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RESUMEN

La neurocisticercosis (NCC) es una infeccion producida por el cisticerco de
Taenia solium cuando se posiciona en el sistema nervioso central (SNC), causando

epilepsia tardia en regiones endémicas como Latinoamérica, Asia y Africa.

En algunas enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis multiple, hay
una disminucion en la poblacién de oligodendrocitos (OLs) en el SNC, los cuales son
células encargadas de producir mielina para el recubrimiento axonal permitiendo que las
sefiales sean saltatorias. La disminucion de OLs, puede producir dafio axonal, no obstante,

esto se desconoce en Neurocisticercosis.

El objetivo del estudio fue evaluar la asociacion entre la densidad de
oligodendrocitos y el dafio axonal en el modelo de ratas con neurocisticercosis en

diferentes tiempos post infeccion.

Para ello, se utilizé tejidos de cerebros de ratas Holtzman que fueron infectados
por la via intracraneal con oncosferas activadas de T. solium y sacrificadas en 5 meses
post-infeccion (mpi) (un mes, un mes y medio, tres meses, seis meses y doce meses). La
cuantificacion de OLs e hinchazones axonales se realiz6 mediante inmunohistoquimica
usando los biomarcadores olig2 y NFP. Ademaés, se determino el porcentaje de OLs en
apoptosis mediante inmunofluorescencia indirecta doble usando los biomarcadores Olig2

y caspasa-3.

La poblacion de OLs en ratas con neurocisticercosis disminuyo significativamente
a partir del 6.0 mpi en materia blanca, especificamente en cuerpo calloso. Ademas, se
observo una asociacion entre la densidad de OLs y la formacion de hinchazones axonales
a partir de los 3.0 mpi. Por otro lado, se observé un pequefio porcentaje de OLs que entran
en apoptosis en ratas infectadas, sugiriendo que la disminucion de la densidad de OLs
podria deberse a otro tipo de muerte celular. Estos hallazgos proporcionan una base para

futuras investigaciones sobre la patologia en neurocisticercosis.

Palabras clave: Neurocisticercosis, oligodendrocitos, dafio axonal, apoptosis,

neurofilamento.



ABSTRACT

Neurocysticercosis is a parasitic infection caused by the larval stage of Taenia
solium when it is positioned in the central nervous system (CNS). This disease is the main
cause of epilepsy in endemic regions such as Latin America, Asia and Africa.

In some neurodegenerative diseases such as multiple sclerosis, there is a decrease
in the population of oligodendrocytes (OLs) in the CNS, which are cells responsible for
producing myelin to coat axons allowing signals to jump. Decrease in Ols may result in
axonal damage can occur; however, this is unknown in neurocysticercosis. Therefore, the
aim of the present study was to evaluate the association between oligodendrocyte density
and axonal damage in brain tissues from rats with Neurocysticercosis sacrificed at

different post-infection times.

For this purpose, 10-14 day old Holtzman rats were infected intracranially with
activated T. solium oncospheres and then sacrificed at 5 post-infection times (one month,
one and a half months, three months, six months and twelve months). Identification of
the number of oligodendrocytes and axonal swellings was performed by
immunohistochemistry. In addition, to determine the proportion of OLs in apoptosis,

double indirect immunofluorescence was performed.

The population of OLs showed a statistically significant decrease at sixth month
post-infection (mpi) in white matter, specifically in corpus callosum. No significant
differences were shown in gray matter. In addition, an indirect proportional association
between OLs and axonal swelling (axonal damage) was observed from 6 mpi onwards.
On the other hand, there is a small proportion of OLs that enter apoptosis in the presence
of the parasite. These findings provide a basis for future research on pathology in

neurocysticercosis.

Keywords: neurocysticercosis, oligodendrocytes, axonal damage, apoptosis,

neurofilament.



. INTRODUCCION

La Neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad parasitaria provocada por la
infeccion del cisticerco de Taenia solium cuando se instala en el sistema nervioso central
(SNC) (1). Esta enfermedad es endémica en regiones de Latinoamérica, Africa y Asia en
donde se crian cerdos en condiciones poco salubres, sin letrinas o un adecuado sistema
de desague, lo que permite que los cerdos tengan mayor facilidad en acceder a las heces

humanas que contienen los proglotidos gravides de Taenia solium (2,3).

Actualmente se sabe que la NCC causa dafio axonal y ha sido evidenciado en muestras
de tejido de cerebro humanos, de cerdos y de rata con NCC (4,5). No obstante, se
desconoce los factores implicados en este dafio axonal. Al comparar con la esclerosis
maultiple, una enfermedad neurodegenerativa, que presenta dafio axonal, se ha reportado
que hay una asociacion del dafio axonal con la disminucién en la densidad de
oligodendrocitos (OLs). Esto es debido a que la disminucion de la densidad de OLs causa
una disminucion en la produccion de mielina, lo que hace que los axones sean mas
susceptibles a ser dafiados por agentes neurotdxicos (6,7). En el caso de NCC no existen

estudios entre la poblacion de OLs y la asociacion con el dafio axonal.

La NCC es considerada una enfermedad cronica, debido a que los sintomas pueden
aparecer meses o afos después de que el cisticerco se ha posicionado en el cerebro (1). A
partir de ello, se encuentran diversos desafios para poder investigar a mayor profundidad
la enfermedad, por lo que el uso de modelos animales ha sido indispensable para ampliar

el conocimiento de la patologia (8). Sin embargo, ain hay ciertos vacios por estudiar.

Es por ello que en el presente estudio tiene como objetivo evaluar la densidad de OLs
y la asociacién que puede tener con el dafio axonal en un modelo de ratas con
neurocisticercosis en diferentes tiempos post-infeccion, por medio de las técnicas de
inmunohistoquimicas y de inmunofluorescencia. Este trabajo proporcionara informacion

importante sobre la patologia de la enfermedad y mecanismos subyacentes.



1.1. Marco Tedrico

1.1.1. Ciclo de vida de Taenia solium

Taenia solium es un parasito helminto perteneciente a la clase Cestoda (9). El ciclo
de vida incluye a dos hospederos: el ser humano como hospedero definitivo y el cerdo
como hospedero intermediario (Fig.1) (1,10,11), causandoles teniasis y cisticercosis

respectivamente.

La teniasis, enfermedad provocada por el estadio adulto del parasito, se adquiere por
el consumo de carne de cerdo mal cocida infectada con los cisticercos (estadio larval de
parasito) o quistes de Taenia solium. Estos cisticercos evaginan a nivel de intestino
delgado y el escolex se adhiere a la mucosa y asi se desarrolla hasta el estadio adulto
(1,112).

Por otro lado, la cisticercosis es la enfermedad provocada por el estadio larval o
cisticerco. El cerdo adquiere la cisticercosis al ingerir los huevos de Taenia solium
contenidos en las heces humanas provenientes de un individuo con teniasis. Estos
eclosionan en el intestino delgado y se libera el embridén hexacanto u oncosferas, las
cuales penetran la pared del intestino y llegan al torrente sanguineo donde se diseminan

a diferentes 6rganos del cuerpo para continuar su desarrollo hasta cisticercos (1,11,12).

La cisticercosis humana, al igual que el cerdo, se da cuando el hombre consume
accidentalmente huevos de T. solium a través de agua o alimentos contaminados con

huevos presentes en la materia fecal de individuos con teniasis.
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium.
Obtenido de Garcia et. al 2020.

1.1.2. Neurocisticercosis

1.1.2.1. Epidemiologia

La neurocisticercosis (NCC) es la infeccion causada por el estadio larval de T.
solium cuando se aloja a nivel del sistema nervioso central (SNC) (1). Esta enfermedad
es una de las principales causas de convulsiones y epilepsia adquirida en regiones
endémicas en diversos paises de Latinoamérica, Asia y Africa (Fig.2). (10,13,14). Sin
embargo, es considerada como una enfermedad desatendida segun la Organizacién
Mundial de la salud (OMS) (2).

Esta enfermedad se presenta principalmente en zonas con deficientes habitos de
saneamiento e higiene permitiendo que se dé el ciclo bioldgico (3). Las principales
deficiencias son: no contar con los servicios de matadero con la supervision de un
veterinario, la ausencia de letrinas, la defecacion al aire libre, la cria tradicional de cerdos

y suministro inadecuado de agua Yy falta de drenaje (3,15). Debido a la globalizacion, la



NCC ha incrementado en paises no endémicos debido a la migracion de individuos

infectados a regiones no endémicas (16,17).

Map 1 Endemicity of Taenia solium, 2022
Carte 1 Endémicité de Taenia solium, 2022

mm Endemic — Pays d'endémie ‘ - )
Bl Suspected endemic — Pays dans lesquels on suspecte une endémie
[ Non-endemic — Pays dans lesquels il n'y a pas d'endémie

3 Few pigs with risk factors — Pays ne comptant qu'un nombre limité de porcs £ Not applicable — Sans objet

présentant des facteurs de risque
B No data — Pas de données
£ No datalpossible ission in some ¢ ities — Pas de données ou transmissior

possible dans certaines communautés

Figura 2. Endemicidad de Taenia solium.
Organizacion Mundial de la Salud (2022)

1.1.2.2. Clasificacion de la neurocisticercosis segun la ubicacién del

cisticerco

La complejidad de la enfermedad varia dependiendo de diversos factores como la
cantidad y tamafio de los cisticercos, su ubicacion dentro del cerebro, viabilidad del

parasito y la respuesta inmune del hospedador (1,18).

Con respecto a la ubicacion del cisticerco, la NCC se clasifica en NCC

parenquimal o NCC extraparenquimal.



1.1.2.2.1. NCC parenquimal

En la NCC parenquimal, el cisticerco se encuentra ubicado en regiones que abarca
la materia gris y materia blanca, denominado parénquima cerebral. Las principales
manifestaciones clinicas son los cuadros de convulsiones y epilepsia (3), donde se ha
reportado que aproximadamente el 80% de casos de NCC sintométicos presentan
convulsiones recurrentes (1). Otros sintomas clinicos reportados en NCC parenquimal
son dolores de cabeza crénicos, déficit cognitivo y sintomas psiquiatricos (11,18). Sin
embargo, también se han reportado casos de NCC asintomaticos o sin respuesta clinica
confirmados por estudios de neuroimagenes. Esto puede ser por el nimero o localizacion
del parasito en el SNC, y/o, la respuesta inmune del hospedero. Ademas, el parasito

presenta mecanismos de evasion de la respuesta inmune del hospedero (1,18,19).

Los cisticercos pasan de un estado viable hasta una involucion, lo que genera un
aumento en los procesos de inflamacion local, provocando su degeneracion total (11).
Afios atras se creia que los sintomas mencionados anteriormente estaban asociados a la
degeneracidn del quiste, no obstante, se ha demostrado que estas manifestaciones clinicas
se presentan en cualquier estado de viabilidad del cisticerco (18).

El tratamiento mas utilizado para la NCC parenquimal es el uso de antiparasitarios
como el praziquantel y el albendazol (1). Sin embargo, estos medicamentos al causar la
muerte del parésito exacerban la respuesta inflamatoria empeorando la sintomatologia
neuroldgica de los pacientes o causando nuevas manifestaciones clinicas en ellos (1,11).
Es por ello que se recomienda el uso de corticoesteroides como la dexametasona para
contrarrestar o reducir estos efectos (11,20).

1.1.2.2.2. NCC extraparenquimal

En la NCC extraparenquimal, el cisticerco se ubica en los espacios subaracnoideos
o en los ventriculos (11). Este tipo de NCC es poco comun, pero de mayor severidad que
la NCC parenguimal, teniendo una peor prognosis (21). Tiene la mayor tasa de
mortalidad, siendo aproximadamente el 20% en pacientes que no reciben un tratamiento

optimo (1).



La NCC subaracnoidea es la mas compleja, ya que el parasito presenta una
proliferacion descontrolada de la membrana (22). A este tipo de cisticerco también se le
conoce como cisticerco racemoso, por tener la apariencia de un racimo de uvas (20,22).
La NCC ventricular puede provocar hidrocefalia si no se trata adecuadamente, ya que hay
una obstruccidn en el flujo del liquido cefalorraquideo (LCR). Ademaés, puede provocar
otros sintomas como nauseas, vomitos y dolor de cabeza. Cuando los cisticercos se ubican
en espacios extraparenquimales, pueden tener un efecto masa y pueden causar

hipertension intracraneal (21). (11)

1.1.2.3. Patologia

La respuesta inflamatoria es una caracteristica de la patofisiologia de la NCC (20).
En NCC existe una etapa asintomatica y otra sintomética. En el caso de la asintomatica,
muchas personas infectadas con el estadio larval del parasito pueden carecer de sintomas
por mucho tiempo, entre meses y afios (1,21). Esto se debe a que al parasito se le atribuye
la capacidad de evadir la respuesta inmune por parte del hospedero, por medio de
antigenos de Taenia solium, como el enmascaramiento de los antigenos del cisticerco por
las inmunoglobulinas del huésped y el bloqueo del sistema del complemento por medio

de antigenos liberados (21).

De acuerdo con las investigaciones de Garcia y colaboradores y Fleury y
colaboradores, la respuesta inmunoldgica esta relacionada al estado de viabilidad del
cisticerco (1,23). En la etapa vesicular, la reaccion inflamatoria alrededor del quiste es
leve, siendo constante a lo largo del tiempo, lo cual hace que sea una infeccion croénica.
También se ha reportado la presencia de una capsula inflamatoria formada por células
plasmaticas, linfocitos, macréfagos y eosindéfilos, asi como activacion de las células
gliales. Ademas, se observa alteracion de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica
(24). Por otro lado, al ser una inflamacidn crénica va a causar con el tiempo dafio neuronal
(hinchazdn axonal) (4,24). Cuando el cisticerco continta su desarrollo y pasa a la etapa
coloidal, el infiltrado inflamatorio tiene presencia de macréfagos y células T y se destaca
la respuesta inflamatoria de tipo Th1l mediada por linfocitos. Posteriormente, cuando los

quistes comienzan a degenerarse, las células mas abundantes en el infiltrado celular son



los linfocitos By T, las células plasméticas, macréfagos y mastocitos. Luego, el cisticerco
colapsa y las membranas junto con el escélex son reemplazados por un tejido fibrético.
Por ultimo, cuando el quiste se calcifica, en algunos casos, tiene poca inflamacion que

puede ser asociada con la ruptura de la barrera hematoencefalica (1,23).

1.1.2.4. Modelo animal en rata para la neurocisticercosis

A lo largo del tiempo, se ha intentado estudiar la patologia de la NCC con
diferentes modelos animales, ya que en humanos es dificil disponer muestras por la
ubicacion de los quistes y el lento desarrollo de la enfermedad (25). Hasta la fecha se han
empleado diversos modelos animales como cerdos, perros, gatos, ratones, ovejas y ratas
(26). Estos modelos, han permitido la comprension de la patologia en NCC y los procesos
involucrados con la infeccidn de cisticercos en el SNC, con el fin de poder elucidar la
patogénesis de la enfermedad y como esta se va desarrollando en el tiempo y asi poder

seguir estudiando nuevas terapias (8).

En el 2015, Verastegui y colaboradores desarrollaron un novedoso modelo animal
en ratas, en donde se realiza la infeccion con oncosferas de Taenia solium por la via
intracraneal (25). Ademas, reportan una patologia similar a la observada en la NCC
humana (4).

Gracias a este modelo se han realizado estudios histopatoldgicos observando
diversas manifestaciones o cambios que se presentan en el tejido cerebral por la presencia
del parasito. En primer lugar, se encontrd un infiltrado celular proximo al cisticerco
conformado por astrocitos reactivos y microglias activas y fagocitos (4). Este cambio
también ha sido reportado en modelos porcinos. Asimismo, se reportd la presencia de
hinchazon axonal formado por esferoides o varicosidades, las cuales fueron observadas
también en muestras de cerebro de cerdos y humanos (4). Posteriormente, en otro estudio
realizado por el mismo grupo de investigacion reportan una disrupcion en la barrera
hematoencefalica y angiogénesis (27). Estos resultados coinciden con el estudio realizado
en cerdos con NCC (28). Estas caracteristicas se han reportado también en otras

enfermedades neurodegenerativas como esclerosis multiple (29).



1.1.3. Oligodendraocitos

Los oligodendrocitos (OLs) son uno de los principales tipos de células gliales del
SNC, junto a las microglias y astrocitos, representando aproximadamente el 75% de este
tipo de células (30,31). Son los responsables de generar la mielina que recubre al axon y
de agrupar los canales de sodio en los espacios intermedios libres de mielina conocidos
como los nddulos de Ranvier, con el fin de que la sefial sinaptica sea més rapida (30-32).
Otras funciones de los OLs son: proveen soporte metabdlico y tréfico asegurando la union
del axdén y la mielina y aseguran la homeostasis ionica en el SNC, ya que amortiguan el

aumento de potasio extracelular y suministran lactato como fuente de energia (31,32).

Estas células son el Unico fenotipo celular maduro dentro del SNC adulto con una
poblacion de células progenitoras existente, generalizada y proliferativa conocidas como
las células precursoras de oligodendrocitos (OPC) (31). A partir de estas, los OLs se
diferencian en OLs inmaduros y maduros mielinizantes. (30). Especificamente, se ha
reportado que, en ratones, las OPC constituyen hasta el 9% de las células en la materia
blanca y el 3% en la materia gris (33). Los OLs estan presentes en mayor cantidad en la
materia blanca, especificamente en cuerpo calloso, donde también hay mayor presencia
de mielina (34). Asimismo, los OLs son mas numerosos entre las células gliales de la

materia blanca, que corresponde aproximadamente el 69% (35).

Los OLs tienden a disminuir en condiciones patoldgicas porque son células muy
vulnerables a dafios. Una de las principales razones es que los OLs tienen una capacidad
limitada para hacer frente al dafio oxidativo. Ademas, tienen una capacidad limitada para
hacer frente al estrés oxidativo por lo que cualquier estrés metabolico u oxidativo
sobrecarga a las células y provoca apoptosis (36). De igual manera, la presencia de
citoquinas inflamatorias también produce apoptosis en OLs; y, por ultimo, los OLs son

susceptibles de morir por la liberacion descontrolada de glutamato y ATP (36,37).
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1.1.4. Biomarcadores de oligodendrocitos, dafio axonal y apoptosis

El factor de transcripcion de Oligodendrocitos (Olig2) es un biomarcador dentro
de los factores de transcripcion que son los reguladores fundamentales en el desarrollo y
diferenciacion de los OLs y la mielinizacion (38,39). Los genes olig son necesarios y
suficientes para la generacion de oligodendrocitos y la mielinizacion (39). Tanto Oligl
como Olig2 tienen funciones parecidas, pero no se superponen en la proliferacion y
diferenciacién. Teniendo Oligl mayor importancia en la etapa posterior del desarrollo de
OLs, mientras que Olig2 es fundamental para el desarrollo del linaje de los OLs. Olig2 es
considerado como un biomarcador universal, ya que se expresa en cada etapa de
desarrollo de los OLs como en las OPC, OLs inmaduros y OLs maduros mielinizantes
(30,40).

Por otro lado, el neurofilamento es una proteina estructural ubicado en el
citoesqueleto de los axones, el cual es esencial para el crecimiento radial de los axones,
el mantenimiento y la velocidad de la conduccion nerviosa a lo largo de los axones (41).
Estda compuesto por cuatro subtipos de proteinas: ligeras, intermedias, pesadas y
internexina, las cuales se ensamblan entre ellas para poder formar filamentos que
proporcionan soporte estructural y estabilidad a los axones (41). Actualmente, dicha
proteina es usada como marcador para identificar el dafio axonal en diferentes
enfermedades neuroldgicas como la esclerosis multiple, el Alzheimer, esclerosis lateral
amiotréfica (ELA) y neurocisticercosis (4,42-44). En estas situaciones, los
neurofilamentos tienden a liberarse al liquido cefalorraquideo y al torrente sanguineo
(4,42). Asimismo, esta proteina se acumula en grandes cantidades dentro de los axones
proximales de las neuronas que son afectadas como consecuencia de una fosforilacion
aberrante (4,41). En el caso de la NCC, reportes previos han demostrado la presencia de
hinchazén o inflamacion axonal por la aparicion de esferoides y varicosidades, los cuales
se han visto en humanos, cerdos y el modelo animal de NCC en ratas (4,5). Sin embargo,
se desconoce si una posible disminucion de OLs estaria asociado al dafio axonal y la

desmielinizacion.

Por dltimo, la caspasa-3 es una enzima capaz de romper enlaces peptidicos de

proteinas por el lado carboxi-terminal (45). La principal funcion es la degradacion
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controlada de ciertas proteinas durante el proceso de muerte celular programada:
apoptosis. La caspasa-3 clivada es considerada un marcador de apoptosis general, ya que
esta proteasa es necesaria para muchos cambios morfoldgicos y bioquimicos asociados a
la apoptosis. (45,46). Anteriormente, se han realizado estudios donde evaluaron la
apoptosis de OLs en otras enfermedades como la esclerosis multiple, en donde afirman
que la apoptosis produce una desmielinizacion de los axones (47) o en una lesién en la

médula espinal por una administracion de glutamato (46).
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1.2. Planteamiento del problema

La NCC es una enfermedad causada por el estadio larval del helminto T. solium
cuando se alojaen el SNC, la cual es la principal causa de epilepsias adquirida en regiones
endémicas como Latinoamérica, Asia y Africa (1,2,11,18,19). Entre el 30 y 50% de casos
con epilepsia en zonas endémicas estan asociadas a la NCC (1,10,17).(10). Este hecho es
considerado un importante problema de salud publica, ya que la principal consecuencia

es la epilepsia adquirida (1,10,18).

Esta enfermedad es compleja, ya que la sintomatologia clinica puede aparecer
meses 0 afios después de que el parasito se haya posicionado en el SNC y en ocasiones,
los pacientes pueden ser asintomaticos (3). A pesar de los avances en su estudio, aun
existen importantes vacios en el conocimiento sobre su patologia. Al ser una enfermedad
crénica, presenta desafios para la investigacion, especialmente debido a la limitada
disponibilidad de muestras humanas. Es por ello que se utilizan modelos animales con el
fin de entender sus mecanismos patogénicos y evaluar la progresion de la enfermedad.
(1,11,28,48)

Una de las principales patologias en el cerebro de pacientes con NCC es el dafio
axonal, el cual se ha reportado en otras enfermedades asociadas a la desmielinizacion
como la esclerosis multiple (4,49). En estos estudios mencionan una posible relacién o
participacion de los OLs, ya que son las células encargadas de producir las vainas mielina
que envuelven a los axones, protegiendolos ante cualquier factor externo que pueda
causar algun dafio (30). Por lo mencionado es importante determinar si la poblacién de
OLs se ve afectado en la NCC, lo que podria estar causando una desmielinizacion de los

axones Yy estaria asociado al dafio axonal.

En la actualidad se desconoce si la presencia del parasito en el SNC causa una
disminucion en la poblacion de OLs y si esta disminucion esta asociada con el dafio
axonal. Asimismo, no existen estudios que evallen esta asociacion y la densidad de la
poblacion de OLs en la progresion de la NCC. Por tal razon, en este estudio se emple6
un modelo animal en ratas con NCC, de las cuales se obtuvo muestras de tejido cerebral
en diferentes tiempos post infeccion, para evaluar la densidad del linaje de OLs mediante

el marcador Olig2; también se evalud si el cambio en la densidad de OLs esté asociada
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con la presencia de esferoides axonales empleando el marcador de neurofilamento; y
finalmente se evalud si la disminucion de la densidad de OLs se debe a la apoptosis

empleando el marcador casp-3.

1.3. Justificacion

Estudios previos en otras enfermedades neurodegenerativas, como la esclerosis
multiple, han demostrado que la disminucion de la densidad de oligodendrocitos puede
provocar la desmielinizacién en los axones, haciendo que los axones sean mas
vulnerables desencadenando el dafio axonal (6,7). De igual mantera, se ha observado que
la pérdida de OLs ocurre principalmente a través de la apoptosis, un proceso de muerte
celular programada (50). Sin embargo, hasta la fecha no se conoce si la presencia del
cisticerco en el SNC causa una disminucion en la densidad de oligodendrocitos ni se ha
estudiado la posible asociacién con el dafio axonal. Es importante conocer si hay
asociacion entre ellos porque permitird obtener una vision mas detallada de la patologia
de la enfermedad y sus mecanismos. Este conocimiento serd importante para avanzar en

el entendimiento de la progresion de la enfermedad y de sus implicaciones en el tiempo.

14



1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipdtesis

La presencia del parasito en el cerebro de las ratas con NCC produce una disminucion de
la densidad de oligodendrocitos contribuyendo al dafio axonal en diferentes tiempos post-

infeccién.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general

Evaluar la densidad de oligodendrocitos y la asociacion con el dafio axonal en diferentes

tiempos post-infeccion en tejidos de cerebro de ratas con neurocisticercosis.

2.2.2. Obijetivos especificos

1. Comparar la densidad de Oligodendrocitos en tejido de cerebros de ratas segun la
ubicacion y el tipo de materia blanca y gris a lo largo del tiempo mediante la
inmunoreactividad a Olig2.

2. Determinar el nimero de hinchazones axonales a lo largo del tiempo en tejidos de
cerebros de ratas infectadas entre materia gris y materia blanca mediante la
inmunoreactividad a NFP con la técnica de inmunohistoguimica.

3. Determinar la asociacion entre la densidad de oligodendrocitos y la presencia de
hinchazones axonales en los diferentes tiempos post-infeccion.

4. ldentificar por inmunofluorescencia la presencia de oligodendrocitos en apoptosis

usando el marcador Caspasa-3 en los diferentes tiempos post-infeccion.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Investigacion de
Enfermedades Infecciosas (LIEI) y el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de
Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

3.2. Consideraciones éticas

Este estudio fue evaluado por el Comité Institucional de Etica para el uso de Animales
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia con cddigo SIDISI 208700. Para el presente
estudio se usaron los tejidos de cerebros post-mortem de ratas albinas de la linea
Holtzman, fijados en parafina que han sido almacenados en ldminas portaobjetos de un

proyecto madre con aprobacion ética codigo SIDISI 66826.

3.3. Obtencion de tejidos cerebrales

En el proyecto madre se emplearon los siguientes procedimientos:

3.3.1. Obtencidn y activacion de oncosferas de T. solium

Para la obtencion y activacion de las oncosferas de Taenia solium se uso el protocolo
estandarizado por Verastegui y colaboradores (9). Se recolectaron tenias adultas de T.
solium de pacientes recién diagnosticados con teniasis, de las cuales se obtuvieron las
proglétides gravidas por medio de tamizado y se realiz6 una homogenizacion suave en
agua para poder obtener los huevos. Los huevos fueron lavados tres veces en agua
destilada, y después se centrifugaron a 3500 rpm a temperatura ambiente por cinco
minutos. La eclosion de las oncosferas in vitro se realizd con el pellet obtenido en la

centrifugacion de los huevos junto con hipoclorito de sodio al 15% en agua. Las
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oncosferas se lavaron dos veces usando el medio RPMI. Posteriormente, las oncosferas
fueron activadas por medio de una incubacion a 37°C por 1 hora con liquido intestinal
artificial (1% de pancreatina, 0.2% de Na2CO3 y 1% de bilis real de cerdo, con medio
RPMI 1640 [pH 8.04]). Finalmente, las oncosferas se lavaron tres veces con el medio
RPMI y se contaron usando una cdmara de Neubauer. Se consideraron oncosferas

activadas aquellas que mostraban motilidad activa (9).

3.3.2. Infeccién intracraneal de ratas

Se infectaron a 60 ratas que tenian entre 10 a 14 dias de nacidas por medio de la
inoculacion intracraneal con oncosferas activadas (25), otras 18 fueron inoculadas con
solucion salina (animales control no infectados). Estas fueron anestesiadas previamente
con Ketamina y Xilacina. Se inocularon 120 oncosferas activadas en 50 pL de solucion

salina usando jeringas de tuberculina. La inoculacién se realiz6 en el bregma cerebral.

3.3.3. Procesamiento de las muestras

Las ratas fueron sacrificadas en cinco grupos con diferentes meses post infeccién: 1.0
(n=11), 1.5 (n=15), 3.0 (n=9), 6.0 (n=11) y 12.0 mpi (n=14), las cuales fueron
anestesiadas con Ketamina (100 mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg) para proceder con la
perfusion con 210 mL de buffer fosfato salino (PBS) 1X con pH 7.3. Luego se agregaron
aproximadamente 140 mL de paraformaldehido al 4% y se extrajeron los cerebros.

Los cerebros fueron fijados con paraformaldehido al 4% durante toda una noche vy,
posteriormente, fueron deshidratados en una bateria ascendiente de alcoholes y luego se
pasaron por una bateria de xilol para terminar siendo embebidos en parafina. Se realizaron
cortes de 3 um por medio de un micrétomo, los cuales fueron colocados en laminas
portaobjetos que fueron tratadas previamente con una solucion de poli-L-lisina. Las
ldminas fueron observadas al microscopio para confirmar la presencia del quiste y se

compararon con las laminas que tenian la tincion H&E del estudio previo.
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3.4. Procedimientos

3.4.1. Inmunohistoquimica

Las laminas utilizadas para el biomarcador Olig2 fueron desparafinadas colocandolas
en estufa a 60°C por 30 minutos, luego se pasaron por una bateria de Xilol por 3 minutos
en cada uno y una bateria decreciente de alcoholes para deshidratar las muestras. Para el
desenmascaramiento o también llamado revelacion de antigenos, las laminas fueron
sumergidas en un beaker de 1 L que contenia buffer citrato (citrato de sodio 10 mM,
tween 20 al 0.05%, pH 6.0) a 96°C por 30 minutos. Posteriormente, las laminas fueron
lavadas con PBS 1X, pH: 7.25 y se realizé el bloqueo de peroxidasas enddgenas con una
solucion de perdxido de hidrogeno al 3%, PBS 1X y metanol por 15 minutos. Luego, las
muestras fueron lavadas nuevamente con PBS 1X y se incubaron por una hora a
temperatura ambiente en una solucién de bloqueo de proteinas generales que estuvo
compuesta por 10% suero de conejo, 5% suero de caballo, 2.5% de albimina de suero
bovino (BSA) en PBS Triton X-100 al 0.05%. Para la incubacion del anticuerpo primario,
se lavaron las laminas con PBS 1X y se realizd una solucion que contenia 5% suero de
conejo, 5% suero de caballo en PBS Tritdn X-100 al 0.05% y se agregd el anticuerpo 1gG
de cabra anti—Olig2 (anexo 1) en una dilucion de 1/300, la cual se incubd en las laminas
toda la noche a 4°C en cadmaras himedas. Las muestras fueron lavadas en PBS 1X y
fueron incubadas con una solucion que contenia 5% suero de conejo, 5% suero de caballo
en PBS 1X y el anticuerpo secundario (IgG de conejo anti-lIgG de cabra en una dilucién
de 1/400, anexo 1) por una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron las
l&minas y se procedio a realizar la deteccion de la reaccion antigeno-anticuerpo, en donde
se uso el cromébgeno 3,3 diaminobenzidina (DAB) (Dako) y el enhancer, este Gltimo con
el fin de poder potencial el marcaje obtenido. Por ultimo, se hizo la contratincion con
hematoxilina, la deshidratacion con una bateria creciente de alcoholes y el montaje con
Entellan (MERCK) (detalle del protocolo en anexo 2).

En el caso de la inmunohistoquimica realizada para las muestras con el biomarcador
para neurofilamento NFP, la desparafinacion fue la misma que para las [&minas con Olig2.
El desenmascaramiento se realiz6 con citrato 10mM en coplins por 30 minutos. El
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blogueo de peroxidasas se llevé a cabo con 3% de perdxido de hidrogeno en PBS por 30
minutos y para la solucion de bloqueo de proteinas generales se us6 2% de BSA, 10% de
suero de caballo y 2% de leche, todo en PBS Triton X-100 al 0.05% a temperatura
ambiente por 1 hora. Posteriormente, el anticuerpo primario utilizado fue 1gG de cabra
anti-NFP (anexo 1) y fue incubado en una concentracion de 1:1000 junto con 5% de suero
de cabra en PBS Triton X-100 al 0.05%, toda la noche a 4°C y para el anticuerpo
secundario se uso 1gG de cabra anti-1gG de raton en una dilucién de 1/500 (anexo 1) con
5% de suero de cabra en PBS 1X, dejandolo incubar por 1 hora a temperatura ambiente.
El revelado, la contratincion y deshidratacion se realiz6 de la misma forma que para las

muestras de Olig2 (el protocolo a detalle se encuentra en el anexo 3).

3.4.2. Inmunofluorescencia indirecta

Las laminas fueron desparafinadas de la misma manera que la inmunohistoquimica
para Olig 2 y NFP. El desenmascaramiento se realiz6 con buffer citrato 10 mM a pH 6
por 30 minutos en un beacker a 96°C. Para la permeabilizacion de las membranas se
utiliz6 PBS Tritén X-100 al 0.01% por 10 minutos. Posteriormente, se lavaron las
muestras en PBS 1X pH: 7.25 y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente con la
solucién de blogueo de proteinas generales que contenia 2% de ovoalbimina y 2% de
BSA. Después se volvieron a lavar las ldminas con PBS 1X y se procedié a incubar la
solucion de anticuerpos primarios (IgG de cabra anti-Olig2 con una dilucion de 1/300 e
IgG de raton anti-Caspasa-3 a una dilucion de 1/100, anexo 1) junto con 1% de
ovoalbumina en PBS Tritén X-100 al 0.05% toda la noche a 4°C en camaras himedas.
Luego, las ldminas fueron lavadas en PBS 1X y se incubaron los anticuerpos secundarios
respectivos (anexo 1) con 2% de ovoalbimina y 2% de BSA en PBS 1X por 60 minutos
a temperatura ambiente cubriéndolos para evitar el contacto de la luz por los fluoréforos
usados. Por ultimo, se realizo el montaje de las laminas con DAPI y se sellaron los bordes

con esmalte (detalle del protocolo en anexo 4).
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3.4.3. Adquisicién, procesamiento y analisis de imagen

Las imagenes obtenidas por inmunohistoquimica fueron adquiridas con una
amplificacion de 200X por medio del microscopio Zeiss Axio Lab acoplado a una camara,
previa instalacién del software manualWSI. El software permitid hacer un escaneo
panoramico de los cerebros y asi reconocer las zonas requeridas para el anlisis alrededor

del cisticerco trabajadas posteriormente con el software Image J v.1.49.

Para los tejidos de cerebros infectados se selecciond el area alrededor del quiste hasta
una distancia de 500 um; mientras que, para 10s tejidos de cerebros no infectados, se
tomaron areas semejantes a las zonas donde estaban los quistes en los cerebros infectados.
Para delimitar las zonas alrededor del cisticerco, es decir materia blanca, materia gris y
cuerpo calloso, se utilizo el Atlas Cerebral Escalable de ratas
(https://scalablebrainatlas.incf.org/rat/PLCJB14).

Para cuantificar la cantidad de OLs inmunoreactivos a Olig2 se usé la herramienta
“Color deconvolution”, con la opcion para muestras hechas con hematoxilina (H) y DAB
y se usé la imagen de color marron correspondiente al DAB y fueron convertidas a color
binario (es decir, blanco y negro, donde el color negro representa la presencia de DAB).
Posteriormente, se utilizd la herramienta analisis de particulas, la cual hizo un conteo de
la inmunoreactividad previa configuracion y se obtuvo el conteo de los puntos de color

negro que representan a los OLSs.

En el caso de los esferoides y varicosidades inmunoreactivos a NFP, se empleé la
herramienta “cell counter” o contador de células, el cual permitié poder marcar cada
acumulo observado. Cabe resaltar que el analisis se realiz6 en una distancia de 500 pum
del cisticerco y en zonas de materia blanca cerca al cisticerco y zonas de materia gris que

estan préximas al cisticerco y a la materia blanca evaluada.

Para la cuantificacion de la inmunofluorescencia se utiliz6 la herramienta “cell
counter” para marcar los olig2 (verde), la caspasa-3 (rojo) y la colocalizacién (amarillo).

Se obtuvo el porcentaje de oligodendrocitos que entran en apoptosis.
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En ambos casos, para obtener el nimero de células por mm?, se uso el conteo de
células y el area de las zonas que estan en um?, por lo que se procedié a realizar la

conversion a mm2.

3.5. Analisis estadisticos

Los datos fueron colectados por el programa Image J y ordenados en Microsoft Excel.
Posteriormente, los datos se analizaron con el programa Stata 14 y los graficos se
realizaron con el programa Prism Graphpad version 9. Para evaluar si existen diferencias
entre las ratas no infectadas e infectadas a través del tiempo se realizé la prueba Kruskal
Wallis. Asimismo, se utilizo la prueba no paramétrica Wilcoxon para poder evaluar si hay
diferencias significativas en cada tiempo post-infeccion entre no infectados e infectados.
Por Gltimo, se utilizé la prueba de Spearman para evaluar si existe asociacion entre la
densidad de oligodendrocitos y las hinchazones axonales. Se consideré un nivel de

significancia de 0.05.
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IV. RESULTADOS

4.1. Descripcion de la muestra

Para el presente estudio se utilizaron 60 cerebros de ratas infectadas y 18 cerebros de
ratas sanas como controles. Se identificaron 71 cisticercos viables, 42 en el parénquima
cerebral (P), y 29 en las meninges (M). La distribucion de quistes por ubicacién y tiempo

post-infeccion se encuentra en la Tabla N°1.

Tabla 1. Distribucion de quistes por ubicacion en el cerebro de ratas en los diferentes

tiempos post-infeccion.

Meses post- #Cerebros Cisticercos Cisticercos Total #cerebros
infeccion (mpi) no parenquimales meningeales infectados

infectados  #cerebros infectados  #cerebros infectados (#cisticercos)

(#cisticercos) (#cisticercos)
1.0 2 7(7) 4 (4) 11 (11)
15 3 9 (9) 6 (6) 15 (15)
3.0 3 6 (8) 3(4) 9(12)
6.0 4 6 (7) 5(7) 11 (14)
12.0 6 8 (11) 6 (8) 14 (19)
Total 18 (42) (29) 60 (71)

4.2. Densidad y distribucién de oligodendrocitos

Se evalud el linaje de OLs por medio del biomarcador Olig2 mediante la técnica de
inmunohistoquimica. Tanto para los cerebros infectados como para los no infectados se
pudo observar una distribucién heterogénea en todo el cerebro, sin embargo, en el cuerpo
calloso se encontrd mayor cantidad de OLs inmunoreactivos a Olig2 a diferencia de otras
zonas del cerebro. Asimismo, se observo la misma morfologia de OLs en cerebros de
ratas sanas e infectadas, observando circunferencias pequefias que pueden medir desde

10 um (Figura 3).
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Figura 3. Inmunoreactividad de Olig2 en cerebros de ratas.

Corte de cerebro de rata no infectada de 1.0 mpi. A: Corte coronal de un cerebro de rata no infectada. B: Cuerpo calloso. C: Corteza. D:
Hipotalamo. E: Talamo. Flechas rojas: OLs inmunoreactivos a Olig2. Barra de escala: 50 pm.
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Al evaluar la densidad de OLs alrededor de todo el cisticerco, sin considerar si las
zonas analizadas estan en materia blanca o materia gris, se pudo apreciar que no existe
diferencias estadisticamente significativas entre los cerebros con cisticercos
parenquimales o meningeales respecto a los cerebros no infectados (Tabla 2). En la figura
4 se puede apreciar que la cantidad de OLs alrededor del cisticerco tiende a disminuir
conforme pasa el tiempo luego de la infeccion. No se apreciaron diferencias significativas

a lo largo del tiempo en los cisticercos parenquimales y meningeales.

800 -~ No infectado
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- -
- ® -
s o~ 600 - T -+ (Cisticercos Meningiales
2 =
- -
-~ =
° 2
= Z 400+
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Figura 4. Cuantificacion de Oligodendrocitos (célulassmm?) alrededor del cisticerco
segun su ubicacion (cisticerco parenquimal y cisticerco meningeal).
(*) p value<0.05. MediatSEM.

Tabla 2. Comparacion de la densidad de Oligodendrocitos segun la ubicacién del

cisticerco en cada tiempo post-infeccion

pos tI}iIJf::cScidn No infectado Parenquimal Meningeal pvalue* pvaluet  p value®
op &) (@ ()
1.0 319 (2) 385.14 (7 463.25 (4 1.0000 0.6878 0.3286
15 36333 (3) 312 (%) 22517 (6) 0.6805 0.3308 0.0426
3.0 33933 (3) 333.75 (8) 342 (4) 1.0000 1.0000 1.0000
6.0 398 (4 27486 (T) 279(7) 1.0000 1.0000 1.0000
12.0 393.67 (6) 342.09 (11) 290 (8) 0.3378 0.1313 0.7627

La tabla 2 representa al promedio del conteo de oligodendrocitos por mm2. Prueba no
paramétrica Kruskall Wallis para la evaluacion de la cantidad OLs en ratas con NCC entre
no infectados, cisticercos parenquimales y cisticercos meningiales por cada tiempo post-
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infeccidn. *: representa los valores de p value obtenidos cuando se compararon a los no
infectados con los cisticercos parenquimales. *: representa los valores de p value

obtenidos cuando se compararon a los no infectados con los cisticercos meningeales. “:
representa los valores de p value obtenidos cuando se compararon a los cisticercos
parenquimales con los cisticercos meningeales.

Por otro lado, al evaluar la cantidad total de OLs alrededor del quiste por cada tiempo
post infeccidn, se observd una diferencia estadisticamente significativa a los 1.5 mpi en
los cisticercos parenquimales respecto a los cisticercos meningeales (Tabla 2). Sin
embargo, en los demas tiempos post infeccion no hubo diferencias significativas entre los
cerebros no infectados con aquellos que tuvieron cisticercos parenquimales o cisticercos

meningeales.

Posteriormente, se cuantific6 la cantidad de oligodendrocitos en cisticercos
parenquimales teniendo en cuenta si la zona evaluada es materia blanca o materia gris. Se
observ6 que, en materia gris, tanto en infectados como en no infectados se ve un ligero
aumento desde a los 3.0 mpi hasta los 12.0 mpi, llegando aproximadamente a 400
células/mm?. Sin embargo, no se observo diferencias estadisticamente significativas. En
el caso del area evaluada de materia blanca, a partir de los 1.5 mpi comienza a
evidenciarse una tendencia a disminuir la densidad de OLs en cerebros infectados
respecto a los no infectados (Figura 5). A los 6.0 mpi y 12.0 mpi existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tejidos de ratas no infectadas e infectadas (Tabla
3). Al comparar los cerebros infectados y los no infectados entre los diferentes tiempos
post-infeccion, se pudo apreciar una diferencia estadisticamente significativa entre el 1.0

mpiyel 6.0y 12.0 mpi (p=0.0162 y p=0.0067, respectivamente).
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Figura 5. Cuantificacion de Oligodendrocitos (células/mm?) en materia blanca y materia
gris en diferentes tiempos post-infeccion.
(*) p value<0.05. Media+SEM.

Tabla 3. Comparacion de la densidad de Oligodendrocitos entre no infectados e

infectados en materia blanca y materia gris

Meses Materia Gris Materia Blanca
post- No * T
. .. . Infectado p value* [Noinfectade Infectado p valuet
infeccion infectado () (n) (n)
(mpi) @
1.0 306 (2) 35073 (7 05337 13565 (2) 1240 (6) 0.6015

15 26633 (3) 296.87(9) 0.7671 105833 (3) 987.67(6) 0.6056
3.0 23967 (3) 24433(8) 10000 90533 (3) 701.14(7) 0.5688
6.0 25825(4) 24393(7) 09154 1259 (4) 641(4)  0.0105
12.0 382.5(6) 307.06 (11) 02432 1217 (6) 659 (8)  0.0034

La tabla 4 representa al promedio del conteo de oligodendrocitos por mm2. Prueba no
paramétrica de Wilcoxon para la evaluacion de la cantidad OLs entre no infectados e
infectados segun zona analizada (materia blanca y materia gris). *: representa los valores
de P value obtenidos cuando se compararon a los tejidos no infectados con los infectados

en materia gris. *: representa los valores de P value obtenidos cuando se compararon a
los tejidos no infectados con los infectados en materia blanca.

4.3. Densidad de Oligodendrocitos en materia blanca

Se analiz6 la densidad de OLs en la materia blanca, especificamente el cuerpo calloso,
ya que en los resultados previos se observd mayor inmunoreactividad de Olig2 tanto en
cerebros infectados y no infectados. En la figura 6, se puede apreciar que la morfologia
de OLs en el cuerpo calloso es la misma que en otras zonas del cerebro, pero tienen una
distribucion distinta. Especificamente, en esta zona, los OLs en los cerebros de ratas no
infectados se juntan en forma de cadenas. En el caso de los cerebros infectados no se ve
la misma frecuencia de los OLs en forma de cadena. Ademas, se observa que la cantidad

de OLs va variando de acuerdo con tiempo post-infeccion.

Al realizar la cuantificacion se pudo observar que en los cerebros no infectados tienen
una disminucion de OLs hasta el tiempo 3.0 mpi, observandose un incremento de OLs

hasta los 6.0 mpi, manteniéndose constante hasta los 12 mpi (Figura 7). En el caso de los
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Figura 6. Inmunoreactividad de oligodendrocitos en cuerpo calloso en diferentes tiempos post-infeccion.

C: cisticerco. Flechas rojas: oligodendrocitos en cadenas. Barra de escala: 50 um.
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cerebros infectados se ve una pérdida de oligodendrocitos a partir de los 1.5 mpi hasta los
6.0 mpi y luego, se mantiene hasta los 12.0 mpi, observandose una diferencia
estadisticamente significativa a los 6.0 y 12.0 mpi se observaron diferencias
estadisticamente significativas respecto a las ratas no infectadas (Tabla 4). A lo largo del
tiempo, se aprecia diferencias estadisticamente significativas en las ratas de 1 mpi con las
de 3.0, 6.0 y 12.0 mpi y las de 1.5 mpi con las de 6.0 mpi y 12.0 mpi (Tabla 5).
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Figura 7. Cuantificacion de Oligodendrocitos (célulassmm?) en cuerpo calloso en

diferentes tiempos post-infeccion.
(*) p value<0.05. MediaxSEM.

Tabla 4. Comparacion de la densidad de Oligodendrocitos entre no infectados e

infectados en cuerpo calloso en cada tiempo post-infeccion

Meses

post-infeccion (mpi) T C nfectado@)  Infectado)  pvalwe
1.0 135650 1384406 10000
15 1058.33 (3) 1004.33 (6) 0.7963
3.0 905.33 (3) 74217 (7) 0.8815
6.0 1250 (4) 641 (4) 0.0105
12.0 1217 (6) 691.5 (8) 0.0067

La tabla 4 representa al promedio del conteo de oligodendrocitos por mm?2. Prueba no
paramétrica de Wilcoxon para la evaluacion de la cantidad OLs entre no infectados e
infectados en cuerpo calloso.
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Tabla 5. Comparacion de la densidad de Oligodendrocitos en cuerpo calloso segun el

tiempo de infeccién

p value
Meses post- No Infectado Infectado
__infeccién (mpi)
1.0vs. 1.5 0.1157 0.0606
1.0vs. 3.0 0.0218 0.0050
1.0 vs. 6.0 0.3327 0.0005
1.0vs. 12.0 0.2578 0.0006
1.5vs. 3.0 0.1794 0.1402
1.5 vs. 6.0 0.1736 0.0352
1.5vs. 12,0 02134 0.0481
3.0 vs. 6.0 0.0274 0.2326
3.0 vs. 12.0 0.0318 0.3053
6.0 vs. 12.0 0.4045 0.3930

Prueba no paramétrica Kruskall Wallis para la evaluacién de OLs en cuerpo calloso segun
el tiempo post-infeccion en ratas no infectadas e infectadas.

4.5 Asociacion entre la densidad de oligodendrocitos (Olig 2) y el dafio axonal
(NFP)

Para evaluar si existe una asociacion entre la densidad de oligodendrocitos y el dafio
axonal en Neurocisticercosis, se evaludé la relacion entre la cantidad de OLs
inmunoreactivos a Olig2 y el conteo de hinchazones axonales (esferoides y
varicosidades), producidos por la acumulacién de la proteina de neurofilamento,

inmunoreactivas al biomarcador Neurofilamento (NFP).

En tejidos de cerebros de ratas no infectadas se observo la inmunoreactividad del
marcador en forma de fibras, lo cual es caracteristico del biomarcador en muestras
controles. Por otro lado, en los tejidos infectados se evaluaron aquellos que tenian
cisticercos parenquimales ubicados cerca al cuerpo calloso. A partir de los 3.0 mpi las
hinchazones axonales en materia gris (Figura 8). Para los 6.0 y 12.0 mpi se observo un
aumento en las hinchazones axonales, tanto en materia blanca como en materia gris. Sin
embargo, en materia blanca el dafio axonal es menor que en materia gris, obteniéndose

una diferencia estadisticamente significativa a los 12.0 mpi (Figura 9, tabla 6).

A partir de los resultados encontrados se observd que la densidad de oligodendrocitos

disminuye hasta los 6.0 mpi, manteniéndose constante hasta los 12.0 mpi. En cambio, en
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Figura 8. Inmunoreactividad a Neurofilamento.

A. Corte coronal de cerebro de rata no infectada de 1.0 mpi inmunoreactivo a neurofilamento. B. Inmunoreactividad de NFP en un tejido de
cerebro de ratas no infectada y en tejido de cerebro de ratas infectadas en diferentes tiempos post-infeccion. C: cisticerco. Flechas rojas:
hinchazones axonales. Barra de escala: 100 um

30



las hinchazones axonales, tanto en materia gris como en materia blanca, aumentan a partir
de los 3.0 mpi tal como se observa en la figura 10. Sin embargo, al realizar la prueba de

Spearman no se encontr6 una asociacion significativa (p=0.9283 con un p de -0.0215).
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Figura 9. Cuantificacion del dafio axonal por medio de las hinchazones axonales a traves
del tiempo en materia blanca y materia gris. (*) p value<0.05. MediatzSEM.

Tabla 6. Comparacion de la cantidad de hinchazones axonales entre materia blanca y

materia gris en cada tiempo post-infeccion

post infescion (mpy Materingris @  Materisblanca ) pvalie
1.0 0 (6) 0 (6) 1.0000
1.5 0(5) 0(5) 1.0000
3.0 3.71(7) 0.72(7) 0.2300
6.0 104.01 (4) 9.82 (4) 0.0907
12.0 8561(N 21981 (7 0.0333

La tabla 6 representa el promedio del conteo de hinchazones axonales por mm?. Prueba
no paramétrica de Wilcoxon para la evaluacion de la cantidad de hinchazones axonales
entre materia blanca y materia gris en cada tiempo post-infeccion.
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Figura 10. Asociacion entre el conteo de Oligodendrocitos inmunoreactivos a Olig2 y el

conteo de hinchazones axonales reactivos a Neurofilamento. MediazSEM.

4.6 Densidad de oligodendrocitos que estan en apoptosis

Para poder evaluar si esta disminucién en la densidad de OLs es debido a que las
células entran a una muerte programada por apoptosis, se realizd una

inmunofluorescencia indirecta doble, utilizando el marcador Olig2 y Caspasa-3.

Se observé que la colocalizacion entre ambos biomarcadores fue minima en cerebro
de ratas infectadas (figura 11), donde Olig2 esta marcado de color verde, Caspasa-3 de
color rojo y la colocalizacion es de color amarillo. El analisis estadistico no es
significativo por lo que solo se aprecia que los OLs que pasan por apoptosis tienden a
aumentar en el tiempo. A los 12.0 mpi se muestra 10% de OLs en apoptosis en cerebros

infectados, mientras que en los no infectados es menor de 5% (Tabla 7).

Por otro lado, en el caso de los cerebros no infectados, no se aprecié la presencia de OLs
en apoptosis en los primeros tres meses post- infeccion. A partir de los 6.0 mpi se vio una
tendencia a aumentar la cantidad de OLs en apoptosis, mas no fue significativo al realizar

el estadistico (Figura 12).
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Figura 11. Inmunofluorescencia doble de Olig2 y Caspasa-3 en un cerebro de rata con NCC. Olig2: verde. Caspasa-3: rojo. Barra de escala:
100 pm.
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Figura 12. Porcentaje de OLs que mueren por apoptosis.
MediatzSEM.

Tabla 7. Comparacion de la cantidad oligodendrocitos en apoptosis entre no infectados

e infectados en cada tiempo post-infeccion

postinfeceion (mpp) Nomfectado @) Infectado@)  pualue
1.0 02 0(2) 01025
1.5 0(2) 724 (2) 0.1025
3.0 234(2) 8.60 (2) 0.0833
6.0 1.81(2) 8.54 (2) 0.1213
12.0 1.60(2) 11.21(2) 0.1213

La tabla 7 representa al promedio de oligodendrocitos en apoptosis. Prueba no

paramétrica de Wilcoxon para la evaluacion de la cantidad OLs entre no infectados e
infectados en cuerpo calloso.
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V. DISCUSION

En el presente estudio se evalud por primera vez si la Neurocisticercosis afecta la
densidad o nimero de oligodendrocitos usando el modelo animal de NCC en ratas. Se
observd que la presencia del cisticerco en el cerebro de ratas infectadas
experimentalmente con oncosferas de T. solium produce una disminucién en la densidad

de OLs sobre todo en materia blanca.

Respecto a la morfologia encontrada en el presente estudio, solo se pudo apreciar el
nacleo de los OLs de forma circular tanto en inmunohistoquimica como en
inmunofluorescencia, ya que Olig2 es un biomarcador nuclear (51). No obstante, de
acuerdo con Osanai y colaboradores, existen cuatro tipos de morfologias de los
oligodendrocitos maduros, pero no se pueden diferenciar por inmunotinciones (52). De
igual manera, en el cuerpo calloso de las ratas no infectadas, los OLs se presentan de
forma continua, formando cadenas, lo cual coincide con lo reportado por Osanai (52). Sin
embargo, en el caso de las ratas infectadas se pierde levemente la distribucién

mencionada.

En este estudio se encontro que la densidad de OLs cuantificada alrededor de todo el
cisticerco, no tiene diferencias significativas entre los cerebros con cisticercos
parenquimales y meningeales respecto a los no infectados, sin tomar en cuenta si es
materia blanca o materia gris. Sin embargo, en el grupo control sano, se aprecia una
tendencia a disminuir los oligodendrocitos en los primeros tres meses y luego aumentan
para mantenerse en el tiempo, a diferencia de los cerebros infectados, en el cual se observa
una disminucién de OLs hasta 6.0 meses post-infeccion y luego se mantiene el nimero
de OLs en el tiempo. De acuerdo con el estudio de Werkman y colaboradores, los OLs se
muestran distribuidos de forma heterogénea en todo el cerebro y son los mas numerosos
entre las células gliales en la materia blanca, representando el 69% de células (35).
Especificamente, se encuentra mayor poblacion de estas células en el cuerpo calloso (34).
Esto se vio reflejado en la presente investigacion, ya que se apreci6 una distribucion de
OLs heterogénea en el cerebro de ratas infectadas y no infectadas, pero con mayor nimero

de estas células en el cuerpo calloso.

Al no observar diferencias estadisticamente significativas en el nimero de OLSs totales

alrededor del cisticerco, se dividio el area del tejido que rodea al cisticerco en materia
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blanca y materia gris, del tejido proximo al cisticerco. Los resultados obtenidos
confirman lo que se ha reportado previamente y en este estudio se aprecia una clara
diferencia en la cantidad de OLs en materia blanca, teniendo minimo 500 células/mm?,
mientras que en la materia gris la cantidad maxima es de 500 células/mm?. Observandose
una diferencia estadisticamente significativa en el nimero de OLs de materia blanca entre

cerebros con cisticercos y cerebros controles sanos.

Asimismo, en la materia blanca se puede observar una disminucién significativa a
partir de los 6 mpi en los cerebros de ratas infectadas, mientras que en los no infectados
hay una disminucion en los primeros 3.0 mpi, pero vuelve a aumentar y mantenerse hasta
los 12.0 mpi. En la materia gris el nimero de OLs no presenta diferencias entre cerebros
infectados y no infectados.

De acuerdo con Werkman, las células precursoras de oligodendrocitos (OPC por sus
siglas en inglés) constan del 8% del linaje de OLs en el cuerpo calloso, aproximadamente
120 células/mm? (35), lo cual puede ser una posible razon de apreciar hay mayor cantidad
de apreciar hay mayor cantidad de OLs en esta zona. Asimismo, afirman que el porcentaje
de las OPC en la materia blanca disminuye en gran medida después del dia 16 posnatal
y, posteriormente, la proporcion de OPC que prolifera permanece relativamente estable
que permite la reparacion de dafios (35,53), por lo que esto podria ser una explicacién a
la disminucién de OLs en los primeros meses post infeccion en ratas controles o no
infectadas y ratas con NCC. Sin embargo, no se puede confirmar lo mencionado, ya que
el factor de transcripcion de oligodendrocitos (Olig2) es considerado un biomarcador
universal, ya que se observa inmunoreactividad en todas las etapas de formacion de los
OLs (las OPC, OLs inmaduros y OLs maduros o mielinizantes) (54). Con el uso de
biomarcadores mas especificos para cada etapa de los OLs, como PDGFR-a para las
OPC, O4 para OLs inmaduros y CC1 para OLs mielinizantes, se podria evaluar a detalle

lo mencionado (30,54).

En un estudio realizado por Knowles y colaboradores, han asociado la presencia de
epilepsia con un aumento en la densidad de OLs, especificamente de OPC y una
mielinizacion mal adaptativa, es decir que aumenta en cantidad (55). Sin embargo, en
NCC como se ha podido ver en el presente estudio, al igual que en otras enfermedades
neurodegenerativas, que la densidad de OLs totales disminuye, considerando todo el
linaje de OLs, y también se presenta una disminucion de mielina (49,55). No obstante,

36



junto con la investigacion de Wekman, coincide que podria haber un aumento de las OPC
con el fin de generar mas OLs, por lo que se reitera que seria importante realizar una

evaluacion de la densidad de OLs de acuerdo con la etapa de desarrollo de la célula.

Posteriormente, se evaluaron exclusivamente los cisticercos parenquimales que tienen
proximidad con el cuerpo calloso, ya que se ha evaluado en otros estudios que, en esa
zona, los OLs son los principalmente afectados al haber un dafio o lesion cerebral y por
ser la zona con mayor cantidad de OLs como se mencioné anteriormente (35,55). En una
investigacion de Dent y colaboradores, evaluaron la densidad de OLs en el cuerpo calloso
después de una lesion hasta los 3.0 mpi y encontraron que hay una pérdida significativa
de OLs (37), lo cual se puede evidenciar también en el presente estudio. En los cerebros
de ratas no infectadas, la poblacion de OLs es entre 1000 y 1500 células/mm?, en materia
blanca, observandose en los tres primeros meses una disminucién del nimero de OLs,
pero a partir del 3.0 mpi se incrementa el nidmero de OLs, hasta el sexto mes,
manteniéndose constante hasta 12.0 mpi. En el caso de los cerebros que tienen NCC, hay
una disminucion de OLs hasta 6.0 mpi, manteniéndose constante hasta 12.0 mpi.

Por otro lado, se ha reportado dafio axonal en el tejido de cerebro que rodea al
cisticerco en humanos y ratas con NCC, observandose por medio de la acumulacion de
neurofilamento en los axones formando las hinchazones axonales (4). Asimismo, otro
grupo de investigacion evalué sobre esta acumulacion de neurofilamento en cerdos y se
reportaron que estos acimulos no se observan en lesiones tempranas, sino en tardias (5).
Al comparar la cantidad de OLs con la cantidad de hinchazones axonales en todos los
tiempos evaluados, se observo gue existe una relacion inversamente proporcional, donde
los OLs disminuyen en el tiempo mientras que las hinchazones axonales comienzan a
aparecer a partir del 3.0 y aumenta a los 6.0 y 12.0 mpi. Sin embargo, la asociacion no es
significativa (p=0.9283 y p=-0.0215). Se recomienda aumentar el tamafio muestral para
obtener una confirmacién estadistica mas robusta para confirmar los datos obtenidos
(figura 10).

En otro estudio realizado por Castillo y colaboradores en un modelo de ratas con
NCC, observaron que hay una gran cantidad de hinchazones axonales en materia gris y
casi nula en la materia blanca (56). Sin embargo, dicha investigacion se realizé en ratas

sacrificadas a los 4.0 mpi. En el presente estudio se ha podido apreciar que el nimero de
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hinchazones axonales en materia blanca tambien va a aumentando conforme va

avanzando la enfermedad, a pesar de que el cisticerco siga siendo viable (57).

Por altimo, se evaluo si la cantidad de OLs que disminuye como hemos visto en los
resultados anteriores, es provocado por la muerte celular programada llamada apoptosis.
En diversos estudios, se ha evidenciado que la mayor cantidad de OLs que mueren, ya
sea de forma natural o por alguna lesién en el cerebro, tomando la ruta de la apoptosis
(50). Es por ello se realizé una inmunofluorescencia doble de Olig2 con Caspasa-3,
encontrandose bajas proporciones de OLs ubicados en el cuerpo calloso en apoptosis.
Esto indica que los oligodendrocitos no mueren necesariamente por apoptosis, pueden
tomar otras vias de muerte celular programada, como la piroptosis o necroptosis (59). En
un estudio se report6 que los OLs presentan mayor inmunoreactividad de Gasdermina D

(biomarcador de piroptosis) en el cuerpo calloso (59).

Los OLs son vulnerables a diferentes estimulos como la excitotoxicidad, el estrés
oxidativo y la inflamacion que desencadenan la muerte celular programada por apoptosis
(36,37). En el caso de la excitotoxicidad, los OLs tienen diferentes receptores como el
AMPA o NMDA que los hacen vulnerables a la toxicidad del glutamato,
predisponiéndolos a una muerte celular (60). Por otro lado, los OLs se exponen a
citoquinas inflamatorias que pueden inducir la apoptosis como el factor de necrosis
tumoral o o el interferon gamma (IFNy) (61,62). En un estudio realizado por Carmen y
colaboradores, se evaluaron citoquinas inflamatorias en el modelo de ratas con NCC a los

4.0 mpi y se observd una sobreexpresion de IFN-y, TNF-a, IL-1a, IL-1B e IL-6 (58).

En el presente estudio se ha podido evidenciar que la densidad de OLs en ratas con
NCC presenta diferencias con los cerebros no infectados a partir del tercer mes post-
infeccion en materia blanca. De acuerdo con Chile y colaboradores, el parasito cambia la
expresion de proteina conforme se va desarrollando de oncosfera, postoncosfera y
cisticerco, por lo que podria asociarse a la modulacion de la respuesta inmune del

hospedero, lo cual podria afectar en la proliferacion de los OLs. (12).

Por otro lado, se sabe que la pérdida de oligodendrocitos contribuye a la patogénesis
de algunas enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis multiple (EM) (63). La
esclerosis maltiple es una de las enfermedades desmielinizantes mejor caracterizadas del

SNC. Se ha visto en un estudio con ratones que aquellos que carecen de la proteina
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proteolopidica 1 (PLP1) desarrollan hinchazones axonales que conducen a la

degeneracion axonal y una deficiencia en el transporte axonal (31).

En NCC, las principales patologias neurolégicas se observan en la materia gris, no
obstante, también hay efectos en la materia blanca, tal como se ha podido apreciar en el
presente estudio. En el caso de la esclerosis multiple, los dafios se ven en mayor
proporcion en materia blanca que en materia gris. Sin embargo, en otra enfermedad
neurodegenerativa como es el Alzheimer, la mayoria de las patologias se encuentra como
la NCC, en la materia gris, pero también se presentan alteraciones en la materia blanca.
(64). Se ha reportado que la disfuncion de los OLs mediada por la proteina beta-amiloide
y la degradacion de mielina pueden deberse a la neuroinflamacion y por la formacién de
ovillos neurofibrilares a través de la inflamacién y el estrés oxidativo (65,66). Por medio
de este estudio, se ha observado que en NCC los dafios son menos severos que en la
esclerosis multiple, ademas que estos dafios se ven en mayor proporcion en materia gris

que en materia blanca.

Gracias al presente estudio se ha podido comprender el rol de los OLs en la patologia
de laNCC. Ademas, la presente puede ser considerada como punto de partida para futuras
investigaciones, tal es el caso del estudio de los OLs con biomarcadores mas especificos
para cada etapa de maduracion de estas células. Asimismo, seria importante evaluar otras

vias de muerte celular programada que podrian estar afectando a los OLs en la NCC.
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VI.

VII.

CONCLUSIONES

La densidad de oligodendrocitos en materia blanca disminuye a partir de los 3.0
mpi, observandose una diferencia significativa en los tiempos de 6.0 y 12.0 meses
post-infeccion.

El nimero de hinchazones axonales en materia blanca es menor que en materia
gris. En materia blanca comienza a presentar el dafio axonal a partir de los 6.0
mpi.

No existe asociacion estadistica entre la densidad de OLs y el dafio axonal, pero
se evidencia una tendencia a la disminucion de OLs y el aumento de dafio axonal.
El porcentaje de OLs con muerte celular programada por apoptosis es bajo,
sugiriendo que la disminucién de la densidad de OLs podria deberse a otro tipo

de muerte celular.

LIMITACIONES

No se uso la via de infeccion oral como sucede en la NCC humana.

El modelo animal de rata es un modelo en el cual el animal no es un hospedero
natural del ciclo de vida de Taenia solium.

Se emple6 un biomarcador que reconoce todo el linaje de los oligodendrocitos, en
lugar de uno especifico para cada etapa de su desarrollo.

El tamafio de muestra utilizado para el objetivo 4 fue pequefio (n=2), lo que limitd

la aplicacion de un analisis estadistico robusto
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ANEXOS

ANEXO 1: Anticuerpos utilizados en el estudio

Anticuerpo Marca Cddigo | Concentracion Tipo Técnica

IgG de cabra anti - Olig2 R&D AF2418 0.2 mg/mL Policlonal IHQ
Systems

IgG de conejo anti-lgG de KPL 5220-0362 0.5 mg/mL Policlonal IHQ
cabra
IgG de rat6n anti- Merck MAB5262 1 mg/mL Monoclonal | IHQ
Neurofilamento (p-
NFP200kD)
IgG de conejo anti — Caspasa- Merck AB3623 0.5 mg/mL Policlonal IFI
3 activada
IgG de burro anti — 1gG de Invitrogen A11058 2 mg/mL Policlonal IFI
cabra marcado con Alexa
fluor 594
IgG de burro anti — 1gG de Life A21206 2 mg/mL Policlonal IFI
conejo marcado con Alexa technology
fluor 488

ANEXO 2: Protocolo de inmunohistoquimica para Olig2

I.  Desparafinacion

Seleccionar las laminas y colocarlas en una canastilla portalaminas
e Colocar las laminas dentro de las canastillas en una estufa (55-64°C) por 30

minutos

Sumergir las laminas en Xilol I por 3 minutos (1 vez)
Sumergir las laminas en Xilol 1l por 3 minutos (3 veces)
Sumergir las 1dminas en Xilol 11l por 3 minutos (2 veces)
Colocar las ldaminas en una estufa (55-64°C) por 2 minutos entre xiloles

Dejar secar 4 minutos en estufa antes de pasar por los alcoholes

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

Colocar la canastilla con las laminas en un recipiente con agua destilada.

Desenmascaramiento

Preparar 800 mililitros de solucion tamponada de Citrato 10mM (pH 6). Agregar
Tween-20 al 0.05%.

Colocar las laminas con canastilla en el beacker durante 20 minutos en el citrato
hirviendo en stir plate.

Dejar atemperar

Rodear el tejido con el plumon hidrofébico.
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VI.

VII.

Lavar las ldminas con solucion tamponada de fosfato salino (PBS 1X) a pH 7.2,
4 veces cada 4 min.

Bloqueo de peroxidasas enddgenas

Agregar a las 1aminas, 3% de peroxido de hidrogeno en PBS y metanol (1:1)
Dejar incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.
Lavar las laminas con PBS 1X a pH 7.2, 4 veces cada 4 min

Bloqueo de proteinas generales

Preparar solucion de blogueo:

o PBS Tritén X-100 al 0.05%

o 10% suero de conejo

o 5% suero de caballo

o 2.5% BSA
Incubar las ldminas con solucion de bloqueo por 1 hora a temperatura ambiente.
Lavar las laminas con PBS 1X, 4 veces cada 4 min.

Incubacion con anticuerpo primario

Preparar solucion de abl:

o PBS Triton al 0.05%

o 5% suero de conejo

o 5% suero de caballo

o 1gG de cabra Anti-Olig2 en dilucion 1/300
Incubar las ldminas en solucién de anticuerpo primario toda la noche a 4°C.
Lavar las laminas con PBS 1X, 4 veces cada 4 min.

Incubacion con anticuerpo secundario

Preparar solucion de anticuerpo secundario:
o PBS1X
o 5% suero de conejo
o 5% suero de caballo
o Anticuerpo secundario 1/400 (IgG de conejo anti-1gG de cabra)
Incubar las ldminas en solucion de anticuerpo secundario por 1h a temperatura
ambiente.
Lavar las laminas con PBS 1X, 4 veces cada 4 min.

Revelado

Preparar solucion de revelado:
o 400ul de solucion tamponada por Idmina
o DAB en dilucién (1/100)
Agregar soluciéon de revelado sobre los tejidos, dejar incubando por 2 minutos.
Lavar las laminas inmediatamente con agua destilada.
Agregar 4 gotas por lamina de enhancer por 1 minuto y medio.
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VIII.

e Lavar las ldminas inmediatamente con agua destilada
Contratincion

e Colocar laminas en canastilla portalaminas y sumergirlas en soluciéon de
Hematoxilina de Harris (MERCK) por 1 seg.
e Lavar las ldAminas con abundante agua de grifo.

Deshidratacién

e Colocar la canastilla en bateria alcoholes (70%, 90%, 96% y Alcohol absoluto)
por 2 min en cada uno, dejar secar las laminas por 4 min.

e Colocar la canastilla con las laminas en Xilol 1 y Il por 2 min en cada uno, dejar
secar.

e Realizar el montaje de las 1d&minas con solucién Entellan (MERCK) y laminillas
cubre objeto, dejar secar.

ANEXO 3: Protocolo de inmunohistoquimica para Neurofilamento (NFP)
l. Desparafinacion

Seleccionar las laminas y colocarlas en una canastilla portalaminas

e Colocar las laminas dentro de las canastillas en una estufa (55-64°C) por 30
minutos

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

Sumergir las ldminas en Xilol Il por 3 minutos (3 veces)

Sumergir las 1dminas en Xilol 111 por 3 minutos (2 veces)

Colocar las ldaminas en una estufa (55-64°C) por 2 minutos entre xiloles

Dejar secar 4 minutos en estufa antes de pasar por los alcoholes

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

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

1. Desenmascaramiento

e Preparar 800 mililitros de solucion tamponada de Citrato 10mM (pH 6). Agregar
Tween-20 al 0.05%.

e Colocar los coplins con las [&minas en una olla con agua fria. Al hervir, se cuentan
30 minutos.

e Dejar atemperar

e Rodear el tejido con el plumon hidrofébico

e Lavar las ldminas 4-5 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

I11.  Bloqueo de peroxidasas enddgenas
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e Agregar a las laminas, 3% de perdxido de hidrégeno en PBS.
e Dejar incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.
e Lavar las ldminas con PBS 1X a pH 7.2, 4 veces cada 4 min

IV.  Bloqueo de proteinas generales

e Preparar solucion de blogueo:

o PBS Triton al 0.05%

o 10% suero de caballo

o 2% BSA

o 2% leche
e Incubar las laminas con solucién de blogueo por 1 hora a temperatura ambiente.
e Lavar las ldminas con PBS 1X, 4 veces cada 4 min.

V. Incubacion con anticuerpo primario

e Preparar solucién de abl:

o PBS Triton al 0.05%

o 5% suero de cabra

o 1gG de cabra Anti-NFP en dilucion 1/1000
e Incubar las ldminas en solucién de anticuerpo primario toda la noche a 4°C.
e Lavar las ldminas con PBS 1X, 4 veces cada 4 min.

VI.  Incubacion con anticuerpo secundario

e Preparar solucion de anticuerpo secundario:
o PBS1X
o 5% suero de cabra
o Anticuerpo secundario 1/500 (IgG de cabra anti-IgG de ratdn)
e Incubar las laminas en solucion de anticuerpo secundario por 1h a temperatura
ambiente.
e Lavar las ldminas con PBS 1X, 4 veces cada 4 min.

VIl. Revelado

e Preparar solucion de revelado:

o 400ul de solucién tamponada por Idmina

o DAB en dilucion (1/100)
e Agregar solucién de revelado sobre los tejidos, dejar incubando por 5 minutos.
e Lavar las ldminas inmediatamente con agua destilada.

VIII. Contratincion
e Colocar laminas en canastilla portalaminas y sumergirlas en solucion de

Hematoxilina de Harris (MERCK) por 1 seg.
e Lavar las ldminas con abundante agua de grifo.

50



IX.

Deshidratacion

Colocar la canastilla en bateria alcoholes (70%, 90%, 96% y Alcohol absoluto)
por 2 min en cada uno, dejar secar las laminas por 4 min.

Colocar la canastilla con las laminas en Xilol 1 y Il por 2 min en cada uno, dejar
secar.

Realizar el montaje de las ldaminas con solucion Entellan (MERCK) y laminillas
cubre objeto, dejar secar.

ANEXO 4: Protocolo de inmunofluorescencia indirecta — doble marcaje para Olig2 y

Caspasa-3 activada

Desparafinacion

Seleccionar las laminas y colocarlas en una canastilla portalaminas

V.

Colocar las laminas dentro de las canastillas en una estufa (55-64°C) por 30
minutos

Sumergir las ldminas en Xilol I por 3 minutos (1 vez)

Sumergir las laminas en Xilol 1l por 3 minutos (3 veces)

Sumergir las 1dminas en Xilol 111 por 3 minutos (2 veces)

Colocar las 1dminas en una estufa (55-64°C) por 2 minutos entre xiloles

Dejar secar 4 minutos en estufa antes de pasar por los alcoholes

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

Colocar la canastilla con las Iaminas en un recipiente con agua destilada.

Desenmascaramiento

Preparar 800 mililitros de solucion tamponada de Citrato 10mM (pH 6). Agregar
Tween-20 al 0.05%.

Colocar las laminas con canastilla en el beacker durante 30 minutos en el citrato
hirviendo en stir plate.

Dejar atemperar

Rodear el tejido con el plumon hidrofébico

Lavar las laminas 4-5 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

Permeabilizacién (10 minutos)

Incubar la solucién PBS 1X + Triton X-100 0.1% por 10 min a T° ambiente.
Lavar las ldminas 4-5 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

Bloqueo de proteinas generales (1 hora a T° ambiente)

Preparar la solucion de blogueo:
o PBS Triton X-100 al 0.05%
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VI.

o 2 % Ovoalbdmina

o 2% BSA
Incubar las laminas con solucion de bloqueo por 1 hora a temperatura ambiente.
Lavar las laminas 4-5 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

Incubacidén con anticuerpo primario

Preparar la solucion de abl:

o PBS Tritén X-100 al 0.05%

o 1% Ovoalbumina

o Dilucion de anticuerpo de conejo anti-Caspasa 3, forma activa (clivada)

fue de 1/100

o Dilucién de anticuerpo de cabra anti-Olig2 fue de 1/300
Incubar las ldminas en solucién de anticuerpo primario toda la noche a 4°C.
Lavar las laminas 4-5 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

Incubacidén con anticuerpo secundario

Preparar la solucion de anticuerpo secundario:

o PBS1X

o 2% BSA

o 2% Ovoalbumina

o Dilucidn de anticuerpo Alexa fluor 594 de burro anti cabra (1/200)
Incubar las ldminas en solucién de anticuerpo secundario por 1h a temperatura
ambiente sin exposicion a la luz.
Lavar las laminas 4-5 veces con PBS 1X. Cada lavado de 5 min.

VI1I. Montaje
Agregar DAPI aprox. 10-40 uL por lamina cubriendo completamente el tejido,

colocar el cubreobjeto y sellar con esmalte.
Conservar en 4° a 20°C hasta la lectura.
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