. Esquema de la diferenciacién de células inmunes efectoras. Tomado de Bettelli E. et al
(2008). 182

La respuesta Tnl7 mediada por IL-17 favorece la expresion de citoquinas
proinflamatorias como IL-6, TNFa e IL-1B, y quimiocinas como CXCL1 y CXCL10.
Mediante estas sefiales, se reclutan neutréfilos y se estimulan metaloproteinasas (MMPS) para
remodelar la matriz extracelular 18218418 T,17 seria una respuesta transversal a situaciones
que no son bien resueltas por las respuestas Thl/Th2 y que requieren que productos de
inflamacidn sean retirados. Asimismo Tx17 coordinaria el transito de la inmunidad innata
hacia la inmunidad adaptativa, y favoreceria el reclutamiento de otras especies celulares a los

sitios de infeccion luego del proceso inflamatorio. 186187

Al tratarse de una respuesta inmune més transversal, el mantenimiento de Tnl7 es
necesario para el desarrollo de la inflamacion crénica. En este contexto, la participacion de
IL-23 como estabilizador de células Tn17 es clave. Si bien IL-23 no tiene efectos
significativos durante la diferenciacion desde Tr0, participaria como un agente que garantiza
la expansion y estabilizacion del fenotipo Tr17. 18 Estudios in vitro mostraron que el cultivo

de células Tx17 por largos periodos requiere estimulacion por IL-23. & Asimismo, cultivos
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celulares estimulados con IL-6 y TGF-B no adquieren un fenotipo inflamatorio sin la

presencia de IL-23. 1%

La accion de IL-17 e IL-23 como agentes estimulador y estabilizador,
respectivamente, ha sido descrita principalmente en procesos inflamatorios autoinmunes %
y en menor medida en procesos inflamatorios de origen infeccioso por parasitos y bacterias
191 Algunos estudios in vivo de modelos de neuroinflamacién han indicado que la fuente
principal de IL-17 son las especies celulares que se infiltran de la periferia atravesando la
BHE, pero también células residentes del SNC, como microglias y astrocitos, producen y

poseen receptores para esta citoquina. 1%

Asimismo, estudios en modelos animales de artritis reumatoide han reportado efectos
sinérgicos de la respuesta Tnl y Tnl7 en el reclutamiento y activacion de macrofagos a las

regiones con procesos inflamatorios en curso. 1%
1.6.3 Linfocitos T reguladores (Treg) como inhibidores inflamatorios

Por otro lado, las células T regulatorias (Trg), caracterizadas por la expresion del
factor de transcripcion FoxP3, son también agentes importantes en el desarrollo y control de
la neuroinflamacién, y su expansion a regiones afectadas favorece el aclaramiento de
elementos innecesarios mediante apoptosis. 1% Estudios in vivo han reportado también que
las poblaciones T permiten controlar, en sinergia con citoquinas inmunoregulatorias, los
efectos deletéreos de la inflamacion en el cerebro 1%. Finalmente, las Treq S€ han descrito

como agentes protectores durante el desarrollo de enfermedades del SNC. 1%

Si bien los efectos de la poblacion Ty en poblaciones celulares especificas pueden ser
diversos, los efectos supresores de las células Ty Se han estudiado principalmente en el
contexto de su capacidad para limitar in vitro las respuestas de las células T activadas. Las
células Trg pueden suprimir la actividad de las células asesinas naturales (NK) y los

neutrofilos in vitro, y también limitan las respuestas inflamatorias crénicas in vivo. ¥’
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Il. Pregunta de Investigacion

El papel de las respuestas Tnl7 y Trg ha sido escasamente estudiado en la inflamacion que
causa sintomas en NCC, y menos aln en presencia de agentes antiinflamatorios, que son la norma en
el manejo de la enfermedad. Con el modelo de infeccion natural en cerdos de NCC, usaremos el
esquema de tratamiento con antihelminticos (PZQ) y pretratamiento con dos agentes
antiinflamatorios para evaluar el comportamiento de los procesos de apoptosis, y las poblaciones T,17

y Treg €n las células del granuloma cerebral formado en torno al parasito.
I11. Objetivos
3.1 Objetivo general

Demostrar la participacion de respuestas Tnl7 Y Trg €n la inflamacion post tratamiento y evaluar el
efecto del pretratamiento antinflamatorio con ETN, comparado con el pretratamiento con DEX, sobre
los mecanismos de control de la inflamacion (apoptosis, citoquinas de las respuestas Tnhl7 y Treg) €N
el granuloma de NCC porcina.

3.2 Objetivos especificos

= Evaluar la participacién de la apoptosis en el desarrollo de la inflamacion en el

granuloma de NCC exacerbado por el tratamiento antihelmintico.

= Detectar por inmunofluorescencia células apoptéticas y evaluar la expresion del
mensajero de caspasa-3 por RT-qPCR en muestras cerebrales de NCC con tratamiento

antihelmintico y pretratamientos antinflamatorios.

= Evaluar por RT-gPCR la expresién de los mensajeros asociados a las respuestas Tnl7
(IL-23 e IL-17) y Ty (FoxP3) en el granuloma de NCC en respuesta al tratamiento

antihelmintico y antiinflamatorios.
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IV. Materiales y Métodos
4.1 Disefio general

En uno de los trabajos previos de nuestro grupo se desarroll6 un esquema de tratamiento
con drogas antihelminticas y antiinflamatorios en el modelo porcino de NCC. #” Las muestras
cerebrales obtenidas de cada grupo de tratamiento fueron procesadas para analisis de expresion
génica e inmunofluorescencia. Los cambios en la abundancia relativa de transcritos de
mediadores apoptoticos (Casp3), de citoquinas de la respuesta Tpl7 (IL-17 e IL-23) y del

marcador de respuesta Treg (FOXP3), fueron cuantificados por RT-qPCR.

Por otro lado las secciones histolégicas obtenidas a partir de muestras cerebrales de cada
grupo sirvieron para la deteccion in situ de células apoptéticas por el método TUNEL para su
posterior cuantificacion automatizada a partir de imagenes generadas por microscopia. En la
figura 3 se muestra el esquema de los experimentos realizados en las muestras cerebrales

empleadas en este trabajo, la aproximacion técnica y el proposito para cada caso.

[ qPCR ] .| Identificacién de

células en apoptosis

[ Apoptosis ] ~

Expresion de

[ TUNEL ] caspasa-3

Biopsias |
cerebrales [ Th17 ] : Expresion de

IL-17 e IL-23
PCR ] 4
of [ S Expresion de

[ Treg ] FoxP3

Figura 3. Flujograma del disefio experimental para cada objetivo.

4.2 Animales y consideraciones éticas

Para el presente estudio se utilizaron muestras obtenidas de 12 cerdos naturalmente
infectados con NCC, seropositivos a ensayo por Western Blot. Las muestras de tejido
cerebral, tanto para analisis histolégico y molecular, provienen del proyecto "Efecto de
tratamientos con un antihelmintico y antiinflamatorios sobre la permeabilidad vascular en
cerebro de cerdos naturalmente infectados con Taenia solium” (SIDISI 62392) realizado en
el laboratorio de Inmunopatologia en Neurocisticercosis, Facultad de Ciencias y Filosofia
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Este proyecto cuenta con la

aprobacion del Comité Institucional de Etica para Investigacion en Animales (CIEIA) de la
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UPCH. Todos los procedimientos relacionados al mantenimiento de cerdos y su posterior

sacrificio se hicieron bajo un protocolo aprobado por CIEIA.
4.3 Esquema de tratamiento y muestras cerebrales

Se utilizéd un modelo de tratamiento experimental en cerdos naturalmente infectados
por T. solium, disefiado en el laboratorio para estudiar la asociacion entre la disrupcion de la
BHE y la inflamacién en NCC, utilizando la extravasacion del colorante Azul de Evans ™.
Los animales seleccionados fueron agrupados como cerdos que no recibieron tratamiento
(UT; n=3), cerdos que recibieron una dosis Unica de 100 mg/kg de PZQ (dia 0) por via oral
(PZQ, n=3) y cerdos que recibieron PZQ y un pretratamiento con 3 dosis de 0.2 mg/kg de
DEX, en los dias -1, +1 and +3 (DEX/P, n=3) 6 2 dosis de 25 mg/cerdo de ETN en los dias
-7y 0 (ETN/P, n=3).

Al quinto dia de tratamiento, se inyecté el colorante de Azul de Evans (AE) al 2%
por via intrarterial (80 mg/kg; Sigma-Aldrich, St. Louis MO) en solucion salina (NaCl
0.85%, Laboratorios Baxter Colombia, Baxter del Per(). Durante este proceso, los cerdos
estuvieron anestesiados con Ketamina (10mg/kg; ket-A-100, Agrovet Market SA, Per(),
Xilacina (2mg/kg; Dormixyl 2, Agrovet Market SA, Per() y Pentobarbital (20-25 mg/kg
cada 45 min o lo necesario, hasta un maximo de 120mg/kg). Finalmente, después de 2 horas
de administracién de AE, los cerdos fueron sacrificados con una dosis letal de Pentobarbital
y fueron perfundidos durante 20 minutos con formalina helada al 10% (3.7% formaldehido
en PBS, pH 7.2) con ayuda de una bomba peristaltica. El cerebro fue removido e

inmediatamente seccionado y condicionado segin el proposito.

Para la evaluacion histoldgica, se colectaron muestras semicubicas de cerebro de
aproximadamente 1 cm de lado. Las muestras fueron incluidas en parafina y se realizaron
cortes consecutivos de aproximadamente 4 um con micrétomo, que fueron posteriormente
fijados en laminas portaobjetos previamente tratadas con poli L-lisina (Sigma, St. Louis,
MO). De manera paralela, las muestras destinadas al analisis de expresion de marcadores
seleccionados se preservaron inmediatamente en solucion caotrépica (RNA Later®, Qiagen)

y se almacenaron a -70° C hasta el momento de la extraccion de RNA.
4.4 Demostracion in situ de apoptosis en el granuloma de NCC

4.4.1 Deteccion de células en apoptosis por inmunofluorescencia
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La deteccidn de células en apoptosis se realizo mediante el kit ApopTag® (Merck
Millipore, USA) para la identificacion in situ de apoptosis mediante el marcado de final de
corte de dUTP de la terminal deoxinucleotidil transferasa (TUNEL). Para ello las laminas
con tejido fijado fueron desparafinadas a 56° C, inmersas en xilol y rehidratadas por bafios
sucesivos en un gradiente de etanol (desde absoluto hasta 70%) hasta agua destilada. Para la
exposicion de antigenos, las Id&minas fueron incubadas en proteinasa K 1X (20 pg/mL) a
temperatura ambiente durante 2 minutos. A continuacion se realizaron lavados sucesivos con
PBS a pH 7.2, para finalmente adicionar la enzima terminal deoxinucleotidil transferasa
(TdT) proporcionada en el kit, la cual se incub6 a 37° C por 1 hora de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante.

Posteriormente se lavaron los remanentes con PBS pH 7.2 y se afiadieron 20 pL del
anticuerpo anti-digoxigenina marcado con fluoresceina proporcionado en el kit para su
incubacion a temperatura ambiente por 30 minutos evitando en todo momento la exposicién
innecesaria a la luz. Finalmente, se lavaron los excedentes con PBS pH 7.2 y se agreg6 20
uL de DAPI (1 pg/mL; Vector Laboratories, USA) a cada seccion como contraste para el
andlisis en fluorescencia. La reactividad del ensayo se evalu6 en el microscopio confocal
LSM 880 Airyscan (Zeiss, Alemania) usando el laser de 488 nm para excitar el fluoréforo
FITC incluido en el sistema y el laser 405 para identificar nicleos celulares marcados por
DAPI. Las células TUNEL positivas mostraron una apariencia verde al observarse bajo estas
condiciones. La estandarizacion de este método se realizé con tejido de ganglio de cerdo sano
como control positivo. EI anexo 2 muestra un esquema del principio de la técnica y las

caracteristicas de células apoptoticas observadas en el control positivo.

4.4.2 Evaluacion de la antigiiedad de las células de infiltrado inflamatorio y limites de

la region de anélisis

La administracion del colorante AE durante la perfusion de los animales permitid
calificar cualitativamente el estado de la BHE en el tejido pericistico del hospedero. Las
celulas marcadas con EB se identificaron por auto fluorescencia y adquirieron una apariencia
rojiza tras la excitacion con el laser de 633 nm del microscopio confocal LSM 880 Airyscan
(Zeiss, Alemania). Considerando que la administracion del AE se realiz6 por via periférica
horas antes de la necropsia, las células marcadas con AE corresponden a las Ultimas células

en infiltrase al granuloma cerebral.
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Finalmente, con el propdsito de homogenizar la regién de andlisis en los cortes
histologicos se consideraron para el analisis todas las células circunscritas dentro de la
reaccion inflamatoria o granuloma, la cual fue definida por la presencia de alguna célula
marcada por AE. Un ejemplo de los limites de la region de analisis para una seccion puede

observarse en los paneles I y 1l de la figura 4.
4.4.3 Procesamiento de imégenes y conteo celular automatizado

La cuantificacion de células positivas para cada de las imagenes generadas por
microscopia confocal se realizd usando el software Image J® siguiendo un protocolo
implementado y desarrollado en el laboratorio. Las imagenes digitales se convirtieron a sus

equivalentes de 8 bits para obtener valores dicotémicos del contenido de cada pixel.

Considerando la presencia de algunos nucleos superpuestos se ejecuto el algoritmo
de segmentacién del paquete Fiji de Image J (Fiji is Just Image J) siguiendo el comando
Process > Binary > Watershed. Finalmente, con la herramienta Analyze Particles se fijaron
condiciones para excluir elementos que no relnen las caracteristicas morfoldgicas de una
célula. Se establecieron parametros basados en el tamafio (Size: 10-100 pixeles) y circularidad
(Circularity: 0.80-1.00, donde 1 indica una circunferencia perfecta). Con estos dos criterios
se logro6 contabilizar de manera automatica elementos positivos que retinan con los criterios
morfol6gicos esperados para células del infiltrado inflamatorio. Como control de calidad para
el reconocimiento automatizado de elementos se utilizO nuevamente las secciones

histoldgicas de ganglio de cerdo sano marcadas por el kit de TUNEL (Anexo 2).

4.5 Analisis de la expresion de mensajeros apoptéticos y mensajeros de las poblaciones

celulares Thl7y Treg
4.5.1 Extraccion de RNA

El RNA se purifico a partir del tejido homogenizado en TRIzol® (Invitrogen,
Carlsbad, CA) siguiendo las recomendaciones del fabricante y manteniendo las muestras a
4° C durante todo el proceso. La extraccion incluy6 una etapa de extraccién con fenol
(TRIzol®) y cloroformo para la formacién de fases organica y acuosa respectivamente, la
precipitacion de la fase acuosa con isopropanol absoluto (0.5 mL de isopropanol por cada mL
de TRIzol®) y el lavado del precipitado o pellet con etanol al 75% (1 mL de etanol al 75%
por cada mL de TRIzol®). Finalmente se resuspendid el pellet de RNA en 50 pL de agua
libre de nucleasas. La concentracion de RNA obtenido se determind por espectrofotometria

a 260 nm con NanoDrop® (NanoDrop Products, Wilmington, DE) y se evalu6 la calidad con
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el ratio de absorbancias 260/280 considerando valores iguales o mayores a 1.6. Para todas las
muestras, el RNA total extraido se llevd a una concentracion final de 100 ng/pL y se

almaceno a -80° C hasta su uso.
4.5.2 Generacidn de cDNA por transcripcion reversa

Se generé cDNA de cada muestra a partir de 10 uL de RNA total (100ng/uL)
mediante transcripcion reversa con el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche®,
USA). Se considero para cada reaccion 2 pL de oligo dTs primers (600 pmol/uL), 1 uL de
agua grado PCR, 4 pL de buffer del kit (5X), 0.5 pL de inhibidor de RNAasa (40 U/uL), 2
pL de dNTP mix (10mM por cada base) y 0.5 pL de enzima transcriptasa reversa (20 U/uL)
para volumen final de 20 uL por reaccion. Finalmente, el termociclador Hot Bonnet® PTC-
150 (Mini Cycler™) fue usado para ejecutar un protocolo de 10 min a 25° C, 30 min a 55° C

y 5 min a 85° C, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
4.5.3 PCR cuantitativo en tiempo real

El anélisis de expresion se ejecutd para cada muestra por duplicado, usando el kit
TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA) el cual requirid
para cada reaccion 1 pL de cDNA (producto de RT), 5 pL de Tagman® Universal PCR
Master Mix Il (2X), 3 pL de agua libre de RNAasas y 1 pL de sonda hidrolizable Tagman
hidrolizable alcanzando un volumen final de 10 pL para cada reaccion. El gen h3f3a que
codifica para la histona 3A de Sus scrofa se utilizo6 como control enddgeno de la expresion
en base a su probada estabilidad en muestras cerebrales, la cual fue evaluada en un trabajo
previo del laboratorio que condujo a su validacién como gen normalizador. 8 Los niveles de
expresion para cada marcador se analizaron como el antilogartitmo en base 2 del nimero de
ciclo de cuantificacién (Cq) corregido por el Cq de gen de control endégeno (244<9), que
representa un aumento (o disminucién) de la expresion respecto al gen de control. % Los
detalles de las sondas dirigidas a los mensajeros de IL-17, IL-23, FoxP3 y caspasa-3, se

describen en el anexo 2.
4.6 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos por el conteo automatizado de células y por los ensayos de
expresion se evaluaron por estadistica no paramétrica. Se utilizé la prueba U de Mann-
Whitney para grupos independientes, calculada con el software Prism (Graphpad® San
Diego, CA). Las diferencias con valores p de <0.05 se consideraron estadisticamente

significativas.
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V. Resultados

La informacién obtenida por qRT-PCR e IHC, de acuerdo al disefio (Figura 3) representa
la primera descripcién de la dindmica de eventos relacionados al aclaramiento celular en la

neuropatologia de NCC vy sus alteraciones por el pre tratamiento con antiinflamatorios.
5.1 Distribucion de la muestra

Para esta tesis se trabajé Unicamente con muestras cerebrales con una alteracion
significativa de la BHE (quistes con capsulas azules), pues esta condicion es la que permite que
poblaciones celulares del sistema periférico ingresen al SNC. Por otro lado, de acuerdo a trabajos
previos de nuestro grupo, estas muestras permiten apreciar mucho mejor las diferencias en los
niveles de expresion de citoquinas proinflamatorias e antiinflamatorias entre los grupos de
tratamiento. %27 Asimismo, después del tratamiento con PZQ, la proporcién y el nimero de
capsulas con BHE intacta (quistes claros) se redujeron drasticamente en relacién al grupo UT,
lo que dio como resultado una variacion inaceptable en los parametros estudiados por lo que la
inferencia estadistica no es confiable o no es posible. 14

Tabla 1. Distribucién del tamafio muestral de acuerdo al grupo de tratamiento.

Proposito Tratamiento Namero de Numerofe Total
cerdos quistes
uT 3 3
Analisis de expresion (RT- PZQ 3 11
gPCR IL17, 1L23, FoxP3y 41
ETN/P 3 9
uT 3 6
Inmunofluorescencia PZQ 3 9 33
(TUNEL) DEX/P 3 9
ETN/P 3 9

* Para todos los analisis se consideraron solo quistes azules (BHE alterada).

Con estas consideraciones se seleccionaron 41 muestras cerebrales y 33 secciones
histoldgicas para los ensayos de expresion e inmunofluorescencia, respectivamente. En la tabla
1 se detalla la distribucion de las muestras evaluadas de acuerdo al grupo de tratamiento y al

proposito.

5.2 El tratamiento antihelmintico con PZQ incrementa el nimero de células apoptéticas y

aumenta la expresion de caspasa 3 en el granuloma de NCC.

27



La evaluacion de apoptosis por TUNEL se realiz6 en 33 secciones histoldgicas de
cerdos tratados 0 no con PZQ y que recibieron pre tratamiento antiinflamatorio con DEX o
ETN. La region de andlisis se delimitd en la extension del granuloma, la cual fue definida
como el tejido del hospedero que rodea al quiste y con presencia de células AE*. Tanto las
células TUNEL* y AE" fueron detectadas por microscopia de fluorescencia para la
adquisicion de iméagenes. El conteo automatizado de células positivas se realizé considerando

parametros de tamafio y circularidad similares a los de una célula ideal.

Al comparar el grupo UT y PZQ se observé un gran aumento en el nimero de células
TUNEL"*. La figura 4 muestra fotos a diferentes aumentos de un quiste del grupo PZQ, en el
que las células marcadas de verde son TUNEL®. Observaciones en distintas regiones del
granuloma indican que la presencia de células en apoptosis es homogénea y constituyen una
poblacién abundante, especialmente en regiones cercanas al parasito (recuadro 4C). El conteo
automatizado corrobora esta observacion indicando un aumento estadisticamente
significativo del porcentaje de células TUNEL* de 2.51% en UT a 63.71% en el grupo PZQ
(Figura 5C, Tabla 2).

Asimismo, la expresion relativa del mMRNA de caspasa 3, evaluada por qPCR a partir
del RNA obtenido de 41 muestras cerebrales, comprob6 lo observado por
inmunofluorescencia. Los niveles de este transcrito se expresaron aproximadamente 60 veces

mas en el grupo PZQ en comparacion a UT (Figuras 7A 'y 7B, Tabla 3).

En conjunto estas observaciones indican que el fenémeno de apoptosis es muy
reducido durante el desarrollo del cisticerco viable en el parénquima cerebral, y que se

incrementa en asociacion con la patologia inflamatoria de NCC.

5.3 Los pretratamientos antiinflamatorios con DEX y ETN reducen levemente la expresion

de casp3 y la apoptosis inducidas por PZQ en el granuloma de NCC

El efecto de los agentes antiinflamatorios sobre la apoptosis inducida por PZQ se
evalud también por RT-qPCR e inmunofluorescencia. Para ello se compararon los niveles de
expresion de los transcritos de casp3 y el niamero de células TUNEL* en los grupos con pre
tratamientos antiinflamatorios, DEX/P y ETN/P, contra el grupo PZQ. En ambos casos se

encontré una leve disminucion.

El pretramiento DEX/P fue significativamente mas efectivo (p=0.0043, Figura 5A 'y
Tabla 2) disminuyendo aproximadamente en 5 drdenes los niveles de casp3 de PZQ (Figura

5By Tabla 3). En contraste, a pesar de indicar una disminucion en casi 3 drdenes con respecto
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a PZQ (Figura 5B y Tabla 3), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en el grupo ETN/P con respecto a PZQ (p=0.2771, Figura 5B y Tabla 2).

Asimismo, la disminucion en el nimero de células TUNEL* en los grupos DEX/P y
ETN/P es coherente con lo observado en los ensayos de RT-gPCR. Ambos antiinflamatorios
mostraron una disminucidn con respecto a PZQ (Figura 5C y Tabla 2). Sin embargo, una vez
mas solo el pre tratamiento con DEX/P fue més efectivo en reducir el porcentaje de células
TUNEL* de 63.71% a 35.68% (p=0.0188). La reduccion a 40.71% observada en el grupo
ETN/P no fue estadisticamente significativa (p=, Figura 5C y Tabla 2).

Los resultados obtenidos sugieren que la deplecion de la apoptosis parece ser mas
agresiva tras el pretratamiento con DEX. Por el contrario, lo observado en el grupo ETN/P
sugiere que la terapia anti-TNFa preservaria mejor el fenomeno de apoptosis. El
mantenimiento de la dinamica apoptética podria ser un evento importante durante el
aclaramiento celular en el granuloma de NCC. La evaluacion de marcadores relacionados a
poblaciones celulares que intervienen en el proceso de aclaramiento proporcionaria

informacién complementaria a lo observado hasta aqui en términos de apoptosis neta.
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Figura 4. Células en apoptosis en el granuloma cerebral inducido por el tratamiento antihelmintico con PZQ.

Las células en apoptosis fueron detectadas por el método de TUNEL en secciones cerebrales fotografiadas por microscopia confocal. La region del granuloma (G)
fue definida en base al infiltrado de células marcadas por AE (rojo) presente en el tejido del hospedero que colinda al perimetro del parasito. Las células TUNEL*
(verde, FITC) presentes en esta region fueron consideradas para el conteo automatizado y la posterior comparacion entre grupos de tratamiento. (I) La
reconstruccién del paréasito y el esquema de la regidn de analisis (11) se realizaron por fotografias sucesivas a un aumento de 20X.
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Figura 5. Evaluacion de la apoptosis en el granuloma de NCC en respuesta al pre tratamiento
con antinflamatorios.

(A) Andlisis de la expresion relativa RT-gPCR del mensajero de Casp3 con respecto a H3F3A como
gen de referencia. Cada punto representa una capsula (tejido pericistico del hospedero) evaluada por
duplicado. (B) Incremento relativo de la expresion de casp3 con respecto a los niveles obtenidos en
grupos controles. Los valores se muestran como la razén de la expresion con respecto a UT (barras
negras) 6 como la inversa de la razén con respecto a PZQ (barras grises). (C) Conteo de células
marcadas por TUNEL en secciones histoldgicas de muestras cerebrales tratadas con agentes
antihelminticos. Cada punto representa el porcentaje de células apoptdticas con respecto al total de
células presentes en el granuloma de un quiste. Las diferencia inter grupales se realizaron con el test
U de Mann-Whitney U, los asteriscos representan el nivel de significancia: *: p<0.05; **: p<0.01; ***:
p<0.005.

5.4 Mensajeros de las respuestas Thl7 y Treg disminuyen en respuesta al pretratamiento
antiinflamatorio.

Las poblaciones celulares Thl7 y Twg participan activamente en el proceso de
aclaramiento celular en la respuesta inmune periférica y en el SNC. Por consiguiente, la
marcada respuesta inflamatoria, caracteristica de NCC, representa un buen escenario para
explorar la participacion de las poblaciones Thl7 y T €n la patologia de esta enfermedad y

analizar como la terapia antiinflamatoria podria alterarlas.

Se evalu6 por RT-gPCR la expresion relativa de los mensajeros de las citoquinas IL-
17 e IL-23 que corresponden a la respuesta Tnl7, y del factor de transcripcion FoxP3

caracteristico de la respuesta Treg. A primera vista, se puede apreciar un incremento
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significativo de estos tres elementos en el grupo PZQ con respecto a los valores basales del
grupo sin tratamiento UT (Figura 6). En el caso especifico de IL-17 e IL-23, los niveles de
estas citoquinas en PZQ con respecto a UT aumentan aproximadamente en 15 (p<0.0001) y
19 veces (p=0.0002), respectivamente. La expresion del factor de transcripcion FoxP3 sigue
la misma tendencia incrementandose hasta 91 veces mas en PZQ (p=0.0002) con respecto a
UT (Figuras 6A-D, Tablas 2 y 3). Estos resultados indican que los componentes que
identifican a las respuestas Tnl7 y Trg S€ encuentran activamente expresados durante la
patologia de NCC.

Por otro lado, el efecto del pretratamiento con antiinflamatorios resulté en una
disminucion de la expresion de los elementos de las respuestas Thl7 y Treg, Siendo DEX/P el
gue produjo una disminucion mas significativa. Los niveles de 1L-17 e IL23 en DEX/P con
respecto de PZQ disminuyeron aproximadamente en 13 (p<0.0001) y 4 veces (p=0.0031),
respectivamente. De manera similar, la expresion de FoxP3 se redujo 7 veces en DEX/P
(p=0.0002).

Por el contrario, la comparacion del grupo ETN/P con PZQ solo mostr6é una leve
disminucion en factor de 2 tanto para IL-17 e IL-23 sin alcanzar diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, la expresion de FoxP3 si fue significativamente menor en ETN/P
(p=0.0356), reduciéndose hasta 7 veces menos con respecto a PZQ (Figuras 6B, 6D, 6F;
Tablas 2y 3).

Al igual que lo observado con los marcadores apoptoticos, la terapia anti-TNFa
preserva mejor la activacion (IL-17) y mantenimiento (IL-23) de la respuesta Tn17, asi como

el desarrollo de la respuesta Ty en el granuloma de NCC.
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Figura 6. Analisis de expresion relativa de mensajeros asociados a las respuestas Thl7 y Treg en el
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granuloma de NCC. Se evaluaron los niveles de expresion de las citoquinas (A) IL-17 e (C) 1L-23 asociadas
a la respuesta Th17, y del (E) factor de trascripcion FoxP3 caracteristico de la respuesta Ty Cada punto
representa una capsula (tejido pericistico del hospedero) evaluada por duplicado. De acuerdo al test U de

Mann-Whitney U, los asteriscos representan el nivel de significancia: *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.005.

(B, D, F) Con la finalidad de apreciar mejor las variaciones en los niveles de expresion de cada mensajero, se
muestran los valores como la razdn de la expresion de cada grupo con respecto al grupo UT (barras negras) 6
la inversa de la expresion con respecto a PZQ (barras grises).
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Tabla 2. Comparacién entre grupos en ensayos de expresion génica y conteo de células.

Condiciones de Tratamiento

(n) media, mediana Test U Mann Whitney (p value)
DEX/P
UT vs PZQvs PZQvs
Ensayo uT PZQ DEX/P ETN/P S
PZQ DEX/P  ETN/P ETN/P
(6) (9) 9) 9)

TUNEL  2.5196, 63.7142, 35.6842,  40.7159, 0.0004 0.0037 0.0188  0.4135
2.9355 63.6711 36.8105 41.8940

(6) (11) (18) ©)
Casp3 ~ 1.9671, 116.4949,  24.6436,  60.2199, | 0.0002  0.0043  0.2771  0.0353
1.0615 559409 142181  39.7684

(6) (11) (18) ©)

IL-17 10766,  16.3464, 12595,  7.5321, | <0.0001 <0.0001 0.1415  <0.0001
11812 9.7851 1.0000 6.6345
(6) (11) (18) ©)

IL-23 0.7978, 14.9058, 3.6105, 5.5896, 0.0002 0.0031  0.0941  0.2312
0.9007 11.8146 1.1547 5.9278

(6) (11) (18) ©)
FoxP3 ~ 0.8252,  75.2760,  10.1410, 324496, | 0.0002  0.0002  0.0356  0.0342
0.6557  53.4147 2.1797 8.2298

Se exponen el tamafio de muestra (n) y los estadisticos resumen (media, mediana) de cada
grupo vy el valor de p obtenido por el analisis estadistico de las comparaciones intergrupales.

Tabla 3. Resumen del incremento realtivo (fold) de los ensayos de expresion génica.

Incremento relativo (fold)

vs UT vs PZQ (— i)
Ensayo PZQ DEX/P ETN/P DEX/P ETN/P
Casp3 59.2216 12.5278 30.6135 -4.7271 -1.9344
IL-17 15.1833 1.1698 6.9961 -12.9784 -2.1702
IL-23 18.6836 45255 7.0062 -4.1284 -2.6667
FoxP3 91.2215 12.2891 39.3233 -7.4229 -2.3197

Para interpretar mejor las variaciones de la expresion relativa de cada marcador, se muestra
el incremento como una razén con respecto al valor obtenido en UT y la disminucion como la
inversa de la razén obtenida con respecto a PZQ.
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VI.

Discusion

La inflamacidn cerebral es la fuente més reconocida de sintomas en NCC, y los muchos
componentes que afectan la respuesta al tratamiento, asi como al acompafiamiento terapéutico
con antiinflamatorios, no se han explorado sisteméaticamente. Este trabajo tuvo como finalidad
explorar la contribucion del fendmeno de apoptosis y las respuestas inmunes Tpl7 y Treg, €VENt0S
asociados al proceso de aclaramiento celular, en la patologia de NCC, y estudiar sus alteraciones

en respuesta a la terapia antiinflamatoria.

Con ayuda de un esquema de tratamiento con PZQ desarrollado en nuestro laboratorio
para el modelo porcino de NCC, es posible exacerbar la respuesta inmune para estudiar la
progresion de eventos y moléculas de interés que ocurren durante la fase clinica de la enfermedad.
62200 Asimismo, este modelo ha permitido estudiar también el efecto de pre tratamiento con
agentes antinflamatorios —como DEX y ETN- para el control de la inflamacién en NCC. #" El
uso de la tincion AE, en el caso de este trabajo permitid seleccionar los granulomas con infiltrado
de células periféricas; las determinaciones de RT-qPCR e IHC se hicieron Gnicamente en tejidos
tefiidos de azul por evidenciar macroscopicamente la disrupcion de la BHE y la consiguiente
infiltracion.

Nuestros resultados indicaron, en primer lugar, que los niveles de apoptosis y de las
respuestas Tnl7 y Trg aumentaron tras la administracion de PZQ. Esto concuerda con las
observaciones en estudios clinicos en pacientes con NCC y modelos animales donde se ha
estudiado la contribucion periférica y local de estas poblaciones celulares (ver secciones 6.2 y
6.3).

Por otro lado, el pre tratamiento con antinflamatorios demostré6 que DEX redujo
significativamente estos procesos en comparacion con la accion de ETN, que los redujo solo
levemente. La discusion se centra en contrastar las cambios de los niveles de expresion de
marcadores de las respuestas Thl7 y Trg Y la proporcion de células en apoptosis reportados en

este trabajo y explicar el papel que podrian cumplir estos eventos en la neuropatologia de NCC.
6.1 Apoptosis en NCC: mecanismo de control intrinseco de la inflamacion.

La muerte celular programada se ha documentado ampliamente como una estrategia
sistémica para resolver la inflamacion, limitando la progresion y los efectos paracrinos de células

inmunes activadas durante una lesion. 21
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Pocos reportes exploran el papel de la apoptosis en la reaccion inflamatoria asociada a cisticercos
de T. solium. En cerdos con infeccion natural, un estudio con cisticercos musculares identifico
células apoptéticas en la reaccion inflamatoria asociada al parasito, 2°2 mientras un trabajo
independiente, con otro grupo de animales, corroboro6 la presencia de células TUNEL" en cortes
histoldgicos del granuloma cerebral. 22 Sin embargo, ambos trabajos fueron realizados en cerdos
sin ningun tratamiento, por lo que la discusidn se limito a las estrategias del parasito para evadir
la respuesta inmune durante la fase asintomatica de la enfermedad, entre estas, la apoptosis de

linfocitos inducidos por elementos secretados por el cisticerco 24

Finalmente, un estudio clinico en pacientes con diferentes formas activas de NCC revel6 niveles
elevados del ligando apoptético Fas en el liquido cefalorraquideo de individuos con crisis
epilépticas, 2% es decir con NCC sintomatica, la cual depende de la reaccién inflamatoria
asociada a los parasitos. 2% Esta observacion es congruente con lo reportado en este trabajo,
donde la apoptosis —en términos de la expresion de casp3 y el nimero de células TUNEL*- se

incrementa significativamente con la administracién de PZQ (Figuras 4 y 5).

Si bien el disefio experimental de este trabajo no permite discutir los tipos celulares que
corresponden a las células TUNEL" detectadas en el granuloma, entre las poblaciones celulares
gue son reclutadas, los granulocitos —como los neutrofilos, basofilos y eosinéfilos— son por
convencion los mas abundantes y contribuyen significativamente en el desarrollo de la respuesta

inflamatoria. 27

El papel de la apoptosis en la patologia de NCC no se ha explorado, pero su presencia
significativa en el granuloma que se aprecia en la figura 4, correspondiente al grupo PZQ,
muestra que este proceso (células TUNEL*, marca verde) es parte de la reaccion a la inflamacién
exacerbada por el antihelmintico (células AE*, marca roja). La exploracion de otros eventos
implicados en la homeostasis y el control de la reaccion inflamatoria podria complementar esta

primera observacion.
6.2 Participacion de citoquinas Th17 en NCC: algo méas que moléculas proinflamatorias.

El eje IL-17/1L-23 es importante para la amplificacion y mantenimiento de la respuesta
Tnl7, respectivamente. La participacion de estas citoquinas en la respuesta inmune de NCC se
ha explorado en algunos estudios clinicos (ver mas abajo). Sin embargo, solo un trabajo realizado
en un modelo murino de NCC generado por inoculacion cerebral de cisticercos de T. crassiceps
describid el perfil proinflamatorio mixto de Th1ly Th17, caracterizado por los niveles elevados

IL-17 en el sobrenadante de cerebros homogenizados, durante la fase aguda de la infeccién. 208
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En contraste, los estudios clinicos en pacientes con variantes de NCC solo discuten la
contribucion independiente de IL-17 o IL-23. En uno de ellos se compard, entre otras moléculas,
la produccion in vitro de IL-17 en células mononucleares de sangre periférica obtenidas de
pacientes con NCC parenquimal y subaracnoidea. Si bien no se encontraron diferencias entre
estos grupos y solo se consideraron pacientes sin tratamiento antihelmintico, la cantidad de IL-
17 soluble fue detectable y similar a otras citoquinas proinflamatorias como TNFa e IL-6. 2% En
otro trabajo realizado también en células mononucleares de individuos con NCC sintomatica y
asintomatica, se observo que los niveles de IL-17 e IL-23 fueron significativamente mayores en
los casos sintomaticos y estuvieron acompafiados del incremento de citoquinas proinflamatorias
como INFy y TNFa. 20

La asociacién entre la inflamacién local y las citoquinas IL-17 e 1L-23 de estos reportes
es congruente con los presentes resultados en tejido parenquimal, donde los transcritos de IL-17
e IL-23 se incrementan significativamente tras 5 dias de haber inducido la inflamacion local con
PZQ (Figura 8A-D, Tablas 2 y 3). Si bien esta observacion es muy similar a la reportada en otras
citoquinas proinflamatorias descritas en trabajos previos de nuestro grupo, es probable también
que los roles de IL-17 e IL-23 en NCC no estén exclusivamente limitados a la progresion de la
inflamacioén, sobre todo si consideramos que en esta enfermedad existen mediadores

proinflamatorios mas potentes, como TNFa, IL-6 ¢ INFy. 62

Entre otras funciones de Tn17, se ha reportado in vitro la capacidad de IL-17 de reclutar
neutréfilos mediante la estimulacion de la expresién de selectinas, integrinas, quimiocinas,

ademas de potenciar el efecto proinflamatorio de TNFa. 2!

Asimismo, en el contexto de la eferocitosis de neutrofilos apoptéticos mediada por
macrofagos, hay indicios sélidos de la existencia de un circuito de retroalimentacion que controla
la homeostasis de estas células a través de los efectos de IL-17 e IL-23. Estudios in vivo han
demostrado que la fagocitosis de neutréfilos apoptéticos —mediada por macréfagos y células
dendriticas— limita la produccion de IL-23 en estas células. 22 Esta citoquina actda en linfocitos
Th17 y linfocitos NK para producir IL-17, la cual favorece a su vez la expresion de factor

estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) que deriva en la granulopoyesis. 213214
6.3 Linfocitos Treg en el control de la inflamacion en NCC

Las posibles contribuciones de las Trq en el control de la neuroinflamacion se han
explorado en tres estudios clinicos con pacientes con NCC. En el primero se cuantificé por

citometria de flujo la poblacion Trg en células mononucleares de sangre periférica y en liquido
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cefalorraquideo de pacientes con NCC y controles sanos, encontrando niveles elevados en los
individuos con NCC. Este reporte, del 2012, describié por primera vez la participacion de Teg
locales y sistémicos en la patologia de NCC humana. 2° En un trabajo similar, se estudiaron los
mecanismos de accion de las células Ty para controlar la respuesta inmune, encontrando
asociaciones entre el aumento de T Yy €l incremento de IL-10 presentes en sangre periférica 'y
en liquido raquideo de pacientes con NCC. 2¢ Finalmente, un analisis ex vivo en los
sobrenadantes de células mononucleadas de pacientes con NCC no encontr6 diferencias en los

niveles de T CON respecto a controles sanos. 2%

Por otro lado, a diferencia de Tx17, la participacion de Tg Si ha sido explorada en un
trabajo de nuestro grupo en el cual se emple6 NCC porcina con inflamacién inducida (y
exacerbada) por PZQ. En ese estudio se observo mayor expresion del mensajero de FoxP3 tras
cinco dias del tratamiento con dosis Unica de PZQ en comparacion con el dia 2 después del
tratamiento y controles no tratados. 2 Sin embargo, no se habia incluido un pretratamiento con

aintiinflamatorios.

En este trabajo, los antiinflamatorios DEX y ETN disminuyeron la expresion del
marcador FoxP3 (Figura 6E y 6F). Al contrario, estudios in vitro para explorar los efectos de
corticoesteroides en células inmunes, muestran que el tratamiento con DEX incrementa la
expresion de FoxP3 en linfocitos humanos, aunque este aumento fue notorio recién 20 dias
después de agregar DEX al cultivo 2Y7. Es preciso mencionar que esa aproximacion no contempla
un estimulo inflamatorio —como el parasito o el tratamiento con PZQ-, por la respuesta a DEX
podria no ser del todo informativa. Asimismo, nuestro esquema de tratamiento no nos permite
observar qué ocurre con la respuesta Treg Mas alla de seis dias después de iniciar la administracion
con DEX, por lo que es probable que esta respuesta participe mas activamente en la terapia

prolongada con corticoesteroides.

6.4 La terapia antiinflamatoria altera la induccién y mantenimiento de Ty17 y la activacion
de Treg

El bloqueo de la via de TNFa es una estrategia interesante para evaluar la importancia de esta
citoquina en la inmunopatologia de NCC, ademas de representar una herramienta para el disefio
de nuevos esquemas de terapia antiinflamatoria para controlar las complicaciones de la

administracion de la droga antihelmintica en el SNC.

Nuestro grupo reportd recientemente los efectos de DEX y ETN en la supresion de la inflamacién

pericistica en el granuloma de NCC exacerbado por PZQ y la disminucién, en el tejido cerebral,
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de la expresibn de mediadores inflamatorios, inmunoregulatorios, vasculares y de
remodelamiento de la matriz extracelular %4, A pesar de que estas observaciones componen una
descripcion bastante detallada del efecto de antiinflamatorios sobre los procesos asociados a las
respuestas inmunes de tipo Thly Th2, cuya participacion en la enfermedad se ha visto en modelo
murino 28 y pacientes 2*°, no se explord la participacion de las respuestas Thl7 Y Treg, que también
son importantes mediadores en la inflamacion del SNC, tal como se ha reportado en esclerosis
multiple y el mal de Alzheimer 22°, El presente trabajo incluye la determinacion de marcadores
de ambas respuestas en NCC porcina exacerbada por PZQ y con pretratamiento antiinflamatorio

con DEX y ETN, y una demostracion del papel de la apoptosis en estos escenarios.

Los resultados muestran un incremento en la expresion de IL-17 en el grupo gque solamente
recibié PZQ en relacion al grupo no tratado. Dado que TNFa es un elemento critico en el
desarrollo de la neuroinflamacion y que posee efectos sinérgicos con IL-17, era de esperarse que
el estimulo inflamatorio generado por la administracién de PZQ también produzca también un
incremento significativo en las citoquinas de la respuesta Tnl7 que se presentan en nuestros
resultados (Figura 6A-D).

Asimismo, el efecto antiinflamatorio de DEX y ETN sobre citoquinas proinflamatorias 1’ y la
reportada relacion de estos elementos con las repuestas Thl7 y Treq anticipaba una reduccion en
la expresion de los marcadores empleados en este trabajo para describir la progresion de estas

poblaciones (Figura 6E y 6F).

Asimismo, en modelos in vivo para el estudio de enfermedades autoinmunes, la expresién de IL-
17 disminuye tras la administracion de DEX, probablemente por la transrepresion via la
inhibicion del factor de transcripcion RORY, critico para la diferenciacion a Thl7 2%%. El efecto
represor de DEX sobre la respuesta Tn17 puede observarse también en nuestros resultados, donde
el pretratamiento con este glucocorticoide generd una gran disminucion en los mensajeros de IL-

17 e 1L-23, significativamente mayor que la disminucion por ETN en el primer caso.

Finalmente, se ha reportado también que las respuestas Tnl7 y Treg participan en la induccion de
apoptosis: Estudios in vitro sugieren que microglias estimuladas por IL17 confieren propiedades
citotoxicas que contribuyen a la remocién celular y al dafio neuronal 222, Precisamente, la sinergia
entre TNFa y IL-17 se ha sefialado como un potente inductor de apoptosis via la generacion de
radicales libres de oxigeno (ROS), disfuncién mitocondrial y arresto del ciclo celular 22, En esta
tesis, los ensayos de expresion de caspasa-3 y el conteo de células que fueron marcadas por

TUNEL indicaron que ambos antiinflamatorios redujeron moderadamente la apoptosis en el
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granuloma de NCC, quiza como reflejo de la disminucién de IL17, aunque no deben descontarse

otros factores que desencadenan apoptosis en el cerebro.

Se conoce la capacidad de los glucocorticoides para resolver procesos inflamatorios modulando
la expresion de citoquinas proinflamatorias o limitando la proliferacion celular de especies
inmunes 224, Sobre todo, uno de los mecanismos indirectos de accion de estos farmacos es inducir
apoptosis, aunque la ruta no se ha definido a nivel subcelular 2%, Se ha observado en estudios in
vitro que la induccién de apoptosis por DEX se produciria por la represion de elementos de union
al DNA que favorecen la expresion de genes de supervivencia 2% y por la activacion de la via

intrinseca de las caspasas 22/,

Algunos estudios sobre el efecto de la terapia anti-TNFa para modelos de inflamacion crénica
demuestran la induccién de apoptosis en poblaciones celulares especificas como macréfagos, mas
no en linfocitos 228, Esta caracteristica en el mecanismo de accion de los biosimilares (como ETN)
podria explicar la relativa homogeneidad en los niveles de apoptosis observados para los grupos
DEX/P y ETN/P. De todas maneras, el efecto proapoptético de ambos antiinflamatorios
posiblemente tenga mecanismos y blancos celulares diferentes. Dado que la composiciéon celular
del granuloma de NCC es muy diversa, seria dificil establecer diferencias sobre la induccién de
apoptosis, ya que la abundancia relativa de poblaciones especificas puede variar mucho de
acuerdo a la localizacién del parasito en el cerebro y a la intensidad de la respuesta inmune del

hospedero.

Son necesarias mas evaluaciones que permitan describir de forma mas detallada la susceptibilidad
de poblaciones celulares especificas a la apoptosis inducida por DEX o ETN. Asimismo
esquemas de tratamiento mas prolongados permitirian describir la participacion de Thl7 y Treg €N
la inflamacién cronica de NCC y como estas poblaciones responden a la administracion

prolongada de agentes antinflamatorios.
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VII. Conclusiones
= Elaumento de las citoquinas IL-17 e IL-23 y el factor de transcripcion FoxP3 en el grupo

tratado con PZQ, indican que las poblaciones Tnl7 y Twg ambas producidas
periféricamente, participan activamente en el desarrollo del granuloma de NCC.

= El pretratamiento antiinflamatorio con DEX produce una disminucion muy marcada de
las poblaciones Tnl7 y Trg, Observada como una disminucion en la expresion de las
citoquinas IL-17, 1L-23 y el marcador FoxP3. Por el contrario la terapia anti-TNFa con
ETN permite conservar mejor las respuestas Thl7 y Treg €n el granuloma de NCC.

= La observacion de células apoptéticas y el aumento en la expresion del transcrito de
caspasa-3 en el granuloma de NCC, sugiere que este fendmeno participaria también en
el desarrollo del proceso inflamatorio como un mecanismo de control.

= Ambos pretratamientos antiinflamatorios redujeron levemente la apoptosis en
comparacion con el grupo PZQ. La gran similitud entre los grupos DEX y ETN sugiere
la existencia de mecanismos distintos a los inducidos por TNFa que favorecen la
progresion de la apoptosis.

VIII.  Limitaciones y Recomendaciones

El modelo porcino desarrollado por nuestro grupo ha proporcionado informacion importante
sobre los eventos que toman lugar en la inflamacion aguda que es responsable principal de las
manifestaciones clinicas en NCC. Sin embargo, el esquema de tratamiento con antihelminticos y
antiinflamatorios solo permite describir los acontecimientos durante los cinco dias posteriores a la
administracion de los farmacos. La observacion en cohortes con intervalos de tiempo mas grandes
que permitan observar el mantenimiento o incluso la eventual resolucién de la inflamacion
proporcionaria material importante para elaborar nuevas hipétesis y definir rutas en el progreso de la

inflamacidn cerebral por NCC, potencialmente extrapolables a otras enfermedades del SNC.

Por otro lado, el sistema para detectar células en apoptosis (TUNEL") permitié elaborar
conjeturas sobre el aumento o disminucion absoluto de la apoptosis en el granuloma de NCC en los
distintos grupos de tratamiento. Sin embargo, esta aproximacion no permite la identificacion
morfoldgica de las poblaciones celulares implicadas. Ensayos complementarios con marcadores
especificos de poblaciones celulares potencialmente implicadas proporcionarian informacion

importante sobre la composicion de la poblacion en apoptosis.

Los ensayos de expresion de RT-PCR de las citoquinas Tnl7 (IL-17 e IL-23) aportan

informacion sobre el desarrollo de esta respuesta a nivel transcripcional. Sin embargo, no fue posible
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complementar estas observaciones con la deteccion de las proteinas a nivel celular, dado que el
fenotipo de superficie de Tnl7 es bastante inespecifico y requiere la combinacion de varios
marcadores para su identificacion por aproximaciones mas sofisticadas como citometria de flujo. Una
alternativa para resolver esta limitacion seria la evaluacion por inmunofluorescencia de la distribucion
de IL-17 e IL-23 en el granuloma. También la deteccion de células Ty por su fenotipo de superficie
requiere la combinacion de varios marcadores. EI marcaje con anticuerpos dirigidos al factor de
transcripcion FoxP3 podria complementar bien lo observado en los ensayos de RT-gPCR. Sin
embargo, la distribucion nuclear de FoxP3 dificulta su deteccion por sistemas convencionales de
inmunofluorescencia.

Finalmente, en uno de los trabajos recientes de nuestro grupo se discutio la relativa resistencia
de cerdos a los efectos inmunosupresores de corticoesteroides. 47?2 Es posible que las dosis
administradas en el esquema de tratamiento, intencionalmente baja para evitar otras infecciones
durante el periodo de estudio, no permitieran observar la magnitud de lo que representa la terapia
antiinflamatoria en humanos, sin embargo ha sido suficiente para encontrar diferencias significativas

para los eventos descritos en este trabajo.
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IX. Anexos

Anexo 1. Detalle de la funcién bioldgica de los miembros de la superfamilia TNF y sus receptores.

Nombre Simbolo Gen Receptor(es) Expresion celular y funcion en la respuesta inmune Referencias
TNFB Células NK, linfocitos B y T, y células endoteliales. Induccion de
Linfotoxina alfa , Ita TNFR1, TNFR2 inflamacion, induccién tumorogénesis, respuesta antiviral y 92,230-233
TNFSF1B : - - X T
antibacteriana y, desarrollo y mantenimiento de 6rganos linfoides.
Macrofagos (microglias), astrocitos, células NK, linfocitos By T,
Factor de TNFa neuronas y células endoteliales. Regulacion de la diferenciacion y 78.02,115,118,234-
: ’ Tnf TNFR1, TNFR2 proliferacion de células inmunes, induccion de la inflamacion y 237
necrosis tumoral TNFSF1A L L L
apoptosis, inhibicidn de la tumorogenesis e inhibicién de la replicacion
viral.
Células NK y linfocitos T CD4+ y CD8+ activados y células dendriticas.
Linfotoxina beta TNFy It LT-BR Induccion de la inflamacién y respuesta antiviral, desarrollo de 6rganos 233,238
linfoides y participacion en tumorogénesis.
. 0OX40L, CD252, Neutrofilos, células dendriticas, linfocitos B y T, células endoteliales y 239,240
0X40 ligando Gp34, CD134L Tnist4 CD134 células musculares lisas. Activacion y proliferacion de linfocitos T.
Células NK, linfocitos T CD4+ activados, mastocitos, basofilos,
CD40, CD154, eosindfilos, células del epitélio timico, células Reed-Sternberg.
CD40 ligando TRAP, Gp39, Cd40lg CD40, p50 Regulacién de la respuesta inmune adaptativa mediante activacion de 99,241-244
T-BAM células presentadoras de antigenos (células dendriticas, macréfagos,
microglias, linfocitos B).
FasL, CD178, Esplenocitos activados, timocitos, células epiteliales, hepatdcitos,
. FasR, CD95, el . . . -z ; 99,243,245-248
Fas ligando APTL, CD95L, Faslg linfécitos maduros/activados, células NK. Regulacién de la homeostasis 243,
Apol, DR2 . . L -
gp39 de celulas T e induccién de apoptosis.
Precursores hematopoyéticos, linfocitos By T CD4+ y CD8+,
CD27 ligando CD27L, CD70 Cd70 CcD27 mastocitos, células epiteliales y células musculares lisas. Homeostasis de 97.249-251
células T y regulacion de la activacién de células B.
CD30 ligando CD30L, CD153 Tnfsf8 CD30 Inducm_o,n de apoptosis df-z linfocitos B y T, induccion de inflamacion, 959254
regulacion de autoinmunidad.
CDI137L. 4-1 Linfocitos B, macréfagos, mastocitos, neutrofilos y células dendriticas.
CD137 ligando BBL. Tnfsfo CD137 Activacion de células presentadoras de antigeno, induccién de 239,255-257
inflamacion.
Ligando de TRAIL, CD253, T TRAILRL, Células dendriticas, células NK y linfocitos T. Inhibicion de 78.119.258
. - nfsf10 L ” . 119,
induccion de APO-2L DR4, Apo2, tumorogenesis e induccién de apoptosis
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apoptosis DR5, OPG,
relacionado a DcR1, DcR2
TNF
Ligando del RANKL, RANK Osteoclastos, osteoblastos, células T activadas, células del timo y nddulos
receptor activador CD254, OPGL,  Tnfsf11 TRAN CIéR linfoides. Desarrollo y expansion de tejidos, regeneracion y 97,259,260
de NF-xB TRANCE, ODF remodelamiento de la matriz 6sea, maduracion de las células dendriticas.
Ligando de Monacitos, células endoteliales y fibroblastos. Regulacion y desarrollo de
induccion débil angiogénesis, induccidn de apoptosis.
de apoptosis TWEAK, APO- 112 TWEAKR, I PP 78,261-264
- 3L, DR3L FN14
relacionado a
TNF
Ligando inductor APRIL, CD256, Macrofagos, células B, células adrenales, hepatocitos, células epiteliales.
gando Induct TALL-2, Tnfsfl3 ~ BCMA, TACI  Desarrollo, proliferacion y maduracion de linfocitos B, y mantenimiento 265-267
de proliferacion .
TRDL1 de celulas B efectoras.
Factor activador BAFF, CD257, Precursores linfoides, linfocitos T activados, linfocitos B, monocitos,
; BLyS, TALL-1, Tnfsfl3b  TACI, BAFFR  macrdfagos y células dendriticas, timocitos. Estimulacion y proliferacion 266,268,269
de la célula B : 4
TNFSF20 de linfocitos B.
Ligando LIGHT Linfocitos B y T, granulocitos, monocitos, células dendriticas,
mediador de ! LIGTHR, precursores linfoides. Proliferacion de linfocitos T, regulacién de 97.98 233270
HVEML, LTy, Tnfsfl4 . . . 95,233,
entrada de herpes CD258 HVEM, LT-BR  apoptosis de células activadas.
virus
Inhbidor de Células endoteliales, células NK, linfocitos T CD4+ y CD8+, células B,
crecimiento del  VEGI, TL1, TL- macrdfagos y células dendriticas. Inhibicion de angiogénesis, induccion 98.101.271
. Tnfsf15 DR3 - 101,
endotelio 1A de apoptosis.
vascular
Factor de Linfocitos T CD4+ CD25+, foliculos capilares, células endoteliales,
necrosis tumoral  GITRL, AITRL, Tnfsfl8 GITR, AITR,  regulacién y mantenimeinto de linfocitos T, induccion y regulacion de 18.272-274
inducible por TL-6 EDAR apoptosis.
glucorticoides
ED1-A1 EDI- XEDAR, Precursores linfoides, neuronas, células de Schwaan. Induccién y
Ectodiplasina A A2 Eda TROY, DR3,  regulacion de apoptosis, desarrollo de tejidos provenientes del 275,276
DR6 ectodermo.
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Anexo 2. Esquema del fundamento de la técnica TUNEL para marcaje de células apoptéticas.

DAPI / TUNEL!
Resuitado final de la apoptosis:
ADN fragmentado

— Digoxigenina (D) es
7 Q detectada por un
/ camms. /2 anticuerpo marcado
&y con fluoresceina g

— e

Terminal deoxy-
nucleotidyl transferasa (TdT) aflade digoxigenina al
extremo 3’ de ADN fragmentado,

Control positivo,
ganglio linfatico de cerdo sano

El método de TUNEL (Merck Millipore, USA) para marcaje de células apoptéticas contempla el marcaje
con etiquetas de digoxigenina en el extremo 3’ del ADN fragmentado y su posterior deteccion con un
anticuerpo marcado con fluoresceina que facilita la visualizacion por sistemas de microscopia de
fluorescencia. La validacién de este método se realizo en cortes histologicos de ganglio linfatico de cerdo
infectado como control positivo. Las células TUNEL* adquirieron una apariencia verde brillante (cabezas
de flecha) tras la excitacion con un laser de 488 nm.

Anexo 3. Caracteristicas de las sondas empleadas en el analisis de expresion por qPCR.

Producto  Reportero/q Gene bank

. +
Sonda Descripcion (pb) uencher Gene Assay ID ID*

Histona H3,
h3f3da  familia 3A de 102 VIC/MGB Ss03381754_ul 396970
Sus scrofa
Interleuquina
l117a 17 de Sus 113 FAM/MGB Ss03392097_g1 449530
scrofa
Interleuquina
l123a  23deSus 98 FAM/MGB S$s03392353_ml 100310803
scrofa
Factor de
transcripcion
foxp3  forkhead box 105 FAM/MGB Ss03376695_ul 444998
P3 de Sus
scrofa
caspy  Cospasa-3de 111 FAM/MGB Ss03375440_ul 397244
Sus scrofa
T Los codigos corresponden a los catalogos de ensayos disponibles para sondas predisefiadas por la casa
comercial Thermo Scientific (Life Technologies, USA).
* Los cadigos corresponden a los nimeros de acceso para cada gen disponibles en la base Gene bank del
NCBI.
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