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RESUMEN

La neurocisticercosis (NCC) es una infeccion parasitaria del sistema nervioso central
(SNC) causada por la forma larval de Taenia solium. Esta enfermedad provoca una
respuesta inflamatoria que se intensifica cuando el parasito muere, y se asocia con la
epilepsia de los pacientes. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la
expresion de citoquinas pro y antiinflamatorias en cultivos primarios de astrocitos y
mixtos (neuronas/glias) de cerebro de rata expuestos a antigenos de cisticerco de T.
solium. Se usaron cultivos primarios de astrocitos y mixtos (neuronas/glias)
postnatales de ratas de 3 dias, incubados durante 24 horas con antigenos
Excretor/Secretor (E/S) y Totales. La expresion de citoquinas (IL-10, IL-1B, TGFf-
1) se evalué mediante RT-qPCR, para lo cual se extrajo el RNAm de las células
incubadas. Los resultados mostraron un incremento significativo en la expresion de
IL-10 e IL-1PB en ambos tipos de cultivo primario. Sin embargo, se observd una
disminucion en la expresion de la citoquina TGFB-1 en cultivo primario mixto
evaluando la misma condicién. Por otro lado, el antigeno Total indujo una mayor
expresion de la citoquina IL-1f en cultivo primario astrocitico. En conclusion, los
resultados sugieren que los antigenos E/S del cisticerco podrian asociarse con una
tendencia hacia la respuesta inmunoreguladora mixta de ambas citoquinas (IL-10 e
IL-1pB), diferente al antigeno Total que muestra un perfil proinflamatorio. Se
requieren mas evaluaciones para confirmar esta observacion. Estos hallazgos sientan
una base para futuras investigaciones acerca del papel de las citoquinas en la
inmunoregulacion asociada a la NCC en un modelo murino.

PALABRAS CLAVE: Neurocisticercosis, Taenia solium, Citoquinas, Cultivo

primario astrocitico, Antigenos excretor/secretor, RT-qPCR.



ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is a parasitic infection of the central nervous system
(CNS) caused by the larval stage of Taenia solium. This disease triggers an
inflammatory response that intensifies upon parasite death and is associated with
epilepsy in affected patients. This study aimed to evaluate the expression of pro- and
anti-inflammatory cytokines in primary cultures of rat astrocytes and mixed

neuronal/glial cells exposed to 7. solium cysticercus antigens.

Primary cultures of astrocytes and mixed neuronal/glial cells were obtained from
three-day-old neonatal rats and incubated for 24 hours with Excretory/Secretory
(E/S) and Total cysticercus antigens. Cytokine expression (IL-10, IL-18, TGFp-1)

was assessed by RT-qPCR after extracting mRNA from the treated cells.

The results showed a significant increase in IL-10 and IL-1 expression in both types
of primary cultures. However, there was a decrease in TGF-1 expression observed
in the mixed primary culture under the same condition. In addition, the Total antigen

induced higher IL-1f expression in the primary astrocyte culture.

In conclusion, these results suggest that the E/S cysticercus antigens may be
associated with a tendency toward a mixed immunoregulatory response involving
both IL-10 and IL-1B, in contrast to the Total antigen, which appears to promote a
more pro-inflammatory profile. Further studies are needed to confirm this
observation. These findings provide a foundation for future research into the role of
cytokines in the immunoregulation associated with NCC in a murine model.

KEYWORDS: Neurocysticercosis, Taenia solium, cytokines, primary astrocyte

culture, Excretory/Secretory antigens, RT-qPCR.



INTRODUCCION

La Neurocisticercosis (NCC) es causada por el estadio larval del
cisticerco del helminto Taenia solium y es considerada actualmente una
de las enfermedades parasitarias mas prevalentes del sistema nervioso
central (SNC). La NCC presenta una mayor incidencia en América
<Latina, Africa, Sudeste Asiatico, India, China y Nepal [1]. La falta de
saneamiento y la contaminacion de los alimentos con heces que contienen
huevos de 7. solium son las principales causas de contagio de la
enfermedad. El parasito en mencion presenta un ciclo de vida complejo y
consta de dos hospedadores: el cerdo como hospedero intermedio y el
humano como hospedero definitivo. En el intestino humano se logra
desarrollar la forma adulta del parasito (teniasis), que elimina proglotidos
gravidos que contienen huevos, los cuales constituyen el estadio
infectante para el cerdo y el humano [2].

La magistral manipulacion de la evasion inmunoldgica del hospedero por
los helmintos refleja su exitosa capacidad de supervivencia a través de
sofisticados mecanismos de evasion. Entre los mas representativos se
encuentran los antigenos E/S. Los helmintos excretan o secretan (E/S)
proteinas que modulan la respuesta inmune del hospedero, pero a su vez
estas proteinas pueden generar una respuesta inflamatoria frente al
parasito. Utilizan productos E/S para evadir la respuesta inmunitaria del
huésped, y permanecer en el hospedero meses o afos, logrando asi
infecciones cronicas [3-5]. Estos productos E/S incluyen proteinas,
péptidos, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos [6], que inducen

tolerancia inmune tanto local como sistémica al interactuar directamente



con el sistema inmunologico. Algunas moléculas de productos E/S son
homologas a las del huésped y modulan la respuesta inmune al imitar
proteinas o miRNA relevantes para la inmunidad del huésped [7-9].
Ademéds, una investigacion proporciond una revision exhaustiva de los
estudios de metabolomica y lipidomica en helmintos parésitos,
destacando la diversidad molecular y los niveles de identificacion
alcanzados mediante diversas herramientas de caracterizacién. Los
autores analizan los productos E/S de helmintos, que incluyen proteinas,
péptidos y pequefias moléculas, y su potencial para actuar como
biomarcadores e inmunomoduladores en la respuesta inmune del
hospedador [10]. De esta manera, el parasito evade la respuesta inmune
del hospedero mediante los productos E/S favoreciendo la supervivencia
del parésito [11] [12]. Sin embargo, cuando el parasito comienza a
degenerar de forma natural (no se conoce la causa) o por el mismo
tratamiento antihelmintico, libera no solo productos E/S, sino también
proteinas estructurales, que generan una fuerte respuesta inflamatoria al
no lograr regular la respuesta inmune del huésped [13]. 7. solium forma
parte de este grupo de parasitos, por lo que se espera que conserve cierta
homologia en la modulacién del sistema inmune del hospedero.

El parasito también necesita modular el ambiente que lo rodea mediante
la estimulacion de la expresion de citoquinas, la cual juega un rol
importante en la supervivencia de la oncosfera en el momento de la
infeccion en el huésped. En una investigacion se observé que 7. solium
estimulaba un perfil de citocinas parecido al de 7. saginata. Sin embargo,

el estadio de oncosfera de 7. solium presentaba una mayor expresion de



citoquinas IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y e IL-2 [14] a diferencia de T. saginata,
la cual era destruida por el huésped. Demostraron lo antes propuesto al
estimular la produccion de citocinas en PBMC (Células mononucleares
de sangre periférica) de humanos sanos utilizando antigenos de oncosfera
y formas de PO de ambas especies. La expresion de citoquinas antes
mencionada se debe en gran parte al extenso repertorio de antigenos
propios del parasito. Ademas, otro estudio evalud sueros de hamsters
infectados con T.solium en estadio adulto, (EC, extractos crudos) y
antigenos E/S obtenidos de cisticerco de/ parésito. Se identificaron los
antigenos especificos parasitarios mediante ensayo de Western blot. Se
observaron diferencias en los patrones de bandas de antigeno E/S entre el
cisticerco y la etapa adulta 7. soilum [15]. Esto sugiere que la
composicion del antigeno cambia a medida que el parasito se desarrolla.
El estadio de cisticerco se caracteriza por presentar una morfologia
parecida a una vejiga opaca llena de liquido [16]. Presenta un tamafio de
10 mm de diametro y contiene un escolex invaginado. La ubicacion del
quiste o cisticerco en el SNC es un determinante clave en la presentacion
clinica de la enfermedad. Si la ubicacion estd dentro de los tejidos
funcionales del cerebro, se clasifica como parenquimatosa y, si no, como
extraparenquimatosa, que abarca las ubicaciones restantes dentro del
SNC [17]. De esta manera, la respuesta inflamatoria y la ubicacion del
quiste cobran gran importancia en la patologia de la NCC.

Las células encargadas principalmente de mantener la homeostasis en el
cerebro son las células gliales, como los astrocitos y microglias

principalmente. Los astrocitos se relacionan directamente con el



mantenimiento de la barrera hematoencefalica [18], regulan el flujo
sanguineo regional y reciclan neurotransmisores [19]. Modulan Ia
transmision sindptica mediante la eliminacion de neurotransmisores como
el glutamato de la hendidura sinéptica [20]. Por tltimo, a menudo regulan
el cambio de fenotipo microglial M1 a M2 [21].

Por otro lado, las células microgliales presentan actividad fagocitica en el
parénquima. Se caracterizan por expresar un bajo nivel del complejo
principal de histocompatibilidad de clase II (MHC-II) y actian como
células presentadoras de antigeno (APC) del SNC [22]. Se ha observado
que las microglias pueden facilitar la neurogénesis y actuar en la
reparacion neuronal, dirigiendo la migracion de los progenitores
neuronales a los sitios de lesion cerebral [23,24]. Sin embargo, se ha
encontrado desregulacion y exacerbacion de la actividad microglial en
enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer o la enfermedad
de Parkinson, en donde en muchos casos se ve incrementada la expresion
de citoquinas proinflamatorias como IL-1f [25].

Es importante mencionar que IL-If es una potente citoquina
proinflamatoria crucial para las respuestas de defensa del huésped ante la
infeccion y la lesion [26]. Es la mejor caracterizada y més estudiada de
los 11 miembros de la familia IL-1. Es producida y secretada
principalmente por monocitos, macroéfagos y algunas células gliales [27].
IL-1PB es regulada por IL-10 [28].

Por otro lado, IL-10 es una potente citoquina antiinflamatoria cuyo papel
es crucial en la prevencion de patologias inflamatorias y autoinmunes

[29]. Su funcidn principal es actuar como inmunorregulador en el cerebro.
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En un estudio, se observdé que administrar IL-10 directamente en el
cerebro de una rata suprimi6 la expresion de IL-1f inducida por LPS en
el hipocampo, regulando el comportamiento de la enfermedad [30]. En
otro estudio, registrd6 que en ratones con deficiencia de IL-10, la
inoculacion con LPS causo neuroinflamacion prolongada y favorecio el
desarrollo de la enfermedad [31]. Estos hallazgos respaldan el papel
potencial neuroprotector de la IL-10 en el cerebro [32].

Los astrocitos cumplen una funciéon importante, ya que responden a IL-
10 e inhiben la activacion microglial relacionada con la inflamacion, en
un mecanismo dependiente del factor de crecimiento transformante beta
(TGFB). La produccion de TGFB-1 en respuesta a IL-10 [33] es
importante porque TGFB-1 también posee efectos neuroprotectores y
antiinflamatorios en el SNC [34].

El TGF-B1 es una citoquina pleiotropica que regula el crecimiento y la
diferenciacion celular puede ejercer efectos pro y antiapoptdticos del tipo
celular [35]. Ademas, el TGF-B1 se considera generalmente como una de
las principales citoquinas antiinflamatorias, aunque también posee
propiedades proinflamatorias segun el tipo de célula, el tejido de origen o
una variedad de otros factores [36]. Se ha demostrado un aumento de la
expresion de ARNm de TGF-B1 en el cerebro de ratas después de una
isquemia transitoria del cerebro anterior [37], lo que indica una respuesta
inflamatoria. Ademads, la activacion de la microglia por factores
proinflamatorios incrementa la produccion de TGF-B1, que puede
contrarrestar las reacciones proinflamatorias [38]. Se ha observado que

TGFp-1 reduce la activacion microglial [39]. También se evidencid que



la IL-10 redirige a los astrocitos activados, induciéndolos a producir
TGFp-1, que, a su vez, reduce la activacion de la microglia. Sin embargo,
la inhibiciébn de la senalizacion de TGFB-1 bloqued estos efectos
mediados por IL-10/astrocitos en la microglia [34].

Asi, la respuesta inflamatoria del huésped juega un papel clave en el
desarrollo de la NCC. Como se mencion6 anteriormente, existe evidencia
de que los diferentes estadios de desarrollo del parésito, tanto oncosfera
como de postoncosfera, pueden estimular un perfil de citoquinas en
células PBMC humanas. También se ha registrado la expresion de
citoquinas periféricas en el liquido cefalorraquideo de pacientes con
NCC. Sin embargo, no se tiene registro sobre la expresion de citoquinas
en tejido cerebral en un modelo murino in vitro de la enfermedad de NCC.
El objetivo de esta investigacion es determinar si los antigenos E/S y
Totales del parasito en el estadio de cisticerco estimulan la expresion de
citoquinas pro y antiinflamatorias en cultivos primarios mixtos y
astrociticos de cerebro de rata. Estas dudas seran esclarecidas conforme
avance la investigacion en este modelo. Finalmente, se busca comprender
mejor el mecanismo de inflamacion subyacente a la NCC en un modelo
murino in vitro, como un primer paso para futuras investigaciones en

modelos més complejos como el porcino y el humano.



I.

OBJETIVOS

Objetivo general:

e Evaluar de manera comparativa la expresion de citoquinas
proinflamatorias (IL-1B) y antiinflamatorias (IL-10, TGF-B1) en
cultivos primarios astrociticos y mixtos (neuronas/glias) de
cerebro de rata, expuestos a antigenos Excretor/Secretor (E/S) y
Total (T) del cisticerco de Taenia solium, con el fin de establecer

su posible efecto modulador en la respuesta inflamatoria in vitro.

Objetivos especificos:

1. Comparacion interna en cada grupo de cultivo primario:

e Comparar la expresion de las citoquinas IL-10, IL-13, TGF-B en
cultivos primarios mixtos con los antigenos E/S o Totales de T.
solium, frente al grupo control negativo.

e Evaluar la expresion de las citoquinas IL-10, IL-18, TGF-B en
cultivos primarios astrociticos incubados con los antigenos E/S o

Totales de T. solium, frente al grupo control negativo.

2. Comparacion entre dos condiciones en cada cultivo primario:
e Comparar la expresion de las citoquinas (IL-10, IL-1B, TGF-B)
entre los tratamientos con E/S y Totales de los antigenos del estadio

de cisticerco, en el cultivo primario mixto.



e Comparar la expresion de las citoquinas (IL-10, IL-1B, TGF-B)
entre los tratamientos con E/S y Totales de los antigenos del estadio

de cisticerco, en el cultivo primario astrocitico.

IL. HIPOTESIS
La exposicion a los antigenos Excretor/Secretor (E/S) del cisticerco
de 7. solium inducird una mayor expresion de citoquinas
antiinflamatorias (IL-10, TGF-B) en cultivos primarios astrociticos y
mixtos (neuronas/glias) de cerebro de rata, en comparacion con la
exposicion al antigeno Total (T) el cual promovera un perfil mas

proinflamatorio caracterizado por mayor expresion de IL-1p.

III. MARCO TEORICO
1. Taenia solium
1.1 Taxonomia

El parasito presenta la siguiente clasificacion taxonomica [40]:

e Phylum: Platyhelminthes
e C(lase: Cestoidea
e Familia: Taeniidae
1.2 Ciclo de vida
Existen dos hospederos en el ciclo de vida del parésito: el humano
(hospedero definitivo) y el cerdo (hospedero intermedio). El
cisticerco ingresa por la ingesta alimentaria y llega al intestino

donde los jugos gastricos e intestinales, junto con las sales



biliares, digieren la membrana, la cual recubre al cisticerco;
dejando expuesto el escolex evaginado del parasito. De esta
manera, el cisticerco logra fijarse a la mucosa intestinal mediante
el rostelo y sus ventosas [41].

Una vez que el parasito se adhiere a la mucosa intestinal,
comienza a desarrollar los proglétidos, alcanzando su desarrollo
hasta la etapa adulta, en un méaximo de tres meses, adquiriendo
una longitud maxima de 5 metros [42].

La etapa adulta de la 7. solium se caracteriza por presentar un
cuerpo aplanado dorsoventralmente; carece de cavidad corporal
y tubo digestivo. El parasito es de color blanco amarillento con
forma de cinta [43]. El escélex mide de 0,5 a 1 mm de diametro
y esta constituido por cuatro ventosas con una eminencia retractil
(rostelo) [44]. Desde el cuello hasta la parte final del cuerpo del
parasito se encuentran los progldtides, las cuales son unidades
anatomofuncionales.

El estrobilo (conjunto de proglotides) de la 7. solium alcanza una
longitud de hasta 5 metros (700-1000 proglétides) con
aproximadamente 10 segmentos [41]. Los progldtides se
clasifican en inmaduros, maduros y gravidos segun el grado de
desarrollo de la proglétide, basdndose en su forma y tamafo.
Los proglotides tienen la funcion de alimentacion y reproduccion
del parésito. En la alimentacion del parasito, el tegumento cumple
la funcién de absorcion de alimentos, debido a que el parasito

carece de tubo digestivo [45]. Los proglotides cercanos al cuello



se relacionan con la reproduccién; son pequefios e inmaduros. En
su parénquima albergan glucogeno [41].

Por otro lado, los proglotides maduros presentan forma
rectangular; poseen organos sexuales maduros sin presentar la
capacidad de producir huevos. Por ultimo, los progldtides
gravidas, presentan forma alargada y contienen en su interior
muchos huevos (50 000 huevos), al ser liberados de los testiculos,
son fecundados por el esperma [41].

Una vez producida la fecundacion de los huevos, los embriones
son cubiertos por una membrana de queratina para luego ubicarse
en los proglotides mas lejanos [46]. Es asi que los huevos se
almacenan en el utero del parasito, presentando forma esférica
midiendo de 20 um a 40 um [47]. Cabe destacar que el parasito
puede contener huevos en distintos grados de maduracion en su
interior.

En el ambiente, los huevos pueden mantenerse viables por un
tiempo de hasta 60 dias. Durante este tiempo, el cerdo puede
ingerir estos huevos. Los fluidos gastrointestinales del cerdo
logran liberar a la oncosfera. Asi, la oncosfera se activa y presenta
la capacidad de penetrar la pared intestinal hasta llegar al torrente
sanguineo y lograr diseminarse por todo el cuerpo del cerdo. De
esta manera, el parasito se establece especialmente en musculos
y cerebro del hospedador, que luego de tres meses logran
desarrollarse. Posteriormente, estos se desarrollan en cisticerco o

quiste (estadio larvario de 7. solium) [48]. Dicho cisticerco, en el
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organismo del hospedador intermedio (cerdo), se vuelve
infectante para otro hospedador definitivo (humano) luego de 60

- 70 dias [49]. Imagen].
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Imagen N° 1: Ciclo de infeccion de T. solium que muestra los
diferentes pasos de la cisticercosis humana y porcina, incluida la NCC

humana [11].

1.3 Proteinas totales y excretorias secretorias del cisticerco
Se ha reportado mas informacion del antigeno E/S, los cuales se
relacionan con el estado viable del parasito, que con el antigeno
Total. Seglin lo antes mencionado, una investigacion identifico 76
proteinas del estadio de cisticerco del parasito 7. solium
reportando a la albumina porcina y la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa como las mds abundantes, seguidas de los
miembros de la familia de proteinas de 8 kDa, la proteina
inmunogénica, la proteina similar a la tripsina, la enolasa, la 2-
cys peroxirredoxina y la proteina 14-3-3 [50]. Se cree que los

miembros de la familia de proteinas de 8 kDa son proteinas de
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union a ligandos hidréfobos [S1] y una similitud con la AgB
relacionada de E. granulosus podria indicar una funcién
inmunorreguladora, permitiendo al parasito reducir la respuesta
inflamatoria [52] y manipular el equilibrio Th1-Th2 [53]. La
paramiosina [54], la proteina 14-3-3 [55], la actina [56], la P27,
la proteina de choque térmico pequena [57] y la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa se han descrito como proteinas inmunorreactivas
reconocidas por sueros humanos NCC-positivos [58]. El sistema
antioxidante enzimatico de los ténidos involucra la superoxido
dismutasa de Cu/Zn [59], el glutation S-transferasa [60] y la 2-cis
peroxirredoxina [61]. Estas proteinas se han considerado dianas
para farmacos y vacunas [62]. Las cisteinas proteasas ayudan al
parasito a evadir el sistema inmunitario del huésped de multiples
maneras: poseen la capacidad de lisar las inmunoglobulinas del
huésped [63]. La calreticulina controla la homeostasis intracelular
del Ca2+, pero también puede contribuir a la secrecion, la sintesis
de proteinas y el control del plegamiento proteico [64]. La malato
deshidrogenasa citosolica participa en el metabolismo del acido
citrico y se ha estudiado recientemente porque podria servir como
diana farmacologica [65]. Se cree que el transportador de glucosa
TGTP2 media la captacion de azucar y se localiza
predominantemente en la superficie del quiste [66].
Posteriormente, en otro estudio, publicaron todo el genoma
de T. solium y el WGA, identificando 838 proteinas para el

secretoma como productos excretores secretores del pardsito [67],
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mostrandonos una vision general de la gran diversidad antigénica
del parasito. Sin embargo, no se tiene suficiente informacion de
los antigenos generados cuando el parésito comienza a degenerar
de forma natural (no se conoce la causa) o por el mismo
tratamiento antihelmintico, el cual libera no solo productos E/S,
sino también proteinas estructurales, que generan una fuerte
respuesta inflamatoria al no lograr regular la respuesta inmune del
huésped [11] [13]. Cabe decir que se ha reportado en algunas
investigaciones el uso de antigenos parasitarios de cisticerco
obtenidos de lisado crudo (CL) lo que seria equivalente a

antigenos totales en este proyecto [20].

2. Neurocisticercosis

El estadio de cisticerco del helminto cestodo 7.solium es el causante
de la enfermedad de NCC, la cual es considerada como una de las
enfermedades parasitarias mas prevalentes del SNC [1].

Las oncosferas, una vez establecidas en los tejidos diana,
experimentan diversas etapas de desarrollo, pasando por la fase de
postoncosfera (PO) y luego establecerse como cisticercos [68]. El
cisticerco consta de una larva vesicular con un escolex invaginado.
Cuando el humano consume carne de cerdo mal cocida con cisticercos
viables, el escolex evagina y se aferra a la pared del intestino, donde

se desarrolla hasta su etapa adulta, completando su ciclo de vida.
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2.1 Epidemiologia

Una de las enfermedades parasitarias mas prevalentes del SNC es la
NCC, la cual afecta entre 2,5 y 8,3 millones de personas al afio [69].
En zonas endémicas y de bajos recursos donde las personas y los
cerdos viven en estrecha comunidad, se encontré que la NCC es la
causa del 30% de los casos de epilepsia. Ademas, se sabe que
aproximadamente el 80% de los 50 millones de personas del mundo
afectadas por la epilepsia viven en paises de ingresos bajos y
medianos-bajos [70]. Existe escasa informacion sobre la
epidemiologia de la NCC en el Pert. Sin embargo, en la sierra, la
costa norte y en la selva alta se ha descrito como zonas
hiperendémicas [71].

Hasta 2005, en América Latina alrededor de 75 millones de personas
vivian en zonas endémicas de cisticercosis, y cerca de 400 000
presentaban la enfermedad de forma sintomatica. La NCC
representaba la causa de convulsiones en aproximadamente 32,3 %
de los pacientes epilépticos. Estudios con la prueba de inmunoblot
en zonas rurales de México, Guatemala, Pert, Ecuador y Bolivia
reportaron tasas de positividad entre 4,9 % y 34 %. En Perti, la NCC
corresponde al 10-12 % de las consultas neurologicas; ademas, hasta
el 8 % de la poblacion rural presenta anticuerpos, hallados también
en 30-60% de los cerdos evaluados. En estudios
seroepidemioldgicos, se encontrd una seroprevalencia de 24,2 % en
una comunidad de la costa norte y de 3,3 % en una de los Andes

centrales [72] [73].
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2.2 Manifestaciones clinicas

El paciente asintomatico puede no presentar sintomas incluso
desarrollando una respuesta inflamatoria [74]. Sin embargo, en
otros casos, la respuesta inflamatoria de los pacientes se
relaciona con la sintomatologia de la enfermedad de NCC. Los
sintomas pueden comenzar de 1 a 35 anos después de la
infeccion parasitaria, siendo muy variables en manifestacion y
acompanados de sindromes [75]. Esta respuesta inflamatoria
muchas veces se relaciona con un proceso degenerativo en el

parasito que lleva a la muerte y calcificacion del mismo [76].

Tabla 1. Sindromes secundanos a NEUroCISticercosis
C i Ubicacion del parasito
Epiopsa NCC par
Cefaiea NCC parenquimal y extrap.
Hipertensson endocraneana Ademas de la cofalea se presentan naseas, NCC intraventricular, NCC
vmito y sintomas visuales acompafiados de subaracnoxdea, Quista gigants, NCC
papiedema ntraparenqumal con respuesta
loria marcada, NCC masiva,
Sindrome psiquico Pueden ser d
neuross, akic
Sindrome meningeo Se presenta cuando hay aracnodits y fibrosis. Estados avanzados de NCC
subaracnoiea basal
Compromiso de ner Optico, oculomotores, audno y facial,
Sindrome optoquiasmateo Por aracnoiditis y estrangulamento del quasma NCC subaracnodea basal,
Gptico por meninges engrosadas. Hay dsminucion  hidrocetalia
do la agudeza visual y pakidez con atrofia de papia
Encetaltis ¢ NCC
5160
HCTANEAna y co
Medular (rara) Cambios molores y senstivos de las NCC del
a veces con paresias o pardkse; miehts transversa,
mielopatia por compresiin

Tabla 1. Sindromes secundarios a

neurocisticercosis [77].

3. Respuesta inmune
3.1 Mecanismos de Evasion Inmunitaria de Helmintos
Los helmintos han evolucionado mecanismos sofisticados para evadir

la respuesta inmune y permanecer durante un largo periodo en el
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huésped. La respuesta inflamatoria limitada en los tejidos invadidos,
pese a su gran tamafio o a su migracion, ya sea local o sistémica,
asegura su sobrevivencia en el huésped [77]. Lo antes mencionado se
podria explicar debido a su extraordinaria co-evoluciéon con el

huésped [78].
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Imagen N° 2: Esquematizacion de la manipulacion inmunolédgica del

huésped, inducida por las proteinas derivadas de helmintos [79].

Los parasitos helmintos limitan la respuesta inmune del huésped
mediante varios mecanismos sofisticados como: restriccion de la
proliferacion de células reguladoras, la induccion de apoptosis en
células inmunes, la manipulacion de receptores de reconocimiento de
patrones (PRR), la sefializacion descendente y la supresion de células
Th1/Th2 y citocinas asociadas [80]. Cabe mencionar que pueden
existir mas mecanismos de evasion inmunitaria que aun no se han

logrado estudiar en helmintos [81].
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Como se menciond anteriormente, los helmintos utilizan productos de
E/S para evadir la respuesta inmunitaria del huésped, logrando asi
infecciones cronicas [3] [5]. En un estudio se observd que la
glicoproteina IPSE de Schistosoma mansoni, mediante la union a IgE,
induce la expresion y secrecion de IL-4 en basofilos; también se sabe
que induce interleucina 10 (IL-10) en las células B, favoreciendo y
mejorando su capacidad para inducir células B reguladoras (Breg)
[82]. En otro estudio se identificd un factor de crecimiento, Fh'TLM
de Fasciola hepatica, perteneciente a la superfamilia TGF, la cual
presenta la capacidad para unirse al receptor de TGF- de mamiferos,
favoreciendo la induccion de IL-10 y arginasa en macrofagos. Estos
hallazgos demuestran cdmo una citocina de helminto interactiia con
los receptores del huésped, induciendo cambios inmunologicos que
favorecen una respuesta cronica no protectora, tipica de la infeccion
por F. hepdtica [83]. Estos hallazgos demuestran un posible eje
antigeno-receptor-citoquina entre el parasito y el hospedero.

De esta manera, el parasito evade la respuesta inmune del hospedero
mediante los productos E/S, favoreciendo la supervivencia del

parasito.

3.2 Mecanismos de Evasion Inmunitaria de 7. solium

Como la mayoria de los helmintos, 7. solium puede permanecer
durante mucho tiempo en el huésped. De esta manera, logra establecer
infecciones durante un largo periodo de tiempo, sugiriendo asi

diversos mecanismos inmunorreguladores.
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Se encontrd que el parasito del cisticerco logra camuflar sus antigenos
del sistema inmunitario del huésped usando inmunoglobulinas propias
del huésped. De esta manera, los quistes logran albergar IgG, IgM,
IgA e IgE en su tegumento, probablemente adquiridas por endocitosis
mediada por el receptor de fragmentos cristalizables (Fc) [84] [85].
Otro mecanismo identificado es el control del sistema inmune innato
del huésped mediante el bloqueo del sistema del complemento tanto
en la via clasica como en la alternativa, por los antigenos (teniastatina
y paramiosina) liberados por el parasito [86] [87].

Ademas, en una investigacion evaluaron in vivo que las oncosferas de
T. solium, en comparacion con 7. saginata, se desarrollan como
cisticercos en el cerebro de ratas. Esto sugiere que la respuesta inmune
del huésped desempefia un papel crucial en la regulacion del
desarrollo de T. solium, que indujo una respuesta inmunitaria mixta de
citocinas (TH1/TH2) y la produccion de MMP-9, facilitando su
supervivencia y migracion al cerebro. En contraste, T. saginata generd
una respuesta inflamatoria mas intensa, que probablemente impidi6 su
desarrollo en el huésped. Estas diferencias explicarian por qué 7.
solium se desarrolla en humanos y 7. saginata no, a pesar de tener
ciclos de vida similares [14].

Por ultimo, se encontr6 que el quiste en estado viable libera productos
de E/S, biomoléculas como cisteina proteasas, metaloproteasas y
serina proteasas, que degradan las inmunoglobulinas del huésped e

interfieren con la proliferacion de células CD4+ y la produccion de
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citoquinas y, por lo tanto, influyen en la produccion de anticuerpos

por las células B Imagen N° 3 [88].
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Imagen N° 3: Liberacion de productos E/S y vesiculas extracelulares

(EV) del quiste de cisticerco y la interaccion con células del hospedero

[11].

3.3 Respuesta inmunitaria contra neurocisticercosis

Una vez que el quiste permanece en el huésped, por lo general, existe
una respuesta inmunitaria de tipo 2 al parasito. Sin embargo, esto
puede cambiar a medida que el parasito degenere [11].

En el caso de la T. solium adulta, se adhiere mediante sus ventosas a
la mucosa del intestino delgado del huésped. Sin embargo, solo genera
una inflamacién controlada en la zona afectada sin provocar dafios
significativos en el intestino. Por lo general, la teniasis no presenta
sintomas (asintomatica), excepto en algunos casos donde se ha
asociado con dolor abdominal, distension, diarrea y nauseas debido a
la infestacion por tenia, aunque no se ha encontrado una relacion

directa entre la inflamacién y los sintomas [47].
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También se tiene evidencia de que, cuando las oncosferas ingresan al
huésped, pueden ser neutralizadas por anticuerpos y factores del
complemento. En una investigacion se encontrd una asociacion entre
el complemento C5 y la infeccion extraparenquimatosa en NCC [89].
Asimismo, se cree que el sistema del complemento puede estar
involucrado en la actividad de los anticuerpos generados durante la
NCC [90] [91]. Sin embargo, aun no se comprende completamente el
rol del sistema del complemento en la enfermedad.

Se encontraron niveles elevados de inmunoglobulina G (IgG),
inmunoglobulina M (IgM) e inmunoglobulina E (IgE) en pacientes
sintomaticos con infeccion extraparenquimatosa y quistes en espacios
subaracnoideos, en comparacion con individuos asintomaticos con
NCC [92] [93]. Es importante mencionar que se encontraron niveles
mas elevados de anticuerpos especificos IgG1, IgG2, IgG4 e IgE en
sujetos sin NCC provenientes de dreas endémicas en comparacion con
aquellos de zonas con baja o nula endemicidad [92].

Como ya se menciond, la degeneracion del parasito cobra gran
relevancia al estar estrechamente relacionada con la aparicion de los
sintomas. Se identific6 una respuesta inflamatoria aumentada,
caracterizada por la presencia de interleucina 1 beta (IL-18), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interferon gamma (IFN-y) [13] [94].
Ademds, se observd una region con abundantes leucocitos,
macrofagos infiltrantes con expresion de CD68 cercanos a la capa
fibrosa, linfocitos T y B (CD3+, CD4+, CD8+ y CD20+), asi como

células plasmaticas, neutrofilos, mastocitos, eosindfilos y microglia
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cerebral en quistes en distintos estados de degeneracion (coloidales,

granulares-nodulares y calcificados) Imagen N° 4 [13].
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Imagen N° 4: Involucidén de quistes en el parénquima cerebral e

inmunopatogénesis asociada [11].

De esta manera, la infiltracion de células leucocitarias puede generar
un incremento de la presion intracraneal, encefalitis, entre otras
complicaciones [95]. También se determind que las neuronas, células
endoteliales y linfocitos secretan sustancia P (SP), un neuropéptido de
la familia de las taquiquininas [97]. La cual esta relacionado con la
expresion de citoquinas inflamatorias como IFN-y, IL-2, IL-12, IL-18
y TNF-a en las lesiones que rodean los quistes moribundos, asi como
con TNF-a, IL-18 e IL-6 en la periferia [97]. Cabe decir que el nimero
de quistes también muestra relacion con el tipo de respuesta
inmunitaria. Se encontrd una respuesta Thl proinflamatoria (IL-12 e
IL-18) en infecciones con un solo quiste, mientras que, en infecciones
multiquisticas, la respuesta predominante fue Th2 (IL-4, IL-5, IL-6,

IL-10 e IL-13) [98] [99].
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4. Neuroinflamacion

El sistema inmune innato (SII) se encuentra en vertebrados e
invertebrados. Actia como una primera linea de defensa del organismo
de manera rapida e inespecifica contra patogenos invasores. El SII recluta
células inmunitarias, favorece la expresion de citocinas, promueve la
activacion de la cascada del complemento y del sistema inmunitario
adaptativo (principalmente a través de la presentacion de antigenos)
[100].

Por otro lado, el sistema inmune adaptativo (SIA), que es mas
desarrollado y especifico, se encuentra s6lo en organismos vertebrados.
La principal caracteristica del SIA es que se activa después de dias o
semanas tras el contacto con el patogeno, logrando una adaptacion que se
produce a través de la memoria inmunolégica. Esta respuesta inmunitaria
mencionada esta orquestada por anticuerpos y células inmunitarias como
linfocitos By T (CD4+ y CD8+) [100].

Existe una estrecha relacion entre el SNC y el sistema inmune del
organismo. En el SNC se han identificado dos principales células
efectoras, las cuales son las microglias y los astrocitos, que presentan
funciones inmunoldgicas innatas ante algin dafio o patégeno externo.
Cabe decir que las microglias y astrocitos forman parte de la unidad

neurovascular (NVU) del cerebro [101].
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Asimismo, las microglias y astrocitos logran cambiar su estado fenotipico
ante sefiales extracelulares e intracelulares, las cuales se relacionan con
su estado de activacion, presentando dos estados: el fenotipo
proinflamatorio (M1/A1) y el fenotipo antiinflamatorio (M2/A2), que
corresponden a las funciones destructivas o reparadoras en la NVU,
respectivamente [102]. Cabe decir que la estrecha comunicacidon entre
estas dos células hace que los cambios fenotipicos dependan mutuamente
Imagen N° 5 [103]. Un estudio demostré que las microglias (M1)
inducidas por LPS logran inducir el cambio fenotipico del astrocito al tipo

reactivo (A1) in vitro e in vivo [104].

A P vy A y B Cc
@
o /L7
. Microglia R S TONLRE
e S .
d \’ o SN
, N ° | \ N
/ N / \
GM-CSF / AN 2 \
IL-6 o\ TGF-B 2[‘::’:::’8 \ cxcL | a7
s/ /o B TNF | ':ﬁce"'z :t':;a Astrocytic endfoot
1 ‘e i -
N AL-1a NVEGF-B o TGF-a v o/ Y
[o Ciq X olL-10 Apoptosis o
\TNF-al / | S g \
o | @8
E N / / v [& | 2 ® \ @ ®CCL2
> 5 1 ) CXCL10
N / ks y > . V8 vegra
/ Microphacs Tightjunction ~ Endothelial cell
@ CACICIED
T-cell @ Monocyte ®
 Tecol @3 Monocyte
= o
X »
Neuron

Imagen N° 5: Interacciones de los astrocitos en el contexto de la

neuroinflamacién [103].

4.1. Rol de los astrocitos

En condiciones basales, los astrocitos permanecen en un estado de baja
actividad; sin embargo, ante la presencia de un patdégeno, su estado
fenotipico cambia a un estado reactivo, activando su ciclo celular y

generando cambios morfoldgicos y bioquimicos junto con la
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produccion de citoquinas [105] [102]. Es de importancia mencionar que
los astrocitos se generan en la etapa final de la neurogénesis y tienen su
origen junto con las neuronas y oligodendrocitos [106]. Los astrocitos
son las células gliales méas abundantes del SNC [107]. Los astrocitos
presentan las funciones de modulacion sinaptica, eliminacion
perivascular de desechos del SNC [108] y regulacion de las propiedades
de la barrera hemato encefalica (BHE) o NVU [109].

La reactivacion del astrocito (A1) es perjudicial para la NVU debido a
que activa genes de la cascada clasica del complemento, como Clr,
Cls, C3 y C4. Sin embargo, el estado A2 del astrocito regula
positivamente factores inflamatorios beneficiosos, como CLCFI
(factor 1 de citocina similar a cardiotrofina), LIF (factor inductor de
hipoxia), IL-6, IL-10 y trombospondinas, para promover la
remodelacion del NVU [110] [111]. Una funcidon recientemente
identificada en los astrocitos es su papel como célula inmunitaria innata,
debido a que puede restringir la entrada de células inmunitarias
periféricas mediante el control de la BHE [112], la produccion de
citoquinas, y coordinacion con el sistema inmune adaptativo [113]

[114].

4.2. Rol de las microglias

Una célula que trabaja en asociacion muy estrecha con los astrocitos es
la célula microglial. En el cerebro humano, representan
aproximadamente el 5-15% de todas las células del SNC [115] [116].

Las microglias tienen su origen en el saco vitelino, son altamente
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plasticas y poseen gran movilidad [117] [118]. Su participacién como
células del sistema inmune innato es importante para el SNC, ya que
son las primeras en actuar contra algin patdégeno [119].

En su estado basal (M2), presentan una forma ramificada y se
caracterizan por la regulacion positiva de mediadores antiinflamatorios,
como la interleucina IL-10, el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) y los glucocorticoides [120]. En su estado activado (M1),
adquieren una forma ameboide, regulando positivamente la secrecion
de factores proinflamatorios, como el factor de necrosis tumoral (TNF),
la interleucina 1 beta (IL-1p) y las especies reactivas de oxigeno (ROS)
[25], participando de manera activa en la fagocitosis [121],
caracterizdndose por el aumento de mediadores inflamatorios. Por
ultimo, el fenotipo similar a M1 se considera destructivo para la NVU

[122].

4.3 IL-10

Los astrocitos y microglias son las principales productoras de
citoquinas en el SNC. Sin embargo, estas células en su estado basal
expresan niveles muy bajos de citoquinas. Los niveles de citoquinas se
incrementan ante un evento estresante, como crecimiento celular
rapido, inflamacion o trauma. Es importante mencionar que los
estimulos que desencadenan la produccion de citoquinas pueden ser
tanto internos como externos al SNC. Cada célula presenta receptores

de citoquinas, los cuales desencadenan mecanismos de sefializacion
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interna. De esta manera, las citoquinas vinculan los sistemas neuronal,
inmunoldgico y endocrino [123].

Las citoquinas antiinflamatorias desempefian una funcion crucial en la
disminucion o mitigacion de la inflamacion [124]. Una de las citoquinas
principales y de las primeras descubiertas es la IL-10, la cual es
expresada por una gran variedad de tipos celulares, como leucocitos,
monocitos, granulocitos, células epiteliales, queratinocitos y células
gliales [125].

Los astrocitos y microglias expresan IL-10 de manera mas inmediata in
situ luego de la exposicion in vivo con LPS [126]. Sin embargo, cuando
se aislan las células, existe una expresion de IL-10 mas retardada; ocho
horas después de la exposicion se expresa en ARNm y veinticuatro
horas después se expresa como proteina [127]. La mayoria de las
células expresan receptores para IL-10. El receptor estd compuesto por
dos subunidades de IL-10 (IL-10R1 e IL-10R2) [128]. No todas las
células expresan ambas subunidades. Sin embargo, tanto astrocitos
como microglias, debido a su linaje mieloide, expresan
constitutivamente tanto IL-10R1 como IL-10R2 [129]. Cabe decir que
las neuronas también expresan las dos subunidades mencionadas [130].
Se tiene evidencia de que cuando IL-10 se une a su receptor,
desencadena efectos sobre la via canonica de la quinasa Janus
(JAK)/transductor de sefiales y activador de la transcripcion (STAT),
que incluye JAK1 y STATS3, los cuales posteriormente inducen la
expresion de genes asociados con la inmunosupresion [131] Imagen N°

6.
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La funcidn principal de la IL-10 es mantener la homeostasis en el SNC
[127]. Favorece la poda sinéptica ejercida por las células gliales [132]

y reduce los mediadores proinflamatorios inducidos por patdégenos

[131].

Imagen N° 6: Ilustracion esquematica de la via de senalizacion de IL-

10 [133].

La IL-10 también puede inducir cambios fenotipicos en astrocitos y
microglias a un estado no inflamatorio (A2/M2) [46]. Por altimo, se ha
documentado una inflamacion descontrolada con wuna mayor
susceptibilidad a infecciones por bacterias, hongos, parasitos o virus en el
SNC en ratones deficientes de IL-10 [134].

4.4 1IL-1p

Por otro lado, otra citoquina importante en el SNC es la IL-1p. Esta
citoquina mencionada es expresada por células gliales como microglias
[135], astrocitos [136], oligodendrocitos [137] y neuronas [138].
Asimismo, las células mencionadas también son capaces de responder a

las citoquinas [139]. Existen once miembros en la familia de la citoquina
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IL-1, y la familia de sus receptores estd integrada por diez miembros
[140].

La IL-1B pertenece a la familia de la interleucina 1, la cual esta
constituida por dos agonistas, IL-1a e IL-1B, un antagonista endégeno,
IL-1ra, y dos receptores (IL-1RI e IL-1RII) [141]. En condiciones
normales, se expresa en niveles bajos tanto los agonistas como los
antagonistas [142], y se tiene evidencia de que la distribucion del receptor
de senalizacion IL-1RI [143] sugiere que distintas regiones cerebrales
pueden depender diferencialmente del sistema IL-1 [144]. E1 ARNm de
IL-1B es inducido por una variedad de estimulos microbianos (p. ej.,
lipopolisacarido (LPS) y 4cido teicoico) y no microbianos (p. ¢j., hipoxia,
hiperosmolaridad, lesion térmica y radiacion gamma). Luego, se genera
la expresion traduccional de un propéptido (pro-IL-1B) de 31 kD, el cual
es escindido por la cisteina proteasa caspasa-1 para adquirir actividad
biologica [145]. En los lisosomas especializados o en el citoplasma,
puede generarse la escision del precursor de IL-1f por la caspasa-1. La
salida de la célula de la citocina puede realizarse por exocitosis de los
lisosomas secretores [146] [147], el desprendimiento de microvesiculas
de la membrana plasmatica, la liberacion directa a través de
transportadores o cuerpos multivesiculares que contienen exosomas
[148], o un proceso denominado piroptosis [149].

Cabe mencionar que el precursor de IL-1p puede también procesarse sin
actividad de caspasa-1. Lo antes mencionado ocurre mediante una
proteasa de neutrofilos comin, la proteinasa-3 [150]. La IL-18 también

es un objetivo catalitico de la proteinasa-3 [151]. Otras proteasas, como
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la elastasa, la metaloproteasa de matriz y la granzima A, procesan el
precursor de IL-1p extracelularmente. Ademds, una quimasa de
mastocitos genera IL-1p activa. Dado que IL-1R2 carece del dominio
TIR, no puede inducir la sefalizacion tras la unién al sustrato [152]. IL-
1R2 constituye un "receptor sefiuelo" debido a su capacidad de unirse a
IL-1 sin iniciar la sefializacion de IL-1 [153]. El receptor IL-1R1 sufre
cambios conformacionales al interactuar con sus ligandos agonistas IL-
la o IL-1pB, formando complejos IL-1R1/IL-1R3 [154] [155]. Esto genera
que los dominios TIR de IL-1R3 se acerquen al dominio de IL-1R1, lo
que induce la senalizacion de IL-1 [156].

Una activacion alternativa se genera entre IL-1 y IL-1R, y este complejo
posteriormente activa IL-1R3, sin inducir la sefializacion de IL-1 [157].
Los dos dominios TIR intracelulares de IL-1R1 e IL-1R3, tras la
formacion del complejo IL-1R, reclutan la proteina adaptadora que
contiene el dominio TIR MyD88 [158] [159]. Un dominio de muerte
(DD) se forma por los oligdémeros de MyD88, el cual es importante para
la sefializacion posterior [160]. La funcion principal del DD de MyD88
es reclutar proteinas quinasas relacionadas con IL-1R (IRAK). Primero,
IRAK-4 se une a MyD88, seguido de IRAK-1 y -2 [161] [162], la
proteina que interactia con Toll (Tollip) [163], asi como Pellino-1
(PELI-1) y -2. PELI-1 y -2 son ligasas de ubiquitina E3 [164]. La IRAK-
1 no fosforilada, unida a Tollip, es inactiva [165]. Cuando IRAK-1 se
une al complejo IL-1R, se fosforila y, por lo tanto, se activa a través de

la actividad de IRAK-4 y se disocia de Tollip y del complejo IL-1R [166].
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Debido a su activacion por IRAK-4, IRAK-1 se vuelve
hiperautofosforilada.

Luego, IRAK-1 hiperfosforilada recluta TRAF6 (factor 6 asociado al
receptor de TNF), seguido de la activacion de su actividad de ligasa de
ubiquitina E3 [167]. Al mismo tiempo, IRAK-4 fosforila y activa PELI-
ly-2[168][169].

La proteina de union TAK1 (TAB2 y TAB3) es ubiquitinada por PELI o
TRAF6 activados y recluta el complejo quinasa activada por TGFf1

(TAK1/TABI) [170] Imagen N° 7.
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Imagen N° 7. Sefializacion de IL-1 en células diana. La unién de IL-1

@phosphorwa!ed A\ ubiquitinated ; polyubiquitinated

a IL1R1/3 da como resultado la activacion celular debido a la
estimulacion de IKK y MKK. La sefializacion de IL-1 se atentia en caso
de unidn de IL-1 al receptor sefiuelo IL1R2/3 y por la uniéon competitiva

de IL-1Ra a IL1R1/3 [171].
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El complejo sufre un cambio conformacional que resulta en la
autofosforilacion y activacion de TAK1 [172] [173]. Posteriormente, los
complejos quinasas como MKK o IKK, fosforilados y activados por
TAKI1, regulan la expresion del gen objetivo [174]. Por ultimo, cabe
mencionar que IRAK-1 es un componente de sefializacion mas estable de
laviaIL-1[157], debido a que IRAK-2, si bien puede reemplazar a IRAK-
1, carece de la actividad de autofosforilacion de IRAK-1 [175]. IL-1Ra es
un antagonista de IL-1a e IL-1p con funcion inhibitoria ya que logra
unirse a IL-1R1 [175]. La funcién principal de IL-1Ra es bloquear y
prevenir la unién de IL-1R3 a IL-1 cuando esta se une a IL-1R1 [155]. Se
observa la importancia de la funcion de IL-1Ra en una condicion
denominada deficiencia del antagonista de la interleucina-1 (DIRA) en
humanos. DIRA resulta en una inflamacion multiorgdnica estéril letal si
no se trata con IL-1Ra recombinante [176].

Por otro lado, se encuentra IL-1R2, que puede unirse tanto a IL-1a como
a IL-1pB, con mayor afinidad por IL-1p, evitando que ambas citocinas se
unan a IL-1R1 [177] [178]. Tanto IL-1Ra como IL-1R2 regulan la
sefalizacion de IL-1 por diferentes mecanismos y, por lo tanto, reducen
la inflamacién mediada por IL-1 [179]. Las principales funciones de IL-
1B incluyen la modulacién de la excitabilidad neuronal [180]. En células
gliales como astrocitos y microglias, favorece la generacion de
mediadores inflamatorios [181]. Asimismo, IL-1f participa en varios

trastornos inflamatorios asociados al dolor [182].
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4.5 TGF-p
Por otro lado, se encuentra el factor de crecimiento transformante 1

(TGF-B1), una proteina clasificada como citoquina, la cual esta implicada
en diversas funciones celulares como el crecimiento, la diferenciacion
celular y la apoptosis [183]. TGF-B1 es sintetizado por varios tipos de
células, pero en el SNC se expresa especialmente por los astrocitos,
ejerciendo una influencia significativa en fendémenos fundamentales,
incluido el desarrollo, la patogénesis de enfermedades y la reparacion de
tejidos [184]. Asimismo, se le relaciona con afecciones neuroldgicas
como la enfermedad de Alzheimer (EA), la esquizofrenia y la depresion
[185] y deterioro cognitivo [186].

El TGF-B1 es sintetizado por diversas células como: células inmunes,
células endoteliales (CE) y fibroblastos. En el cerebro, los astrocitos son
los principales productores de TGF-B1 [187]. La actividad de TGF-B1
sobre los astrocitos depende del contexto. La exposicion de TGF-B1 a
células astrociticas en un cultivo primario gener6 la proliferacion de
astrocitos en un estado fenotipico reactivo [188]. Sin embargo, cuando se
expuso a las células astrociticas a estimulos inflamatorios, la citoquina
TGF-B1 mitigo la proliferacion de astrocitos reactivos [189]. También se
evidencid un mayor numero de neuronas muertas y proliferacion
microglial en ausencia de TGF-B1 en cerebros de ratones [190].

TGF-p se sintetiza como un polipéptido precursor constituido por una
citoquina madura en su segmento C-terminal, una péptida sefial en el
extremo N-terminal y entre ambos un péptido asociado a la latencia (LAP)

[191]. Luego en el lumen del reticulo endoplasmico, la péptida senal es
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dirigida y eliminada de manera inmediata. Lo que queda de la péptida
sefial sufre dimerizacion por tres enlaces disulfuro y posteriormente
transita hacia el aparato de Golgi a ser escindido entre la citoquina madura
y el LAP por la proteasa furina [192]. La conformacion resultante de
TGF-B atn carece de la capacidad de unién a su receptor, debido a que
aun esta asociado con LAP, que enmascara el sitio de union al receptor,
formando asi un pequefio complejo latente (SLC) [193]. Por un lado, si
LAP esta unido a la proteina de union a TGF-f latente (LTBP), el SLC se
convierte en un gran complejo latente (LLC) al ser secretado [194]. Por
otro lado, LTBP puede unirse a la fibrilina, dirigiendo el LLC a la matriz
extracelular (ECM) [195]. Sin embargo, LAP puede unirse mediante
enlaces disulfuro con la proteina 32 que contiene repeticiones ricas en
leucina (LRRC32) o LRRC33 para unir las SLC a la superficie celular.
Cuando TGF-f logra unirse a su receptor, significa que la citoquina esta
madura porque se libero su sitio activo del complejo latente. La activacion
puede darse por varios factores, enfocandonos principalmente en la
activacion dependiente de integrinas, siendo esta la mas estudiada. En
contraste, la activacion del TGF- mediada por 4cidos, bases, especies
reactivas de oxigeno (ROS), trombospondina-1 (TSP-1), proteasas y otros
activadores del TGF-B, se conoce como activacion independiente de
integrinas.

Una vez que el TGF-$ se une a su receptor, se activan dos tipos de
sefializacion: la candnica y la no canonica. Si nos centramos en la
sefalizacion canonica, el TGF-f tiene dos opciones de union: puede

interactuar con su correceptor, el receptor 11l de TGF-f (TPRIII), o con el
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receptor TPRIIL, el cual, a su vez, recluta a TBRI para formar el complejo
TGF-B-TBRI-TPRII. Mediante fosforilacion, TBRII activa a TPRI, lo que
provoca que TPRI se disocie de la proteina FK506 (FKBP12), un
inhibidor de la sefalizacion, favoreciendo asi la interaccién con los
SMAD activados por el receptor (R-SMAD). Los R-SMAD interactuan y
se activan a través de su interaccion con el receptor (SARA), que esta
asociado a TPRI. Posteriormente, experimentan oligomerizaciéon con
SMAD (co-SMAD).

De esta manera, los oligomeros de SMAD se translocan al nicleo, donde
actiian como factores de transcripcion (TF). Alli median la activacioén o
represion de genes diana al unirse a secuencias especificas de ADN
conocidas como elementos de uniéon a SMAD (SBE), ademdas de
interactuar con cofactores transcripcionales. Por ultimo, se activa la
expresion de los inhibidores de SMAD (I-SMAD), cuya funcién es
regular negativamente la sefializacidon mediada por TGF-B mediante

diversos mecanismos Imagen N° 8 [196].
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5. Rata como animal de estudio

El desarrollo de la investigacion biomédica se ha logrado en gran parte
gracias al uso de ratas de laboratorio, las cuales son un modelo ideal para
la investigacion y los estudios de medicina comparativa debido a sus
similitudes anatomicas y fisiologicas con los humanos. Asimismo, las
ratas y los humanos poseen aproximadamente 30,000 genes [197] [198].
El uso de modelos murinos, como la rata, presenta diversas ventajas, entre
ellas: un corto tiempo de gestacion, un numero relativamente alto de
descendientes y un desarrollo acelerado hasta la edad adulta, ademas de
una vida relativamente corta. Desde la secuenciacion del genoma de la
rata en 2004, se han logrado grandes avances en biomedicina. Las ratas

son un excelente modelo animal para el estudio de diversas enfermedades,
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incluyendo patologias cardiovasculares, enfermedades
neurodegenerativas, estudios de comportamiento y toxicologia [199]

[200].

5.1. Cultivo primario

Los cultivos primarios son células obtenidas directamente del
organismo en estudio, se aislan de un organismo vivo y se mantienen
para su crecimiento in vitro. Su clasificacion se basa en el género,
especie o tejido de origen. En poco tiempo, estas células logran
adaptarse al ambiente in vitro, experimentando un niamero limitado de
divisiones celulares hasta alcanzar la senescencia. Debido a esta
caracteristica, la cantidad de veces que se puede subcultivar un cultivo
primario es minima, en funcion del tipo de célula, los nutrientes
disponibles y las condiciones del cultivo, lo que estd determinado por
el limite de Hayflick.

Los cultivos primarios tienen multiples aplicaciones en la investigacion
biomédica, incluyendo el estudio de la comunicacion intercelular e
intracelular, la biologia del desarrollo y la elucidacion de mecanismos
de enfermedades como el cancer, la enfermedad de Parkinson y la

diabetes [201] [202].

5.1.1. Modelo in vitro 2D
En el ambito de la neurobiologia experimental, el cultivo en
monocapa (2D) de neuronas primarias en placas de Petri continta

siendo uno de los modelos in vitro mas ampliamente utilizados.
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IV.

Gracias al perfeccionamiento de los protocolos de aislamiento de
neuronas primarias y a la optimizacién de las condiciones de
cultivo in vitro, es posible obtener poblaciones neuronales de alta
pureza a partir de animales de laboratorio, y mantenerlas en
condiciones estables durante periodos prolongados en superficies
tratadas con polilisina. Este modelo ha permitido dilucidar
numerosos mecanismos moleculares fundamentales. Sin
embargo, a medida que se profundiza en la complejidad del
sistema nervioso, se ha evidenciado que las neuronas interactuan
estrechamente con otros tipos celulares. En consecuencia, los
modelos tradicionales de monocultivo en 2D han evolucionado
hacia sistemas mas complejos y fisiolégicamente relevantes,
basados en cultivos multicelulares 'y  plataformas

multicompartimentales [203].

METODOLOGIA

5.1. Consideraciones éticas

El proyecto en mencion fue aprobado por el CIEA (Comité Institucional
de Etica para el uso de Animales) de la UPCH. Asimismo, el codigo

SIDISI del proyecto es: 20620.

5.2. Tipo de estudio
El presente estudio se llevo a cabo bajo un enfoque cuantitativo, de
alcance explicativo y disefio experimental in vitro. Se busco determinar

la expresion de citoquinas pro y antiinflamatorias (IL-10, IL-1p3, TGF-B1)
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en cultivos celulares astrociticos y mixtos de cerebro de rata, tras la

exposicion a antigenos excretor/secretor (E/S) y total de Taenia solium.

5.3. Tamafio de muestra

Para justificar el nimero de animales empleados, se consideraron tanto la
variabilidad bioldgica como la necesidad de obtener un tamafio muestral
que permita detectar diferencias significativas en la expresion de
citoquinas. Asi, se emplearon tres ratas crias (de uno a tres dias de
nacidas) por cada procedimiento de obtencion de cultivo, repitiendo esta
operacion en diez ocasiones, para un total de treinta ratas (n=30). Se
excluyeron aquellos animales que presentaran signos de enfermedad,
malformacion o condiciones de manejo inadecuadas, asi como aquellos
cultivos que no alcanzaran la confluencia celular o que evidencian

contaminacion microbiana.

5.4. Diseiio experimental

Las crias de ratas fueron proporcionadas por el bioterio de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Una vez recibido las ratas cria (cepa
Holtzman de tres dias de nacido) del bioterio de UNMSM, se
mantuvieron en jaulas aisladas de toda perturbacion externa. Los
sacrificios se realizaron el mismo dia de la obtencion de los animales.

El trabajo se inicié con la obtencion de las ratas cria y su posterior
eutanasia, seguida de la extraccion de los cerebros y la preparacion de los
cultivos celulares (mixto y astrocitico). De forma simultanea, se

obtuvieron los antigenos (E/S y Total) de T. solium, los cuales fueron
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aplicados a los cultivos junto con los controles: Lipopolisacarido (LPS)
como control positivo y medio de cultivo como control negativo (CN).
Tras veinticuatro horas de incubacion a 37 °C y 5% de CO2, se llevaron
a cabo las técnicas de inmunofluorescencia para la determinacion celular,
y RT-qPCR para cuantificar la expresion de las citoquinas de interés.
Finalmente, se procesaron los datos mediante pruebas estadisticas para su

interpretacion Imagen N° 9.

Inicio del estudio
|Obtencion de ratas crias en bioterio)

l

Eutanasia y extraccion de cerebros
(Eliminacion de meninges y plexo coroideo)

l

Preparacion de cultivos celulares
(Cultivo mixto 5 dias: Astrocitico 14 dias)

l

Incubacion de cultivos con antigenos (E/S, T), Control positivo
(LPS) y control negativo (sdlo medio), 24 h a 37°C.

l

Determinacion celular mediante inmunofluorescencia y
evaluacion de la expresion de citoguinas mediante RT-qPCR.

Imagen N°9: Diagrama de flujo del disefio experimental E/S (antigeno

Excretorio/Secretorio), T (antigeno Total), LPS (Lipopolisacarido).
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5.5. Procedimientos

A. Cultivo primario mixto y astrocitico

El procedimiento comenzd con el sacrificio del animal al que
previamente se cubrié con papel aluminio y adormecié en hielo como
primera técnica de eutanasia. Luego se realizd la decapitaciéon como
segunda técnica de eutanasia [204].

Se realizo la eliminacion de meninges y plexo coroideo de cada cerebro
de rata. Se resuspendi6 el tejido cerebral en medio de diseccion para
luego incubar con tripsina (2,5%) durante 15 min. Se inactivo la tripsina
con medio de crecimiento DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle
Medium y Ham's F12), en una proporcion de 1:1. Luego, se filtrd (filtro
0.2 um) las células y se realizo el conteo celular usando una cadmara de
newbauer.

Por ultimo, se usaron dos placas de crecimiento celular de 6 pozos por
procedimiento a las cuales se sembraron (1x10° células/pozo) usando
medio de crecimiento DMEM/F12 y se mantuvieron en una incubadora
de cultivo a 37% °C y 5% de CO-. Luego, se realiz6 la técnica de RT-
qPCR para la evaluacion del ARNm de la citoquinas (IL-10, IL-1f,
TGFp-1). Por otro lado, se us6 una placa de 24 pozos la cual presentaba
en la base de cada pozo un cubreobjeto de vidrio con forma circular,
como superficie de crecimiento celular. Luego de tres dias, se realizé el

cambio de medio de crecimiento celular [205] [206]. Cabe decir, que se
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consider6 cinco dias (5d) de crecimiento para el cultivo primario mixto

y catorce dias (14d) para cultivo primario astrocitico [207] [208].

B. Obtencion de antigenos del cisticerco de 7. solium

Los antigenos del estadio de cisticerco 7. solium fueron proporcionados
por el laboratorio de Investigacion de Enfermedades Infecciosas de la
UPCH. El procedimiento por el cual fueron obtenidos se realizé de la

siguiente manera:

b.1 Obtencion de cisticercos:
Los cisticercos fueron obtenidos por diseccion de los musculos
esqueléticos de cerdos infectados naturalmente, y colectados en
placas Petri (21,5 cm™ ) con 5 mL de PBS-1X ph 7,2 (0.15 M) a
razon de 20 cisticercos por placa. Usando una pipeta Pasteur, se
transfirieron los cisticercos (20 cisticercos) a un tubo con 15 mL de
PBS-1X ph 7,2 (0.15 M) y homogeneiz6 mediante 7 inversiones
manuales del tubo. Luego, se incubd el tubo con cisticercos durante
15 minutos a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente, se
removio el sobrenadante con una pipeta seroldgica de S mL. Luego,
los cisticercos fueron transferidos uno por uno utilizando una pipeta
Pasteur estéril, y se colocaron en el siguiente tubo de 15 mL para sus
lavados con PBS-1X ph 7,2 (0.15 M). Después, usando pipetas
Pasteur estériles, se distribuyeron entre 12—15 cisticercos con 2 mL
de medio de crecimiento RPMI 1640 (Roswell Park Memorial

Institute Medium) por cada pozo de una placa de 6 pozos de
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crecimiento celular. La incubacion se realizé durante 6 horas a 37 °C
con 5% de CO:. Finalmente, se retir el sobrenadante, y agregd

nuevamente medio de crecimiento RPMI 1640 [209].

b.2 Obtencion Antigeno E/S Cisticerco:
Al dia siguiente (24 horas después) se recolectd y transfirié a tubos
de 15 mL, el medio de crecimiento (sobrenadante) de cada pozo de la
placa con cisticercos. Luego, se dispens6 nuevamente medio de
crecimiento RPMI a las placas con cisticercos, ¢ incub6 durante 18
horas a 37°C con 5% de COx. Posteriormente, se recolectd y transfirio
a tubos de 15 mL el sobrenadante de las placas con cisticerco. Luego,
se centrifugaron los tubos de 15 mL que contenian el sobrenadante
previamente recolectado, a 2500 RPM (1000 xg) por 10 minutos a
4°C y se transfirio el sobrenadante obtenido a un nuevo tubo de 15
mL. Finalmente, se filtr6 el sobrenadante recolectado y se alicuotd en
tubos de 1,5 mL (eppendorf) para futuros ensayos. Cabe mencionar
que los tubos se mantuvieron almacenados a -80°C. Asimismo, s6lo
se trabajo con parasitos que no presentaban dafio [210].
b.3 Obtencion del Antigeno Total de Cisticerco:

Se depositaron 15 cisticercos en tubos de 15 mL y se resuspendid en
5 mL de PBS-1X ph 7,2 (0.15 M). Luego, se lisaron por sonicacion
los cisticercos en intervalos de 60 segundos durante 3 minutos a 33
watts en hielo. Posteriormente, se centrifugaron los tubos de 15mL a
15000 RPM por 45 minutos a 4°C. Seguidamente, se recolectod el

sobrenadante en tubos de 15 mL. Finalmente, se filtro y alicuot6 en
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tubos de 1,5 mL (eppendorf) para futuros ensayos . Cabe mencionar

que los tubos se mantuvieron almacenados a -80°C [210].

b.4 Ensayo de incubacion de los antigenos en el cultivo primario
Previo a la realizacion de la técnica RT-qPCR se realizo la incubacion
antigénica en los cultivos primarios mixtos y astrociticos. La
incubacidn se realizd en las placas de 6 pozos en las cuales crecian
las células. Cada condicion se realizo usando tres pozos (triplicado).
Se incubd 40 pg/ml de antigeno E/S y total del estadio de cisticerco.
Se us6 1 pg/mL de LPS y como control negativo medio de cultivo
DMEM/F12 [14]. La incubacién antigénica se realiz6 durante 24

horas en la incubadora a 37 °C con 5 % de CO..

C. Ensayo de viabilidad celular por MTT
En la evaluacion de la viabilidad celular se uso6 la técnica de MTT para
lo cual se usaron cultivos primarios sin tratamiento, los cuales
alcanzaron los tiempos de crecimiento establecidos (5 DIV y 14 DIV).
Se afiadieron 25 pL de solucion de MTT (2,5 mg/mL, preparada a
partir de un stock de 5 mg/mL) a cada pocillo de la placa de 96 pozos,
alcanzando una concentracion final de 0,5 mg/mL. Las placas se
incubaron durante 5 horas a 37 °C con 5% de CO.. Posteriormente, se
elimin6 el sobrenadante de cada pozo y se dispensé 100 pL de

isopropanol para solubilizar los cristales de formazan. La absorbancia
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se midi6 en un lector de placas (Tecan A-5082 Phenix Sunrise) a 570
nm con correccion de fondo a 630 nm. Finalmente, la viabilidad celular
de cada condicion se calculd mediante la féormula correspondiente

[211].

. Inmunofluorescencia

Se retir6 el medio de crecimiento DMEM/F12 de las placas de cultivo
celular. Luego, se fijaron las células con formaldehido y sucrosa al 4%
en proporcion 1:1 durante 15 minutos. Seguidamente, se retir6 la
solucion fijante y se lavaron las células con PBS-1X ph 7,2 (0.15 M).
Posteriormente, se realizd la etapa de bloqueo celular usando una
solucion compuesta por PBS-1X ph 7,2 (0.15 M) con Triton (X-100)
al 0,2%, BSA (Albumina de Suero Bovino) al 1% y 5% de suero de
burro descomplementado. Luego, se dispensé e incubo6 la solucion de
bloqueo sobre la monocapa celular en el pozo a temperatura ambiente
(25°C) durante una hora. Seguidamente, se lavaron las células en los
pozos con PBS-1X ph 7,2 (0.15 M).

Posteriormente, se incubaron las células con una solucion de
anticuerpos primarios como Rabbit anti-GFAP 1:100 (Invitrogen,
#180063) [212] junto con Mouse anti-B-Tubulin IIT 1:1000 [213] [214]
y Goat anti-IBA1 1:500 (Abcam, #ab5076) [215], empleando la
solucion compuesta por PBS-1X ph 7,2 (0.15 M) con Triton (X-100)

al 0,2%, BSA al 1% y 5% de suero de burro y cabra
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descomplementados, durante una hora a temperatura ambiente (25°C).
Luego, se lavaron las células con PBS-1X ph 7,2 (0.15 M).

Posteriormente, se realizd6 la incubacion con los anticuerpos
secundarios Goat anti-Rabbit Alexa Fluor 488 (Invitrogen, #A11008)
junto con Goat anti-Mouse Alexa Fluor 594 (Invitrogen, #A11005) o
Donkey anti-Goat Alexa Fluor 594 (Invitrogen, #A32758) en una
dilucién de 1:400, utilizando la solucion compuesta por PBS-1X ph 7,2
(0.15 M) con Triton (X-100) al 0,2%, BSA al 1% y 5% de suero de
burro y cabra descomplementados, durante una hora a temperatura
ambiente (25°C). Finalmente, se lavaron las células con PBS-1X ph
7,2 (0.15 M) y se utiliz6 solucion de montaje Mowiol con DAPI al 1%.
Es importante mencionar que para los controles negativos de la técnica
de inmunofluorescencia, se usaron células incubadas unicamente con

el anticuerpo secundario durante una hora a temperatura ambiente.

. Diseiio de primers

El disefio de primers se realizd usando los programas en linea
Integrated DNA Technologies (IDT) y primer Blast. Los parametros
evaluados para el disefio de los primers fueron: longitud del primer,
temperatura melting (Tm), % de GC (Guanina-Citocina) y AG
(variacion en la energia libre de gibss).

Primero se realiz6 la busqueda de los genes de las citoquinas (IL-10,
IL-1B, TGFB-1) usando el programa en linea del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), en el modelo animal Ratfus

norvegicus (Norway rat). Se copio la secuencia de cada citoquina y se
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gener6 los primers mediante Primer Blast. Asimismo, también se
generaron primers mediante el programa en linea IDT.

Luego se compararon los parametros obtenidos de cada programa en
linea (IDT y Primer Blast). Los primers debian de cumplir los
siguientes parametros: presentar una longitud de 18-25 nucledtidos,
contenido de GC entre 40-60 %, Tm (temperatura de fusion) de
aproximadamente 55-65°C, y que el Tm del par forward/reverse esté
lo mas cercana posible (ideal: £1-2°C), AG mayor a -2 kcal/mol. Por

ultimo, la empresa IDT gener6 los primers disefiados (Anexos N° 2).

. RT-qPCR

Se extrajo el ARN total de las células del cultivo primario, usando el
kit de extraccion Direct-zol™ RNA Miniprep Plus (Cat No. R2070,
Zymo Research, Orange, CA, EE. UU), de acuerdo con el manual del
fabricante.

Se extrajo el medio de crecimiento DMEM/F12 de las células en las
placas de 6 pozos. Luego, se realizd dos lavados con PBS-1X ph 7,2
(0.15 M) a cada pozo. Se us6 300 p de TRI Reagent® para lisar las
células. Luego se agregd un volumen igual de etanol (95-100 %) a la
muestra lisada y se homogenizé. Se Transfirié la mezcla a una columna
Zymo-Spin™ IIICG en un tubo de recoleccion y centrifugd a 10 000 x
g durante 30 segundos. Se transfirié la columna a un nuevo tubo de
recoleccion y desecho el flujo continuo. Posteriormente se agreg6 400
ul de ARN wash buffer a la columna y se centrifugé a 10 000 x g

durante 30 segundos. En un tubo 100 p se realizé una mezcla de 5 pl
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de ADNasa I (6 U/ul), 75 pl de DNA Digestion Buffer y se
homogeneizd por inversion suave, para luego agregar la mezcla
directamente a la matriz de la columna. Luego se incub6 a temperatura
ambiente (20-30°C) durante 15 minutos. Después se agregd 400 pl de
Direct-zol™ RNA PreWash a la columna y se centrifugé a 10 000 x g
durante 30 segundos. Luego, se desechdé el flujo continuo.
Posteriormente, se agregd 700 ul de RNA Wash Buffer a la columna y
se centrifug6 a 10 000 x g durante 1 minuto para garantizar la
eliminacion completa del tampdn de lavado. Se transfirio la columna
con cuidado a un tubo sin ARNasa. Por tltimo, para la obtencion del
ARN, se agreg6é 100 pl de agua libre de DNasa/RNasa (Free Water)
directamente a la matriz de la columna y se centrifugdé a 10 000 x g
durante 1 minuto. Se elimind la columna y nos quedamos con la
elusion del centrifugado.

La concentracion del ARN extraido de cada muestra se midi6 usando
Qubit RNA. Luego, se sometid inmediatamente a una reaccion de
transcripcion inversa usando el Kit de sintesis de ADNc UltraScript
2.0 cDNA Synthesis Kit Separate Oligos, de acuerdo con el manual del
fabricante.

Posteriormente, se procedio a realizar la técnica de qPCR, usando el
kit gPCRBIO SyGreen Blue Mix SEPARATE-ROX, de acuerdo con
el manual del fabricante, por triplicado (réplicas biologicas) para
detectar y cuantificar el nimero de copias de genes de las citoquinas
(IL-10, IL-1B, TGFB-1) en el cDNA sintetizado. El nimero de ciclos y

el tiempo de ciclaje se configuraron siguiendo las instrucciones del
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protocolo del kit. Los niveles relativos de ARNm objetivo se
normalizaron con respecto al control endégeno (actina ) mediante la

formula 2447 [216].

Analisis de datos:

En la técnica de inmunofluorescencia, las células fueron visualizadas
mediante un microscopio confocal (Zeiss LSM 880), y las imagenes se
transfirieron a un ordenador mediante una camara digital (Sound
Vision Inc.). Se analiz6 las fotograficas para identificar el tipo (GFAP,
B-Tubulin e ibal) y nimero celular mediante el software Fiji, y los
datos obtenidos se procesaron y cuantificaron utilizando el software
Prism.

Para la evaluacion estadistica se realizé un conteo celular donde se usé
10 campos por fecha de realizacion de procedimiento (tres fechas de
procedimiento en total), se obtuvieron 30 campos (30 fotos). Se
cuantificod el promedio celular por tipo de célula de acuerdo al
biomarcador identificado (GFAP, B-Tubulin e ibal). Se realiz6é una
grafica de barras para expresar los datos.

Por otro lado, en la técnica de RT-qPCR, se realizaron tres
procedimientos (diferentes fechas), cada procedimiento presentaba
cuatro condiciones de incubacion (CN, CP, E/S, T) por cultivo
primario, tanto de células astrociticas como mixtas. Para cada tipo de
condicion de incubacion se realizaron tres réplicas bioldgicas. Las
evaluaciones estadisticas se realizaron usando los datos obtenidos del

Delta Ct. Por ultimo, se aplicd el método del 2* (-AAC (T)) para la
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interpretacion de datos, donde se transformaron los datos a logaritmo
en base 2 para mostrar la expresion del fold change [216].

Para la evaluacion de la prueba estadistica se evalu6 los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza. Los datos que cumplieron la
normalidad se les realiz6 la prueba de analisis de varianza (ANOVA)
de una via o la prueba t como prueba estadistica paramétrica. En los
datos que no cumplieron los supuestos se les practico métodos no
paramétricos, utilizando especificamente la prueba de Kruskal-Wallis

o U Mann Withney.

V. RESULTADOS

A. Evaluacion de la viabilidad celular
La viabilidad celular se evalu6é mediante la técnica de MTT, aplicada tanto
al cultivo primario mixto como al cultivo primario astrocitico. El cultivo
mixto presentd un 97,4 % de viabilidad tras 5 dias de crecimiento, mientras
que el cultivo astrocitico alcanzo6 un 83,3 % de viabilidad a los 14 dias de

crecimiento /magen N°I0.
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Imagen N°10: Evaluacion de la viabilidad celular mediante la técnica de
MTT. Se observa, un mayor % de viabilidad celular en células no tratadas
con respecto a las que recibieron tratamiento con H>O, (Perdxido de
hidrégeno), en ambos tipos de cultivo primario. Se realizo la prueba de
ANOVA de una via donde se observan diferencias significativas entre los

grupos (P<0.05).

. Determinacion del tipo celular en los cultivos primarios

Se evalu6 dos tipos de cultivos primarios celulares: mixto (5 dias de
crecimiento) y astrocitico (14 dias de crecimiento) Imagen N° [1A4. Los
resultados mostraron una mayor diversidad celular en el cultivo primario
mixto en comparacion con el cultivo primario astrocitico, este tltimo sélo
mostrd células astrociticas, lo que evidencia su alta pureza Imagen N° 11C.
El cultivo primario mixto mostré diferencia estadistica significativa (p<

0.05), al compararse las células astrociticas, los cuales representaron el
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73,97% de la poblacion celular total, con respecto a las neuronas las cuales
constituyeron el 26,03% Imagen N° 11B. Estos hallazgos indican que los

astrocitos son mas abundantes que las neuronas, en el cultivo primario mixto.

DAPI GFAP B 111 TUBULINE MERGE
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Imagen Nel1: Diversidad celular en cultivo primario.

A. Se observa la expresion de células astrociticas (verde) y neuronales (rojo) con
tiempo de vida in vitro de 5 y 14 dias (5 y 14 DIV) para cultivo primario mixto y
astrocitico respectivamente. (B y C) Graficos de barras que representan el porcentaje
de cada tipo celular identificado. Se realiz6 la prueba t donde se observa diferencias

significativas entre los grupos (P<0.05). Barra de escala: 100 um.
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C. Expresion de citoquinas en cultivo primario
En la siguiente seccion se presenta la expresion relativa de mRNA de las
citoquinas antiinflamatorias (IL-10, TGF-B1) y proinflamatoria (IL-1p)

mediante la técnica de RT-qPCR.

C.1 Comparacion interna en cada grupo de cultivo primario

Se realizaron comparaciones entre las condiciones de incubacién CP, E/S y
Total con el control negativo (CN) para cada tipo de citoquina (IL-10, TGF-
B1 e IL-1PB) en ambos tipos de cultivo primario mixto y astrocitico (Anexos 3
v 4).

El andlisis post hoc mediante la prueba de comparaciones multiples de Dunn,
realizado para el cultivo primario mixto, mostroé que existen diferencias
significativas en la expresion de la citocina IL-10 entre los grupos CP y E/S
con respecto al grupo control CN (p < 0.05). Las condiciones CP y E/S
muestran un fold change de 5,5 y 4,5 veces mas de IL-10 en comparacion con
el grupo CN respectivamente. Por ultimo, la condicién Total no muestra
significancia Imagen N°I12 (4).

Por otro lado, en la expresion de la citoquina IL-1f se encontraron diferencias
significativas entre los grupos CP, E/S (p < 0.05) respecto a CN. Las
condiciones muestran un fold change de 5,5 y 4 veces mas de expresion de la
citoquina, en comparacion con la condicion CN respectivamente. La
condicion Total no muestra significancia estadistica /magen N°I2 (B). Por
ultimo, se observa significancia estadistica en la condicion E/S (p < 0.05) con
un fold change de 0,8 veces menor de la expresion del RNAm de la citoquina

TGF- B1 con respecto a la condicion CN Imagen N°12 (C).
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Imagen N° 12: Expresion del RNAm de las citoquinas pro y antiinflamatorias en
cultivo primario mixto evaluando diferentes condiciones control negativo (CN),
control positivo (CP), antigeno excretorio secretorio (E/S) y antigeno Total (T).

Usando datos del Delta CT y 2 (-AAC (T)).

En el cultivo primario astrocitico, el andlisis post hoc mediante la prueba de
comparaciones multiples de Dunn mostrd que, para la citoquina IL-10 las
condiciones CP y E/S muestran un fold change de 4 veces mas de expresion de IL-
10 en comparacion con el grupo CN (p < 0.05). Por ultimo, la condicion Total no
exhibe evidencia significativa en los resultados /magen N° 13 (4).

En la expresion de la citoquina IL-1p, las condiciones CP, E/S y Total presentaron
un fold change de 4,5 ,4 y 2,5 veces mas de expresion de la citoquina en comparacion
con la condicion CN (p < 0.05) Imagen N°13 (B) (p < 0.05). Por ultimo, en la
expresion de la citoquina TGF-f1 no muestra diferencia significativa en ninguna

condicion Imagen N°13 (C).
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Imagen N°13: Expresion del RNAm de las citoquinas pro y antiinflamatorias en
cultivo primario astrocitico evaluando diferentes condiciones de incubacion (control
negativo (CN), control positivo (CP), antigeno excretorio secretorio (E/S), antigeno

Total (T). Usando datos del Delta CT y 2* (-AAC (T)).

C.2 Comparacion entre dos condiciones en cada cultivo primario

En las Imagenes N°14 y N°I15 se observan las comparaciones entre dos condiciones
E/S y Total, en la expresion del mRNA de las citoquinas (IL-10, IL-1B, TGF-B1) en
cultivo primario mixto y astrocitico de cerebro de rata respectivamente.

Existen diferencias significativas (p < 0.05) en la expresion de las citoquinas IL-10 e
IL-1B en el cultivo primario mixto, en donde la condicion E/S presenta un fold change
de 3y 2,5 veces mas de mRNA respectivamente , en comparacion con la condicion
de antigenos totales Imagen N° 14 (A y B). Sin embargo, se observa una disminucion
en los niveles de la citoquina TGF-B1 en la condicion E/S, con una reduccion de
aproximadamente 1 vez mas en el fold change en comparacion con la condicion Total

Imagen N° 14C.
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Por otro lado, en el cultivo primario astrocitico, no se observan diferencias

significativas al comparar la expresion de citoquinas en las condiciones E/S y Total

Imagen N° 15 (4-C).
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Imagen N°14 : Comparacion de la expresion de las citoquinas (IL-10, IL-1p, TGF-

) entre las condiciones E/S y Total de los antigenos del estadio de cisticerco, en el

cultivo primario mixto. Usando datos del Delta CT y 2* (-AAC (T)).
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Imagen N°15 : Comparacion de la expresion de las citoquinas (IL-10, IL-18, TGF-

) entre las condiciones E/S y Total de los antigenos del estadio de cisticerco, en el

cultivo primario astrocitico. Usando datos del Delta CT y 2* (-AAC (T)).
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VI

DISCUSIONES

El estudio en mencion evalud la expresion relativa del mRNA de las citoquinas
antiinflamatorias (IL-10 y TGF-B1) y proinflamatoria (IL-1B) en cultivos
primarios mixtos y astrociticos de cerebro de rata tras 24 horas de incubacion con
antigenos derivados del cisticerco de 7. solium. Las condiciones experimentales
incluyeron 4 condiciones (CN, CP, T, E/S). Los resultados revelaron diferentes
patrones en la expresion génica dependiendo del tipo de cultivo y las condiciones
evaluadas, enfatizando la complejidad de las interacciones entre los antigenos
parasitarios y el sistema inmunologico del hospedador.

Un hallazgo clave fue que la condicion E/S indujo significativamente la expresion
de un perfil mixto de citoquinas antiinflamatoria y proinflamatoria IL-10 e IL-1B
respectivamente en ambos tipos de cultivo primario. Lo antes mencionado sugiere
una estrategia dual del parasito para modular la respuesta inmune del huésped. La
capacidad del antigeno E/S para inducir tanto respuestas antiinflamatorias como
proinflamatorias podria ser una estrategia parasitaria para manipular el
microambiente inmunologico, manteniendo un equilibrio entre inflamacion y
supresion inmune. Se ha reportado en una investigacion que el tejido cerebral que
rodea al parasito cisticerco de 7. solium exhibid un perfil génico proinflamatorio
(IFN-y, TNF-0, CSF-1, CSF-2, IL-1p, IL-10a) en un modelo murino de rata [217].
Los autores mencionan que tradicionalmente se ha considerado que los quistes
viables de 7. solium no generan inflamacion significativa [218-220]; sin embargo,
sus hallazgos sugieren una respuesta inmune activa incluso en esta fase. Es posible
que estas citocinas reflejen mecanismos inmunorreguladores que permiten la
persistencia del parasito en huéspedes asintomaticos [221], o que el quiste mismo

induzca inmunosupresion local. Alternativamente, los autores sugieren que la rata,
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aunque util como modelo experimental, es un huésped atipico, y su respuesta
inmune puede diferir de la humana. En otra investigacion se reportd que tras la
incubacion de productos excretores secretores (ESP) del parasito de cisticerco de
T.solium en células de macrofago, estos presentaron una expresion elevada de las
citocinas Th1 y Th2 (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-4 ¢ IL-10) [12], junto con una mayor
expresion de los marcadores M2 de los macrofagos. Los autores sugieren que este
cambio en la polarizacion de los macrofagos hacia el fenotipo M2 es esencial para
proteger el dafio tisular de la inflamacion prolongada, ya que los macrofagos M1
se dirigen a la destruccion, mientras que los M2 se dirigen a la reparacion.
Asimismo, es probable que los antigenos E/S del estadio de cisticerco utilizado
en este estudio contengan diversas biomoléculas capaces de interactuar con
receptores especificos en células del sistema nervioso central, como astrocitos y
microglia, induciendo tanto respuestas proinflamatorias como antiinflamatorias.
Por otro lado, se observa una expresion significativa de la citoquina IL-18
inducida por el antigeno Total en el cultivo primario de astrocitos. Segun lo antes
mencionado se tiene evidencia en una investigacion que los metacéstodos
degenerados en el tejido cerebral y muscular de cerdo, inducen niveles
significativamente mayores de IFN-c, TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-6 e IL-8, mientras
que los quistes calcificados presentaron niveles elevados de IL-4, IL-10, TNF-a e
IL-6 evaluados mediante las técnicas de RT-PCR y ELISA. Los autores
mencionan que se evidencid una fuerte respuesta de citocinas reguladoras (IL-10)
y Thl en quistes viables y degenerativos, respectivamente [222]. Ademas, en otra
investigacion evaluaron la funcién de las citocinas proinflamatorias en los
granulomas en fase inicial, aislaron ARN de granulomas cisticercales murinos y

verificaron la expresion de citocinas mediante la reaccion en cadena de la
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polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) y/o ensayos de proteccion con
ribonucleasa (ARNasa). Se evidencio la expresion de citoquinas como MIF, IL-6,
IL-18, IL-1alfa, IL-1B, IL-1 RA, and TNF-alfa [223]. Ambas investigaciones
respaldan la expresion de citoquinas proinflamatorias secretadas de células
inducidas por el cisticerco en estado degenerado. Si bien las investigaciones en
mencidon no presentan las mismas condiciones que este proyecto, nos ayuda a
entender que los antigenos del lisado de cisticerco de 7. solium, el cual se relaciona
con el estado degenerado del parasito, posiblemente induce un perfil
proinflamatorio en el huésped. Lo antes mencionado probablemente debido a la
variabilidad de antigenos parasitarios contenidos en el pool de la condicion de
antigenos totales, que incluyen proteinas estructurales y no estructurales, algunas
de las cuales podrian tener funciones inmunomoduladoras mas especificas [224]
[225]. De esta manera podrian presentar mayor afinidad con las células
astrociticas que con otro tipo celular en el cerebro de un modelo murino. Esto
resalta la importancia central de los astrocitos en la interaccion con los antigenos
parasitarios, posiblemente a través de receptores especificos que deberian
investigarse en futuros estudios.

Cabe recordar que el cerebro es un 6rgano altamente sensible ante cualquier
cambio, por lo que evitar un ambiente inflamatorio excesivo es de gran
importancia para su correcto funcionamiento bioloégico [226].

Por otro lado, los niveles de mRNA de TGF-B1 mostraron una disminucién
significativa con la condicién E/S en el cultivo primario mixto. Esto sugiere que
TGF-B1 podria estar regulado por mecanismos independientes o especificos de
ciertos contextos biologicos. Sin embargo, en otra investigacion se evidencio un

aumento de la citoquina TGF-B1 y su receptor, en el tejido que rodea al parasito
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cisticerco viable de T. solium en comparacion con los tejidos contralaterales y los
controles. Los autores mencionan que los genes TGF- estan implicados en una
variedad de patologias del SNC, incluyendo la epilepsia y la neuroinflamacion
[227] [228], pero también se ha demostrado que promueven la neuroproteccion y
el mantenimiento del cerebro [229]. Concluyendo que se requieren
investigaciones adicionales para dilucidar por completo el complejo papel del

TGF-B en la patogénesis del NCC.

Nuestro estudio proporciona evidencia de que los antigenos E/S y T del estadio
cisticerco de 7. solium inducen respuestas inmunoldgicas diferenciadas,
posiblemente en beneficio de su supervivencia. El antigeno E/S muestra una
estrategia dual, promoviendo tanto respuestas antiinflamatorias como
proinflamatorias en ambos tipos de cultivo primario. Con respecto al antigeno
Total, muestra un perfil proinflamatorio mediante la expresion de la citoquina IL-
1B. Estos hallazgos resaltan la complejidad de las interacciones huésped-parasito
y generan nuevas preguntas sobre los mecanismos moleculares subyacentes.
Futuras investigaciones deberian centrarse en elucidar estos mecanismos y validar

estos hallazgos en modelos in vivo.

VII. LIMITACIONES
Es importante reconocer las limitaciones del presente estudio.

e En primer lugar, la evaluacion de la expresion génica se realizé en
un unico punto temporal (24 horas), lo que podria haber pasado
por alto picos de expresion temprana o tardia.

e Ademas, aunque se empled RT-qPCR para medir la expresion de
ARN mensajero, no se confirmo si esta expresion se tradujo en
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VIII.

proteinas funcionales. Una evaluacién proteémica seria esencial
para validar los resultados.

e Elandlisis se limit6 a tres citoquinas especificas, por lo que incluir
un panel mas amplio permitiria caracterizar de manera mas
completa el perfil inmunoldgico inducido por los antigenos.

e Por ultimo, los estudios in vitro, son valiosos, pero no reproducen
completamente las complejas interacciones del sistema nervioso

central como en un entorno in vivo.

CONCLUSIONES
Los resultados de este estudio respaldan parcialmente la hipotesis
planteada. La exposicion al antigeno excretor/secretor (E/S) del
cisticerco de Taenia solium increment6 la expresion de IL-10 e IL-1 en
cultivos primarios astrociticos y mixtos, pero no generd un aumento
significativo de TGF-f1 en ninguno de los modelos celulares. Por su
parte, el antigeno total (T) indujo un perfil proinflamatorio en astrocitos,
evidenciado por la mayor expresion de IL-1f. Las diferencias observadas
entre cultivos sugieren que el tipo y la combinacion de poblaciones
celulares influyen en la respuesta inmunomoduladora frente a los
antigenos parasitarios. Estos hallazgos aportan evidencia de que los
productos del parasito pueden favorecer un microambiente que equilibra
la inflamacion y la supresion inmune, lo que podria contribuir a la
persistencia del estadio larval en el SNC. Se recomienda ampliar el

estudio a diferentes tiempos de exposicion, incluir un panel mas amplio
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de citoquinas y validar los resultados en modelos in vivo para

comprender mejor su papel en la fisiopatologia de la neurocisticercosis.

IX. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar cultivos primarios individuales de
microglias y astrocitos, asi como co-cultivos de neuronas con
astrocitos y de astrocitos con microglias.

e Utilizar diferentes fracciones del pool de antigenos
excretores/secretores (E/S) y totales (T) del parasito en su estadio
de cisticerco de Taenia solium.

e Ampliar el andlisis a un panel mas extenso de citoquinas con
funciones tanto proinflamatorias como antiinflamatorias.

e [Evaluar diferentes tiempos de exposicion (3 h, 6 h, 12 h, 72 hy 96
h) para analizar la respuesta de las citoquinas en cultivos primarios
cerebrales.

e Implementar la técnica de ELISA utilizando el sobrenadante de
las células tratadas con el antigeno parasitario del cisticerco, con
el objetivo de determinar la expresion traduccional de las

citoquinas.
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XI. ANEXOS

CULTIVO MIXTO

1

a /“\ / B Y oY

Control - A Al | | | |E/S
__E..f..é:..:.._\;__%_ W w
@
8 T
Control + \ . (_/ N / d II'\._,-JJ l\_) If)st:ég
2 a
Centrol - ‘f Y /f \ I/\\ A :f 1 Y e \J E/S
..“::1{.}..{.}:::”. e
s
Control + ) (— (_\ B \] I } ( Total o
b o N Lisado
CULTIVO ASTROCITICO

Created in BioRender.com bio

Imagen N°16: Disefio experimental de incubacion antigénica en cultivo primario

mixto y astrocitico.

Citoquina Sequence (5' > 3') Length
IL-10 Forward | ACAATAACTGCACCCACTTCC 21
Reverse | AGGAATCTGTCAGCACTATGTTG 23
IL-1p Forward | GACAAGCAACGACAAAATCCC 21
Reverse | TGGGTATTGTTTGGGATCCAC 21
TGFB1 Forward CCTGAGTGGCTGTCTTTTGA 20
Reverse | CGTGGAGTACATTATCTTTGCTG 23

Tabla 2: Secuencias de los primers de las citoquinas (IL-10, IL-

1B, TGF-B1) y el control endogeno (Actina f3).
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Evaluacion de la Viabilidad Celular

El Control No tratadas H202
0.29 0.29 -0.04
0.36 0.35 0.01
0.29 0.27 -0.04
Shapiro-Wilk test Control No tratadas H202
W 0.75 1 0.75
P value >0.9999
Passed normality test Yes
(alpha=0.05)?
P value summary ns
ANQVA summary
F 69.85
P value <0.0001
P value summary e
— - p
g.lgg\)f'l\?cant diff. among means (P Yes
E R squared 0.9588
Sidak's multiple comparisons Below Adjusted P
test Mean Diff. | 95.00% CI of diff. threshold? | Summary Value
No tratadas vs. Control 0.008667 | -0.09163 to 0.1050 No ns 0.9768
No tratadas vs. H202 0.3433 0.2450 to 0.4416 Yes o <0.0001

Imagen N°17: Evaluacion de la viabilidad celular en cultivo primario mixto. A. Tabla
de datos de la expresion de la densidad optica (OD) en cada tratamiento celular. B.
Evaluacion de la normalidad usando la prueba de Shapiro-Wilk. C. Se realizo la

prueba de ANOVA de una via y (P<0.05). D. La comparacion multiple de Sidak’s

muestra diferencias significativas entre el grupo de “No tratados vs H>O>”.




Control | No tratadas H202
0.60 0.47 -0.02
1.12 1.13 -0.02
1.30 0.89 -0.04
Shapiro-Wilk test Control No tratadas H202
w 0.9271 0.9758 0.75
P value 0.4778 0.7017
Passed normality test (alpha=0.05)? Yes Yes
P value summary ns ns
ANOVA summary
F 11.27
P value 0.0093

*E

P value summary
Significant diff. among means (P <

0.05)? Yes
E R squared 0.7898
Below Adjusted P
Dunnett's multiple comparisons test | Mean Diff. | 95.00% Cl of diff. | threshold? | Summary Value
Mo tratadas vs. Control 0.1767 -0.8432 to 0.4898 No ns 0.684
No tratadas vs. H202 25 mM 0.8567 0.1902 to 1.523 Yes * 0.0183

Imagen N°18: Evaluacion de la viabilidad celular en cultivo primario astrocitico. A.
Tabla de datos de la expresion de la densidad optica (OD) en cada tratamiento celular.
B. Evaluacion de la normalidad usando la prueba de Shapiro-Wilk. C. Se realizo la
prueba de ANOVA de una via y (P<0.05). D. La comparacion multiple de Dunnett’s

muestra diferencias significativas entre el grupo de “No tratados vs H202”.



Determinacion Celular (Inmunofluorescencia)

A Shapiro-Wilk test ASTROCITO | NEURONA
W 0.9731 0.941
P value 0.6281 0.097
Passed normality test (alpha=0.05)7? Yes Yes
P value summary ns ns
B Unpaired t test
P value <0.0001
P value summary e
Significantly different (P < 0.05)? Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df 1=19.60, df=58

Imagen N°19: Determinacion del tipo celular en cultivo primario mixto. A.
Evaluacién de la normalidad usando la prueba de Shapiro-Wilk. B. Se realizo la

prueba de t (P<0.05) observandose diferencia significativa entre los grupos.



Expresion de citoquinas en cultivo primario Mixto

III IL-10 CONDICIONES
CN P EfS T
17.3 10.67 10.49 16.26
16.68 10.49 1086 17
17.69 10.07 10.69 17.58
14.13 8.63 11.43 12.6
11.18 8.03 928 12.49
12.62 8.65 12.06 12.87
13.32 8.7 9.47 10.19
13.67 9.01 9.21 10.2
14.37 8.51 9.19 11.29
ILI Shapiro-Wilk test N cp E/S T
W 0.9357 0.8622 0.8927 0.8783
P value 0.5372 0.1014 0.2126 0.1506
Passed normality test
(alpha=0.05)2 Yes ¥es Yes ¥es
P value summary ns ns ns ns
ANOVA summary
F 1513
F value =0.0001
F value summary e
Significant difi._Among means (P < 0.05).2 Yes
R squared 0.5855
Bartlett's test
Barilett's statistic (comected) 12.14
P value 0.0069
F value summary =
Are 5Ds significantly different (P = 0.05)2, Yes
Dunnett's multiple 95.00% Cl Adjusted P
comparisons test Mean Diff. of diff. Below threshold? Summary Value
3.093 10
CMvs. CP 5.356 7618 Yes = =0.0001
1.991 to
CNvs. E/S 4.253 6.516 Yes = 0.0002
-1.088 to
CMvs. T 1.164 3427 Mo ns 0.452

Imagen N°20: Evaluacion estadistica de la expresion de IL-10 en cultivo primario
mixto inducido por cada condiciéon CN, CO, E/S, T. A. Tabla de datos de la expresion
de la citoquina IL-10 en las 4 condiciones. B. Evaluacion de la normalidad usando la

prueba de Shapiro-Wilk, todos los grupos presentan normalidad. C. Se realizé la



prueba de ANOVA de una via y (P<0.05). D. La comparacion multiple de Dunn’s

muestra diferencias significativas entre el grupo CP y E/S con respecto al grupo CN.

E' 18 CONDICIONES
CN CP E/S T
11.9 56 532 10.4
11.78 57 6.13 10.13
12.14 5.04 5.05 11.12
7.7 3.38 5.63 741
7.78 3.59 487 6.8
3.52 a7 832 8.69
8.36 3.59 47 552
8.75 379 435 5.63
882 243 469 7.05
B Shapiro-Wilk test CN cp E/S T
W 0.7901 0.8809 0.8441 08176
P val
ug 0.0157 0.2037 0.0641 0.3727
Passed normality test
(alpha=0.05)2 Mo Yes Yes Yes
F value summary * ns ns ns
Kruskal-Wallis test
P value =0.0001
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary T
Do the medians vary signif. (P = 0.05)2 Yes
Mumber of groups 4
Kruskal-\Wallis statistic 2466
t[:_::n's multiple comparisons Mei?ﬁfﬂﬂk Significant? Summary ﬁ-ﬂ{llriasltlllig P
CN vs. CP 2222 Yes o =0.0001
CN vs. £/S 15.89 Yes = 0.0041
CNvs. T 5222 No ns 0.879

Imagen N°21: Evaluacion estadistica de la expresion de IL-1B en cultivo primario

mixto inducido por cada condicion CN, CO, E/S, T. A. Tabla de datos de la expresion

de la citoquina IL-1B en las 4 condiciones. B. Evaluacion de la normalidad usando




la prueba de Shapiro-Wilk, un grupo no cumple la normalidad. C. Existen diferencias
significativas en las medianas (P<0.0001) mediante la prueba de Kruskal-Wallis. D.
Se realizd comparacion multiple de Dunn’s mostrando diferencias significativas

entre los grupos CP, E/S con respecto al grupo CN.

A TGFB CONDICIONES
CN CP EIS T
7.34 8.09 7.69 71
741 832 772 6.93
T4 7.984 T.67 7.25
5.64 5.48 7.56 719
573 7.07 7.53 6.27
7.05 6.55 963 7.65
6.42 6.87 7.36 576
5.68 735 6.87 57
5.62 5.94 7.02 6.1
m Shapiro-Wilk test CN CP E/S T
W 0.59054 08141 0.7402 0.5108
F value 02347 0.3454 0.0042 0.3214
Fassed normality test
(alpha=0.05)2 Yes Yes No Yes
F value summary ns ns = ns
Kruskal-Wallis test
P value 0.0255
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary *
Do the medians vary signif. (P = 0.051.2, Yes
Mumber of groups 4
EI Kruskal-Wallis statisfic 9.304
pasonatast | "o [sncane | sunmary | A%sed?
CHvs. CP -6.389 No ns 0.5048
CMvs. E/S -12.06 Yes * 0.0456
CMwvs. T 1.333 No ns =0.99099




Imagen N°22: Evaluacion estadistica de la expresion de TGF-f1 en cultivo primario
mixto inducido por cada condicion CN, CO, E/S, T.A. Tabla de datos de la expresion
de la citoquina TGF-B1 en las 4 condiciones. B. Evaluacion de la normalidad usando
la prueba de Shapiro-Wilk, un grupo no cumple la normalidad. C. Se realiz6 la prueba
de Kruskal-Wallis donde se observa diferencias significativas en las medianas
(P<0.05). D. La comparacion multiple de Dunn’s muestra diferencias sélo en la

condicién E/S con respecto al grupo CN.



Expresion de citoquinas en cultivo primario Astroticitco

Iil 10 CONDICIONES
CN cP E/S T
11.63 1017 9.47 7.03
14.23 913 8.86 10.21
11.05 7.21 7.9 11.02
10.08 9.96 9.73 9.16
13.88 918 10.86 10.26
17.03 8.50 7.54 11.1
11.15 9.47 10.38 8.36
12.69 8.6 9.8 10.98
14.46 7.9 6.64 11.1
ILI Shapiro-Wilk test CN cp E/S T
W 0.94563 0.9591 0.9521 0.8324
P value 0.6489 0.788 0.713 0.0475
Passed normality test (alpha=0.05)2 Yes Yes Yes Mo
P value summary ns ns ns ®

Kruskal-Wallis test
P value 0.0003
Exact or approximate P value? Approximate
P value summary =
Do the medians vary signii. (P = 0.05)2 Yes
Mumber of groups 4
Kruskal-Wallis statistic 18.96
El Dunn's multiple Mean rank Adjusted P
comparisons test diff. Significant? Summary Value
CNvs. CP 1922 Yes i 0.0003
CNwvs. E/S 1511 Yes i 0.0002
CHws. T 11.33 Mo ns 0.0675

Imagen N°23: Evaluacion estadistica de la expresion de IL-10 en cultivo primario
astrocitico inducido por cada condicion CN, CO, E/S, T. A. Tabla de datos de la
expresion de la citoquina IL-10 en las 4 condiciones. B. Evaluacion de la normalidad
usando la prueba de Shapiro-Wilk, el grupo T no presenta normalidad. C. Se realiz6 la

prueba de Kruskal-Wallis donde existen diferencias significativas en las medianas



(P<0.05). D. La comparaciéon multiple de Dunn’s muestra diferencias significativas

entre los grupos CP y E/S con respecto al grupo CN (P<0.05).



A 18 CONDICIONES
CN CP E/S T
4.1 3.49 3.07 1.88
9.03 494 5.57 5.45
7.8 3.93 2.85 6.79
445 2.26 3.23 3.65
8.29 442 5.85 5.15
12.7 273 3.61 6.83
3.52 1.63 5.91 4.04
7.358 4.63 4.82 6.15
13.67 3.49 2.69 6.81
B Shapiro-Wilk test CN CP E/S T
W 09154 0.9552 0.8431 0.3936
P value 03387 0.7583 0.0708 02172
Passed normality test (alpha=0.05)2 Yes s Yes Yes
P value summary ns ns ns ns
¢ ANOVA summary
F 7.08
P value 0.0009
P value summary i
Significant diff. Among means (P =
0.05)2 Yes
R squared 0.395
Bartlett's test
Bartlett's statistic (comected) 131.44
P value 0.0038
P value summary =
Are 5Ds significantly different (P <
0.05)2 Yes
I]unnett_'s multiple Maan 95.00‘_&% Cl Below Summary Adjusted P
comparisons test Diff. of diff. threshold? Value
CNve. CP s302 | 1BoT0 Yes 0.0005
CNvs E/S 3604 | go30° Yes = 0.0029
CNvs. T 2.689 “-;33134“ Yes . 0.0348

Imagen N°24: Evaluacion estadistica de la expresion de IL-1B en cultivo primario
astrocitico inducido por cada condicion CN, CO, E/S, T. A. Tabla de datos de la

expresion de la citoquina IL-1f en las 4 condiciones. B. Evaluacion de la normalidad



usando la prueba de Shapiro-Wilk, todas las condiciones cumplen la normalidad. C.
Se realiz6 la prueba de ANOVA de una via donde se observan diferencias
significativas en las medianas (P<0.0001). D. La comparaciéon multiple de Dunn’s

muestra diferencias significativas entre los grupos CP, E/S y T con respecto al grupo

CN.
EI TGEB CONDICIONES
CN CP E/S T
6.44 7.07 7.48 6.65
7.4 7.42 65.73 5.85
579 6.73 5.89 5.58
7.29 7.65 7.24 5.85
7.2 7.2 5.88 6.24
8.39 6.72 f.55 5.67
6.1 8.54 7.35 5.04
7.85 65.81 5.99 7.11
6.85 6.54 576 5.61
Shapiro-Wilk test CN CP EIS T
W 0.9304 0.8309 0.915 08925
P value 09661 01605 03527 02118
Passed normality test (alpha=0.05)2 Yes Yes Yes Y'es
P value summary ns ns ns ns
ANOVA summary
F 3.085
P value 0.0411
P value summary *
Significant diff. Among means (P <
0.05)2 Yes
R sguared 0.2243
Bartlett's test
Barilett's statistic (comected) 1.224
P value 0.7473
P value summary ns
Are SDs significantly different (P <
00532 Mo
E Dunneti's multiple Mean |9500%Clof| Below | o [ AdjusiedP
comparisons test Diff. diff. threshold? y Value
-0.89335 10
CHwvs. CP -0.1522 0.6291 Mo ns 0832
-0.5102 to
CHws. E/S 0.2711 1.052 Mo ns 0.7275
-0.03685 to
CHws. T 0.7444 1.526 Mo ns 0.0645




Imagen N°25: A. Datos de los tres procedimientos por tipo de condicidon para la
expresion de la citoquina TGF-B1. B. Evaluacion de la normalidad usando la prueba
de Shapiro-Wilk, los grupos muestran normalidad. C. Se realizé la prueba de
ANOVA donde se observa diferencias significativas en las medianas (P<0.05) D.
La comparacion multiple de Dunn’s no muestra diferencias significativas entre los

grupos CP, E/S y T con respecto al grupo CN.

Comparacion entre dos condiciones en cada cultivo primario

A Shapiro-Wilk test E/S T
W 0.8927 0.8783
F value 0.2126 0.1506
Passed normality test (alpha=0.05)7 Yes Yes
P value summary ns ns
B Unpaired t test
P value 0.0078
P value summary **
Significantly different (P < 0.05) 2 Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, di t=3.039, df=16

Imagen N°26: Comparacion de la expresion de la citoquina IL-10 en dos condiciones
E/S y Total en el cultivo primario mixto. A. Evaluacion de la normalidad usando la
prueba de Shapiro-Wilk, ambos grupos cumplen la normalidad. B. Se realiz6 la

prueba T donde se observa diferencias significativas entre los grupos (P<0.05).



A Shapiro-Wilk test E/S T
W 0.8441 0.9176
P value 0.0641 0.3727
Passed normality test (alpha=0.05)7 Yes Yes
P value summary ns ns
B Unpaired t test
P value 0.0069
P value summary **
Significantly different (P < 0.05)? Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.096, df=16

Imagen N°27: Comparacion de la expresion de la citoquina IL-1f en dos condiciones
E/S y Total en el cultivo primario mixto. A. Evaluacion de la normalidad usando la
prueba de Shapiro-Wilk, ambos grupos cumplen la normalidad. B. Se realiz6 la

prueba T donde se observa diferencias significativas entre los grupos (P<0.05).

A Shapiro-Wilk test E/S T
W 0.7402 0.9108
P value 0.0042 0.3214
Passed normality test (alpha=0.05)7 Mo Yes
P value summary i ns

B Mann Whitney test
F value 0.0106

Exact or approximate F value? Exact

x

P value summary
Significantly different (P < 0.05)? Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column A B 114 57
Mann-Whitney U 12

Imagen N°28: Comparacion de la expresion de la citoquina TGF-B1 en dos
condiciones E/S y Total en el cultivo primario mixto. A. Evaluacion de la normalidad

usando la prueba de Shapiro-Wilk, no se cumple la normalidad. B. Se realiz6 la



prueba U de Mann-Whitney donde se observa diferencias significativas entre los

grupos (P<0.05).
A Shapiro-Wilk test E/S T
W 0.8877 0.8324
F value 0.1891 0.0475
Passed normality test (alpha=0.05)? Yes No
P value summary ns *
B Mann Whitney test
P value 0.0907
Exact or approximate P value? Exact
F value summary ns
Significantly different (P = 0.05)7 No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of ranks in column A B 66, 105
Mann-Whitney U 21

Imagen N°29: Comparacion de la expresion de la citoquina IL-10 en dos condiciones
E/S y Total en el cultivo primario astrocitico. A. Evaluacion de la normalidad usando
la prueba de Shapiro-Wilk, no se cumple la normalidad. B. Se realizo6 la prueba U de

Mann-Whitney donde no se observa diferencias significativas entre los grupos.

A Shapiro-Wilk test E/S T
W 0.8481 0.8936
P value 0.0709 0.2172
FPassed normality test (alpha=0.05)7? Yes Yes
P value summary ns ns
B
Unpaired t test
P value 0.1827
P value summary ns
Significantly different (P < 0.05)7 No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t=1.393,
i, df di=16




Imagen N°30: Comparacion de la expresion de la citoquina IL-1 en dos condiciones
E/S y Total en el cultivo primario astrocitico. A. Evaluacion de la normalidad usando
la prueba de Shapiro-Wilk, ambos grupos cumplen la normalidad. B. Se realiz6 la

prueba t donde no se observa diferencias significativas entre los grupos.

A Shapiro-Wilk test E/S T
W 0.915 0.8925
P value 0.3527 0.2118
Fassed normality test (alpha=0.05)7 Yes Yes
P value summary ns ns
B Unpaired t test
P value 0.1154
F value summary ns
Significantly different (P < 0.05)7 No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t=1.665,
t, df df=16

Imagen N°31: Comparacion de la expresion de la citoquina TGF-f1 en dos
condiciones E/S y Total en el cultivo primario astrocitico. A. Evaluacion de la
normalidad usando la prueba de Shapiro-Wilk, ambos grupos cumplen la normalidad.
B. Se realiz6 la prueba t donde no se observa diferencias significativas entre los

grupos.



