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Resumen

Introduccion: La neurocisticercosis (NCC) es la causa mas importante asociada a
epilepsia secundaria en paises en desarrollo y probablemente en el mundo, y como
tal un problema importante de salud publica. En paises endémicos, la NCC se asocia
a historia de crisis epilépticas en la mayoria de estudios poblacionales. En el Perd,
alrededor de 30% de todos los sindromes epilépticos parecen ser atribuibles a NCC.
Materiales y metodos: Se realiz6 un modelo piloto de infeccién experimental de
NCC en ovejas. Se inoculd post-oncosferas de T. solium por via intracraneal en diez
ovejas. La dosis de infeccion por animal fue de aproximadamente 10 post-oncosferas
cultivadas previamente por 30 dias. En condiciones de asepsia adecuada se realizo
una incision de 2 cm en la piel del area parietal derecha, y luego se efectud un orificio
en la superficie 6sea con un taladro de 2 mm de diametro. Las post-oncdsferas se
inyectaron en el I6bulo parietal a traveés de una aguja de calibre 18 en 0.1 ml de
solucion salina fisioldgica. Resultados: Después de tres meses, en dos ovejas se
encontré granulomas no especificos y en una oveja se identificé un quiste de 5mm de
diametro en el ventriculo lateral derecho. La evaluacién histoldgica confirmé que el
quiste se corresponde con larvas de T. solium. Conclusion: Este experimento piloto
es la prueba de concepto de que es posible infectar ovejas con cisticercosis por

inoculacién intracraneal.

Palabras clave: epilepsia, neurocisticercosis, oveja



Abstract

Introduction: Neurocysticercosis (NCC) is the most important cause associated with
secondary epilepsy in developing countries and probably in the world, and as a major
public health problem. In endemic countries, NCC is associated with a history of
epileptic seizures in most population studies. In Peru, around 30% of all epileptic
syndromes appear to be attributable to NCC .Material and Methods: We performed
a pilot experimental infection model of neurocysticercosis in sheep. We inoculated T.
solium post-oncospheres intracranially in ten sheep. Infective dose per animal was
approximately 10 post-oncospheres that had been in culture for 30 days. The
procedure was undertaken using proper asepsis and deep anesthesia. A burr hole was
made in the right parietal area using a 0.2 mm drill diameter through a previous made
2 cm skin incision. The post-oncospheres were injected into the parietal lobe through
a 18 gauge needle in 0.1 mL of physiologic saline. Results: After three months, non-
specific granulomas were found in 2 sheep and a protruding ventricular cyst of 5mm
of diameter was identified in the lateral right ventricle in a single animal. Histological
evaluation confirmed that the cyst corresponds to larval stage of T. solium.
Conclusions: This experiment is the proof-of-concept that it is possible to infect

sheep with cysticercosis by intracranial inoculation.

Key words: epilepsy, neurocysticercosis, sheep



Introduccion

La neurocisticercosis (NCC) es la infestacion del cerebro humano por la fase
larvaria de la Taenia solium,. Es un problema de salud publica importante en la
mayoria de paises en vias de desarrollo, asociado con morbilidad neurolégica
significativa (1). El diagnostico de esta enfermedad también estd en aumento en
paises industrializados debido a la migracion procedente de zonas endémicas, con
aproximadamente 2.000 nuevos casos diagnosticados por afio sélo en los Estados
Unidos, donde las hospitalizaciones y los cargos asociados atribuibles a NCC superan
los totales de malaria, asi como de todas las otras enfermedades tropicales
desatendidas (2). En el Perq, alrededor de 30% de todos los sindromes epilépticos

parecen ser atribuibles a NCC (3).

Los seres humanos suelen infectarse con huevos de T. solium por la via fecal-oral. En
el intestino, el fluido intestinal disuelve la membrana de los huevos, liberando y
activando a la oncdsfera. Una vez activada puede penetrar en la pared intestinal.
Cuando llega al tejido a través del torrente sanguineo, generalmente en el musculo o
en el sistema nervioso central, la oncésfera se puede transformar en la forma post-
oncésfera y convertirse completamente en cisticercos. Posteriormente, el parasito
produce una variedad de moléculas que modulan la respuesta inmune del huésped
para evitar su destruccién. (4) Las manifestaciones clinicas dependen de los 6rganos
afectados. En los seres humanos los sintomas se deben principalmente a la afectacion

del sistema nervioso central. Los quistes situados dentro del parénquima cerebral



(NCC intraparenquimatosa), por lo general se degeneran en la siguiente secuencia de
quistes viables a quistes inflamados, a tejido granulomatoso focal, vy
aproximadamente el 40% termina con la formacion de una cicatriz calcificada (5)

Muchos aspectos de la enfermedad tales como la inflamacion, respuesta inmune,
proceso de degeneracion parasitaria y calcificacion, los mecanismos que conducen a
las convulsiones y la epilepsia y las funciones de tratamiento antiparasitario y anti-
inflamatoria, todavia estan poco estudiados, en gran parte debido a la falta de

modelos animales adecuados.

Se ha utilizado cerdos para estudiar aspectos inmunoldgicos e histopatologicos. (6)-
(7) Este modelo animal también ha sido utilizado para evaluar la farmacocinética,
seguridad y eficacia de tratamientos antiparasitarios. (8)-(9) ElI modelo porcino ha
servido también para estudios de infeccién experimental en esta enfermedad.
(7),(10),(11) . No obstante, la infeccion experimental del sistema nervioso central
(SNC) del cerdo con T. solium es dificil debido a la variabilidad de la eficacia de la
infeccion oral, el costo de la compra y el mantenimiento de los cerdos durante un
largo tiempo y la escasez de reactivos comerciales disponibles para la deteccion de

biomarcadores inflamatorios en cerdos.(12)

El grupo de trabajo de cisticercosis en Per( ha estandarizado el modelo de infeccion
experimental de cisticercosis en cerebro de ratas. En este modelo se
inyectaron intracranealmente oncosferas activadas de T. solium las

cuales desarrollaron en quistes cerebrales 0 metacéstodos con caracteristicas identicas



a las observadas en el huésped natural. Aunque este modelo no pasa por la ruta
intestinal habitual de entrada, se produjo infecciones reproducibles similares a las
observadas en cerdos y seres humanos. La mayoria de las ratas infectadas (64%,
n=42) desarrollaron quistes de cisticerco en sus cerebros. La infeccion fue exitosa en
83% (10/12) de ratas inyectadas con 500 o 750 oncosferas activadas, produciendo
ratas con uno o mas quistes. Ademas las ratas infectadas desarrollaron anticuerpos
especificos paraT.solium,y se pudotambién detectar antigeno circulante
para T. solium en suero y liquido cefalorraquideo (LCR), utilizando el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Sin embargo este modelo presenta
limitaciones, la rata no es el huésped natural de la enfermedad, tiene poco tiempo de
vida lo cual no permite estudiar cronicidad de la enfermedad y debido al tamafio del
cerebro de la rata, podria haber una exacerbacion del efecto de la masa y la

inflamacion causada por el quiste de T. solium (12).

Las ovejas han sido utilizadas como modelo animal para varios propdsitos en
enfermedades neuroldgicas y no neurolégicas, incluyendo la epilepsia. Estudios
anteriores consideran el modelo ovino como un modelo
animal adecuado para estudiar epilepsia debido a su tamario, disponibilidad y bajo
costo de mantenimiento. Ademas su disposicion anatomica facilita la aplicacion de
técnicas estandar de neurocirugia y neuroradiologia aplicada en humanos, asi como el

uso de resonancia magnética y otros metodos de diagndstico por imagenes (13),(14).



Este estudio piloto tomé ventaja de los estudios realizados para estandarizar el
modelo de infeccion intracerebral en ratas y el seguimiento inmunologico
y tomografico en el modelo porcino para explorar la viabilidad de desarrollar un
modelo de NCC en ovejas por medio de la infeccién intracraneal con post-oncésferas
de T. solium. EIl objetivo de este trabajo de investigacion es estandarizar un modelo

de infeccidn experimental cerebral con cisticercosis en ovejas.



Materiales y Métodos

Animales

Este trabajo de investigacion es un estudio experimental en ovejas. Se infectaron diez
ovejas entre cuatro y ocho meses de edad. Las ovejas se obtuvieron de granjas
rurales no industrializadas. Los animales fueron revisados por un veterinario para
confirmar su buen estado de salud. Y transportadas a las facilidades para animales
mayores de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos en Lima. Los animales fueron alojados en un corral de 5x5metros
mantenidos en ciclos de 12/12 horas de luz/oscuridad con una temperatura media
controlada de 16-18°C, sal mineralizada , alimento en raciones determinadas por edad
y agua ad libitum. El trabajo de investigacion se llevo a cabo bajo la aprobacion del
Comité Institucional de Etica para el Cuidado y Uso de Animales de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia.

Preparacion de la etapa Post-oncosfera

En base a los protocolos previos para infeccion experimental en cerebro de rata, se
realizd una infeccion experimental usando post-oncosferas de T. solium. Se
recolectaron tenias adultas de pacientes humanos siguiendo el régimen de tratamiento
con niclosamida (12). Para obtener la etapa de post-oncosfera, los huevos se
obtuvieron de proglétides gravidas de T. solium y se incubaron en hipoclorito de

sodio (0,75%) durante 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, las oncosferas fueron



activadas para luego crecer en una monocapa de células de cultivo HCT-8 durante

treinta dias (12),(15).

Infeccion intracraneal

Se inocularon aproximadamente 10 post-oncdsferas de T. solium por via intracraneal.
Los animales fueron anestesiados y sedados usando ketamina (Ket-A-10®), 20 mg /
kg intramuscular (IM), clorhidrato de xilazina (Dormi-Xyl®2), 0.3 mg / kg IM, y
ketoprofeno (Profenid®) 3 mg / kg IM. En condiciones de asepsia adecuada se
realiz6 una incision de 2 cm en la piel del &rea parietal derecha, y luego se efectud un
orificio en la superficie 6sea con un taladro de 2 mm de diametro (Figura 01). Las
post-oncdsferas se inyectaron en el 16bulo parietal a través de una aguja de calibre 18
en 0.1 ml de solucién salina fisioldgica. La aguja de calibre 18 tiene un diametro
interior de 0.84 mm lo que permite el paso de oncésferas de 30 dias de maduracion
las cuales tienen un diametro de 0.5 mm aproximadamente. La aguja se introdujo
aproximadamente a 2.0 cm de profundidad para llegar parénquima cerebral parietal.
Cinco de los diez animales fueron inmunosuprimidos usando 1mg/kg/dia de
metilprednisolona por 3 dias inmediatamente después de la infeccion (16). Ademas
recibieron como terapia analgésica post-quirdrgica ketoprofeno 2 mg / kg / dia IM

durante 3 dias.

Los animales fueron sacrificados 3 meses despues de la infeccion experimental. Se

utilizé una combinacién de un sedante, un analgésico y relajante muscular, que juntos



proporcionaron anestesia general del animal: el sedante ketamina 20 mg/kg, via IM y
el analgésico y relajante muscular clorhidrato de xilazina 2mg/kg, via IM.
Posteriormente se utilizd una sobredosis de pentobarbital sédico como hipnético y
anticonvulsivante (Halatal®) 120 mg/Kg, via IM. La totalidad de los cerebros fueron
retirados para examen y diseccion. Las estructuras anomalas fueron identificadas y
teflidas con hematoxilina-eosina (H-E) para su analisis. Ademas los 6rganos internos
fueron examinados cuidadosamente para identificar la infeccion parasitaria

concomitante.

Deteccion de antigeno y anticuerpo para cisticercosis

Las muestras de sangre se realizaron cada dos semanas para evaluar biomarcadores
serolégicos de infeccion. La prueba de Electro Inmuno Transferencia (Western Blot
EITB), la cual utiliza una fraccion semipurificada que contiene siete antigenos de
glicoproteinas de T. solium o bandas de diagndéstico (GP50, GP42-39, GP24, GP21,
GP18, GP14 y GP13) en un formato de inmunotransferencia para la captura de
anticuerpos. Las reacciones de al menos una banda se consideraron positivas (17). Se
utiliz6 también la prueba de ELISA para captura de antigenos, para esta prueba se

utilizé el anticuerpo monoclonal B158C11A10 en plasma de oveja. (18) (19).



Resultados.

La inoculacion intracraneal con oncosferas se realizd en diez ovejas hembras. No
hubo complicaciones después de la intervencion y los animales no mostraron signos
de dolor segun la escala propuesta por Guedes y colaboradores (20). Al cabo de una
hora después de suministrar la anestesia, las ovejas volvieron gradualmente a su
comportamiento normal. Tres ovejas murieron antes del final de los 90 dias de
seguimiento. Por informes de necropsia, dos de ellas fallecieron por obstruccion
intestinal por Moniezia expansa y otra debido a una infeccion intestinal, los tres
animales pertenecian al grupo no inmunosuprimido. Las siete ovejas restantes fueron
sacrificadas 3 meses despues de la inoculacion. Todos los cerebros, se extrajeron para
el anélisis patolégico. En cuatro de ellos, no se encontrd ninguna estructura que
sugiera infeccion por cisticercosis. En el grupo de animales inmunosuprimidos, en
dos ovejas se encontraron granulomas no especificos (Figura 02) que muestran un
conglomerado de linfocitos y en una se identificd un quiste ventricular protruido de
5mm de diametro en el ventriculo lateral derecho. Por observacién microscopica
directa y evaluacion histoldgica con tincion de H-E se confirmd que el quiste
corresponde a una larva de T. solium, un rostelo (corona de ganchos) y cuatro
ventosas fueron identificados claramente (Figura 03). Estos hallazgos anormales (dos
granulomas y un quiste) fueron encontrados en tres ovejas que pertenecen al grupo

inmunosuprimido.



Todas ovejas mostraron otras infecciones parasitarias concomitantes en la necropsia.
Ocho estaban infectadas con Moniezia expansa, cinco con Fasciola hepatica, dos con
Thysanosoma actinioides y dos con Taenia hydatigena. Seis de ellos tenian

infecciones multiparasitarias como se muestra en la tabla 01. (Ver tabla 01)

En el grupo inmunosuprimido, la prueba de ELISA mostro resultados positivos para
cuatro de cinco ovejas al inicio del estudio. Una oveja se sero-convirtié durante el
seguimiento de negativo a positivo. Los resultados de la deteccion de anticuerpos
EITB WB mostraron resultados positivos en dos de las cinco ovejas al inicio del
estudio, y también se observd sero-conversion, dos ovejas negativas se volvieron
positivas. En el grupo de ovejas no inmunosupirmidas tampoco se observo relacién
entre los casos positivos a ELISA con EITB WB. Los resultados de ELISA mostraron
tres resultados positivos al inicio del estudio, una cambi6 a valores negativos durante
el seguimiento y dos a valores positivos. Los resultados de EITB WB mostraron
resultados positivos para dos de cinco ovejas al inicio del estudio y durante el
seguimiento dos sero-convirtieron, uno de positivo a negativo y otro de negativo a

positivo. (Ver tabla 02)



Discusion

Este experimento exploratorio proporciona la prueba de concepto de que la infeccion
intracraneal experimental con post-oncdsferas de T. solium pueden causar NCC en el
modelo de oveja. Al menos una infeccion parasitaria definitiva y dos hallazgos de
granulomas inespecificos se observaron s6lo en ovejas tratadas con
metilprednisolona, lo que sugiere que la inmunidad puede jugar un rol importante en
este modelo experimental de infeccion. Se utilizé metilprednisolona, el cual es un
glucocorticoide cominmente utilizado para tratar trastornos inflamatorios y como
inmunosupresor en trasplantes de érganos. El principal objetivo de este farmaco son
los globulos blancos. Se utilizé un esquema corto de tratamiento, por tres dias, similar
a la utilizada por Feltrin y colaboradores en cabras, en el cual se demostrd
disminucion significativa del conteo de globulos blancos con respecto al valor basal
y hasta a los 28 dias posteriores. (21) Sin embargo, la dosis utilizada en este
experimento fue inferior en dosis (10mg/kg vs 1mg/kg) por lo que es posible que las
ovejas no llegaran a un rango de inmunosupresion adecuada. EIl diagnéstico
serologico de la infeccion no es (til en este experimento. Sus resultados erraticos
podrian explicarse por la parasitosis concomitante y las consiguientes reacciones

cruzadas (22).

En este estudio se utilizd post-oncésferas en lugar de oncosferas activadas. Un

estudio previo realizado por el grupo de cisticercosis en Perl mostrd que diferentes

lineas celulares son capaces de respaldar el desarrollo in vitro de las post-oncdsferas
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de T. solium, siendo la mas exitosa las células HCT-8 (32%). (4) Se ha descrito un
modelo de infeccién con post-oncésferas en cerebro de ratas, las cuales fueron
capaces de convertirse en cisticercos maduros, siendo el porcentaje de animales

infectados 63% (5/8) por inoculacién intracraneal con 10 post-onconsferas.(4)

El estudio de NCC en pacientes ha proporcionado informacion importante sobre la
enfermedad, sin embargo existen limitaciones, las muestras se recolectan usando
procedimientos minimamente invasivos, entre ellos muestras de sangre, y las
muestras de tejido cerebral o liquido cefalorraquideo solo se pueden obtener por
necesidad clinica o diagndstica. Ademas, es necesario encontrar mejores opciones
terapéuticas para pacientes con epilepsia secundaria a NCC, ya que muchos pacientes
sufren convulsiones refractarias al tratamiento disponible (23). Por esto es necesario

el uso y desarrollo continuo de modelos animales apropiados.

Se ha reportado modelos animales que utilizan T. solium, T. crassiceps y M. corti en
ratones mayor, ratas, cerdos e incluso monos Rhesus (Macaca mulatta), lo cual ha
generado conocimiento sobre los mecanismos de la enfermedad. Sin embargo, existe
una gran necesidad de modelos animales de NCC que sean capaces de desarrollar

convulsiones y epilepsia (23).

Las ovejas se han utilizado ampliamente como modelos biomédicos para la

investigacion de varias condiciones fisiologicas y patoldgicas (24). La infeccion
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neuroldgica por coenurosis cerebralis, la fase larvaria de Taenia multiceps ha sido
ampliamente reportado en el ganado ovino. La transmision de cenurosis, es similar a
T. solium, sigue la ruta fecal-oral y el metacéstodo (fase larvaria) se desarrolla en el
cerebro y la médula espinal (25). Este hecho demuestra la capacidad de los cestodos
para infectar estructuras del sistema nervioso central y desarrollar quistes cerebrales
en el ganado ovino. Los estudios relacionados con epilepsia en el modelo ovino
mostraron consistentemente que este mamifero es capaz de desarrollar epilepsia y
estatus epiléptico. EI modelo ovino ha servido para estudiar convulsiones provocadas
y medir la actividad eléctrica generada por la epilepsia, la cual puede ser registrada
por electrodos sobre la piel, por via subcutanea o dentro del area cortical por medio
de electroencefalografia, asi mismo, la manifestacion clinica de la epilepsia se puede

observar en este modelo animal (13, 26).

Un modelo animal mas adecuado representaria un gran paso en el estudio de la NCC
y la epilepsia. Se ha utilizado el modelo de rata para estudiar infeccion intracraneal
con NCC, el cual tiene algunas ventajas como su facil manejo, bajo costo de
mantenimiento, alta disponibilidad y protocolos quirtrgicos y experimentales (12).
Sin embargo, el modelo de rata tiene dos limitaciones principales. En primer lugar,
los roedores difieren significativamente de los seres humanos, tanto en tamafio como
en su organizacion neuroanatomica. En segundo lugar, las ratas tienen una vida
mucho mas cortas que los seres humanos, lo cual es un impedimento para estudiar
condiciones cronicas como la epilepsia. Estos dos inconvenientes se reducen

utilizando ovejas jovenes. La media de la esperanza de vida de una oveja es de 12 a

12



15 afios (rata: 2-3 afos) (27),(28). El cerebro ovino tiene una corteza con mas
circunvoluciones y estructuras similares a las del ser humano y un peso de 180 gr
(rata: 2 gr, humano: 1300-1400gr)). También la disponibilidad de Atlas bien
detallados del cerebro de ovejas hace que las interpretaciones, la investigacion

traslacional y la intervencion estereotaxica sean posibles.

Por otro lado, el modelo ovino tiene grandes ventajas sobre el cerdo, el huésped
intermediario natural de la T. solium. El cerdo no se ha desarrollado como modelo de
epilepsia por un nimero de razones. Rara vez tiene convulsiones manifiestas y los
procedimientos invasivos son dificiles de realizar debido al espesor de su craneo. Casi
no se ha realizado electroencefalografia ~ en cerdos (29, 30). Ademas, el
mantenimiento y manejo de los cerdos es mas exigente y costoso que el del modelo

ovino (31).

Sobre la base del hallazgo del estudio, se aconseja la introduccion de posibles
modificaciones para mejorar la tasa de éxito de infeccion. Se recomienda aumentar la
dosis de inoculacién de post-oncésferas, adquirir los animales en criaderos
industrializados para asegurar su buen estado de salud o exposicion a otras
parasitosis. Asi como, inmunosupresion mas agresiva y uso de marcadores de

inmunidad para evidenciar la respuesta a los corticoides.
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Conclusiones

Este estudio piloto sugiere la viabilidad de las ovejas como modelo animal para la
infeccion experimental intracraneal con T. solium. Esto podria servir como paso clave
para estudiar nuevos enfoques de terapia, aspectos poco conocidos de esta

enfermedad y los efectos cronicos de la NCC vy la epilepsia en el cerebro.
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Tablas, graficos y figuras

Figura 01. Procedimiento para hacer un pequefio orificio sobre el 16bulo parietal
derecho.

Figura 02. Fotografia del cerebro de una oveja que muestra un granuloma no
especifico
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Figura 03. A-B: fotografia del cerebro de una oveja que muestra un quiste ventricular
(flecha negra). C: Quiste ventricular con escolex evaginado. D: Tincion de H-E (40x)
muestra escolex, cuatro ventosas y un rostelo.
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Tabla 01. Descripcion basal de los ovinos, hallazgos en la necropsia.

Parasitos en el momento de la necropsia
(6rganos internos)

ID

9096

9092

Immunosuprimidos 9099

9091
9095
9093

90941

No

(¥2)
Immunosuprimidos 9097

9098%Y
9100

Hallazgos
Cerebrale
S
Quistes
ventriculares
Granuloma
inespecifico
Granuloma
inespecifico

Moniezia
expansa

Fasciola
hepatica

+

=+

+

Thysanosoma
actinioides

Taenia
hydatigena

(Bs) Basal, (F-U) seguimiento, " Sacrificados el dia 45 del estudio, **

Sacrificados el dia 50 del estudio
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Tabla 02. Resultados de las pruebas seroldgicas

Antigeno Western blot
(# de bandas)

ID oD Ratio
Bs F-U Bs F-U Bs F-U
9096 0.636 2.697 2271 (+) 99.88 (+) 0 () 1 (%)
9092 0543 2721 1939 (+) 10077 (*) 0 () O (9
Immunosuprimidos 9099 0016 0047 0571 () 0671 () 1 () 1 (+)
9091 2.894 2814 10335 (+) 10422 (+) 3 (*) 1 (+)
9095 1.194 0013 4264 (+) 0481 () 0 () 2 (4
9093 0016 2821 057 () 10448 (+) 0 () 1 (+)
9094*Y 064 2805 2285 (+) 10388 (+) 0 () O (9
No 9097% 0.015 2.766 0535 () 10244 (+) 0 () 1 (4
Inmunisuorimidos  9098*"Y  3.035 3.115 108.39 (+) 11125 (+) 1 (+*) 0 (9
9100 2894 001 10335 (+) 037 () 1 (v 1 (4

(Bs) Basal, (F-U) seguimiento, ¥ Sacrificados el dia 45 del estudio, ¥ Sacrificados
el dia 50 del estudio. Cut off: 0.028
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